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POTENCIAL BIOTECNOLÓGICOS DE RIZÓBIOS COMO BIOEMULSIFICANTE 

E BIOSSORVENTE DE COBRE E CROMO 

RESUMO 

As estruturas e alguns compostos produzidos pelos microrganismos 

apresentam elevada quantidade de cargas como, por exemplo, parede celular e 

biopolímeros. Os exopolissacarídeos (EPSs) de bactérias pertencentes à ordem 

Rhizobiales apresentam biopolímeros que têm sido muito estudados. Os EPSs 

são moléculas que apresentam grupos polares, esta característica é capaz de 

reduzir a tensão interfacial de mistura água/óleo e óleo/água. A formação de 

emulsões é um fator importante para a biodegradação de óleos e 

hidrocarbonetos. As cargas presentes na parede celular das células bacterianas 

são de natureza predominantemente aniônica. Estas estruturas são capazes de 

interagir fortemente com cátions metálicos e desempenham um papel importante 

no sequestro ou imobilização de íons no ambiente. A aplicação dos isolados de 

rizóbios são interessantes ferramentas biotecnológicas no processo de 

biorremediação, por estes microrganismos não apresentarem toxicidade à saúde 

e ao meio ambiente. Dos isolados de rizóbios pertencentes ao Laboratório de 

Bioquímica de Microrganismos e Plantas, da FCAV/UNESP, foram selecionados 

quatro, que demonstraram elevada produção de goma ‘in vitro’. Este trabalho teve 

como objetivo investigar o potencial biotecnológico, de isolados de Rhizobium

spp. (SEMIA 4064 e JAB6) e dois isolados de Mesorhizobium spp. (LMG 6125 e 

LMG 11892), como bioemulsificantes e biossorventes. Para a identificação dos 

isolados foi sequenciada a região 16S rRNA (1500pb). Foram estudados a 

produção de EPS e aplicação desses biopolímeros como bioemulsificantes de 

óleos e hidrocarbonetos. Investigando a Reologia e a composição dos 

monossacarídeos dos EPSs. Estes isolados foram explorados quanto à 

sensibilidade de células vivas e o processo de remoção por células mortas dos 

íons cobre (Cu2+) e cromo (Cr6+). O sequenciamento demonstrou que os isolados 

LMG 6125 e LMG 11892 não eram condizentes com o gênero e espécies 

descritos anteriormente. De acordo com os dados obtidos pelo sequenciamento, 

estes dois isolados pertencem ao gênero Sinorhizobuim. Os resultados 

demonstraram que dos isolados estudados, o JAB6 foi o maior produtor de EPS. 
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Todos os EPSs estudados, apresentaram altas porcentagens dos 

monossacarídeos, galactose e glicose, presentes nas moléculas políssacarídicas. 

O EPS produzido pelo isolado SEMIA 4064 foi o que apresentou maior 

viscosidade. O EPS deste mesmo isolado, na concentração 5 mg mL-1, evidênciou 

maiores taxas de emulsificação para óleo diesel, tolueno, hexano, óleo de soja, 

óleos de girassol e óleos de oliva. A influência dos íons Cu2+ e Cr6+ sobre as 

células vivas dos isolados de Rhizobium spp. e Sinorhizobium spp. demonstraram 

ter efeito tanto no desenvolvimento celular quanto na produção de EPS. Todas 

amostras de células mortas, dos isolados, foram capazes de remover os íons Cu2+

e Cr6+, no entanto, as maiores taxas de remoção foram apresentadas pelo isolado 

LMG 6125. 

Palavras-chave: bioemulsificante, exopolissacarídeo, biossorvente, 
Sinorhizobium spp., Rhizobium leguminosarum, biorremediação 
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BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL RHIZOBIA AS BIOEMULSIFIER AND 

BIOSORBENT OF COPPER AND CHROMIUM 

SUMMARY  

The structures and some compounds produced by microorganisms have a 

high amount of charges such as, for example, cell wall and biopolymers. The 

exopolysaccharides (EPSs) of bacteria belonging to the order Rhizobiales have 

biopolymers that have been widely studied. The EPSs are molecules that have 

polar groups, this feature they are can to reduce the interfacial tension of water/oil 

and oil/water. The formation of emulsions is important factor for the biodegradation 

of oils and hydrocarbons. The charges present in the cell wall on the bacterial cells 

are predominantly of anionic in nature. These structures are capable of interacting 

strongly with metal ions and play an important role in sequestering or 

immobilization of ions in the environment. The application of the populations of 

rhizobia are interesting biotechnological tools in bioremediation process, these 

organisms do not present toxicity to health and the environment. Rhizobial isolates 

belonging to the Laboratory of Biochemistry of Plants and Microorganisms, FCAV / 

UNESP, four were chosen that demonstrated high gum production in vitro. This 

work aimed to investigate the potential of biotechnology of the isolates of 

Rhizobium spp. (SEMIA 4064 and JAB6) and two strains of Mesorhizobium spp. 

(LMG 6125 and LMG 11892), as biosorbents and bioemulsifiers. For the 

identification of the isolates were done sequencing of the gene 16S rRNA 

(1500pb). The production and application of these EPSs were studied as 

bioemulsifiers of oils and hydrocarbons. Investigating the monosaccharides 

composition and rheology of the EPSs. These isolates were explored for sensitivity 

of live cells and the process of removal of dead cells by copper ions (Cu2+) and 

chromium (Cr6+). The sequencing showed that the isolates LMG 6125 and LMG 

11892 were not consistent with the genus and species previously described. 

According to the data obtained by sequencing, these isolates belong to the genus 

Sinorhizobuim. The results showed that the isolates studied, the JAB6 was the 

largest producer of EPS. All EPSs studied showed high percentages of 

monosaccharides, galactose and glucose in the polysaccharide molecules. The 

EPS produced by isolated SEMIA 4064 showed the highest viscosity. The EPS 
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this same isolate, concentration 5 mg mL-1, showed higher rates of emulsification 

for diesel oil, toluene, hexane, soybean oil, sunflower oil and olive oil. The 

influence of Cu2+ and Cr6+ on the living cells of isolates of Rhizobium spp. and 

Sinorhizobium spp. demonstrated effect on both cell growth and in the production 

of EPS. All samples of dead cells, of the isolates, were able to remove Cu2+ and 

Cr6+, however, the highest rates of removal were isolated presented by LMG 6125.

Keywords: bioemulsifier, exopolysaccharide, biosorbent, Sinorhizobium spp., 

Rhizobium leguminosarum, bioremediation.
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

1. INTRODUÇÃO 

Derramamentos de hidrocarbonetos (petróleo), outros óleos e metais 

pesados utilizados na agricultura e indústrias, têm sido fonte significativa de 

poluição ambiental. A contaminação de águas com resíduos orgânicos, 

hidrocarbonetos, óleos e elevadas concentrações de metais pesados é 

interesse ambiental. Estes compostos são persistentes e capazes de se 

acumular nos ecossistemas, levando a sérios riscos ambientais e à saúde (Al-

SALEH e OBUEKWE, 2005; SANDRIN et al., 2000; SHARMA et al., 2001). A 

presença de metais pesados pode inibir a microbiota envolvida na degradação 

de compostos orgânicos afetando as taxas de biodegradação. O nível de 

inibição depende da concentração, disponibilidade, estado de oxidação dos 

metais pesados e das comunidades microbianas presentes na área. Os metais 

pesados inibem os microrganismos, bloqueiando grupos funcionais essenciais, 

interferindo na incorporação de íons metálicos fundamentais para moléculas 

biológicas, embora alguns microrganismos sejam resistentes a doses elevadas 

de alguns metais pesados (AMOR et al., 2001).  

Como forma de remover, hidrocarbonetos, óleos e metais pesados in 

situ, processos convencionais, tais como, uso de surfactantes sintéticos, 

precipitação química; oxiredução; filtração; técnicas eletroquímicas e 

sofisticados processos de separação com membranas, são utilizados. Estes 

processos são geralmente onerosos, o que estimula a busca por métodos 

biotecnológicos alternativos, visando a redução dos custos e menores impactos 

ao ambiente (DA COSTA e DUTA, 2001). Um médoto alternativo para 

ambientes contaminados com estes tipos de resíduos é a utilização de 

biomassa viva ou morta, incluindo também produtos microbianos como as 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS). Estes podem ser aplicados como 

bioemulsificantes (CAMEOTRO e MAKKAR, 2010; CHOWDHURY et al., 2011; 

HUANG et al., 2012; ZHENG et al., 2011) e biossorventes, respectivamente 

(MOHAMAD et al., 2012; RAAMAN et al., 2012; XIE et al., 2013). A utilização 

de biomassa não-viva é preferida por facilitar o processo de tratamento. Uma 

vez que, o tratamento de áreas contaminadas e resíduos pode apresentar 
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toxicidade aos microrganismos vivos, pela presença de elevadas 

concentrações de hidrocarbonetos e metais. (PACWA-PŁOCINICZAK et al., 

2011; SCHNEIDER et al., 1999).  

Células microbianas e seus biopolímeros apresentam em suas 

estruturas moleculares uma abundância de grupos químicos carregados 

negativamente. Estes grupos disponíveis são responsáveis pela formação de 

micelas (emulsões), reduzindo a interface das misturas de líquidos imicíveis 

(SOUZA MONTEIRO et al., 2012; WANG et al.,2011; ZHENG et al., 2011); 

além de formar complexos com íons metálicos por meio de interações 

eletrostáticas (HUANG et al ., 2013; MOHAMAD et al., 2012; SUTHERLAND, 

2001; XIE et al., 2013). Estes processos de emulsão e complexação são 

afetados por uma série de fatores, incluindo pH, temperatura e as cargas 

presentes nos bioemulsificantes e biossorventes (HUANG et al., 2012; ZHENG 

et al., 2011). Diversos estudos têm sido realizados quanto à utilização de 

biopolímeros como exopolissacarídeo (EPS), lipopolissacarídeo (LPS), entre 

outros, na aplicação como bioemulsificantes. Entretanto, poucas pesquisas têm 

sido relatadas estudando a biomassa não viva como biossorvente de íons 

metálicos. No entanto, é amplo o espectro de microrganismos em estudos com 

fungos filamentosos (KAUSHIK e MALIK, 2013), leveduras (HUANG e LIU, 

2013) e bactérias (HUANG et al., 2012; MOHAMAD et al., 2012; XIE et al ., 

2013; ZHENG et al., 2012).  

A busca por microrganismos com maior potencial de produção de EPSs, 

buscando moléculas bioestruturadas, com elevada presença de cargas e alta 

viscosidade, entre outras características necessárias. Ainda pouco se conhece 

da aplicação destes biopolímeros como emulsificantes e as interações destas 

moléculas com os diversos tipos de hidrocarbonetos e óleos, em diferentes 

condições de pH, salinidade e temperatura, entre outros fatores. Raros são os 

estudos relatando o uso de biomassa não viva como biossorvente na remoção 

de diferentes metais pesados. É importante a pesquisa sobre as aplicações de 

EPS e células como biorremediadores efetivos, tanto como tenso ativos no 

processo de emulsificação de contaminantes como hidrocarbonetos e óleos, 

quanto na adsorção íons metálicos. Considerando-se que nenhum dos � e �-

rizóbios mostraram-se patogênicos, até agora, este tipo de pesquisa é 

importante para avaliar o potencial de exopolissacarídeos de outras espécies 
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de Rhizobium para aplicação industrial como bioemulsificantes e como agentes 

biossorvente.  

CASTELLANE, (2004) e CAMPANHARO, (2006) utilizando espécies 

pertencentes às famílias Rhizobiaceae e Phyllobacteriaceae, que sintetizam 

grandes quantidades de polissacarídeos extracelulares diante dos resultados 

obtidos por estes autores foram selecionados quatro isolados para o 

desenvolvimento deste trabalho, Rhizobium leguminosarum (SEMIA 4064), 

Mesorhizobium loti (LMG 6125), Mesorhizobium plurifarium (LMG 11892) e 

Rhizobium sp. (JAB6). Os objetivos com o trabalho foram: estudar a produção 

da EPS dos quatro isolados, além de confirmar a identificação dos mesmo; 

avaliar a ação destes polímeros como bioemulsificantes de hidrocarbonetos e 

óleos e a aplicação de células mortas dos isolados como biossoventes de 

cobre bivalente (Cu2+) e cromo hexavalente (Cr6+). 

2.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Importância dos exopolissacarídeos bacterianos  

O termo exopolissacarídeo (EPS) é amplamente utilizado para nomear 

polímeros de carboidratos encontrados no exterior das células, sendo uma 

estrutura altamente diversificada, com propriedades físicas e composições 

químicas extremamente variadas (Sutherland, 2001). Diversos estudos 

demonstraram que nas bactérias gram-negativas os EPSs são sintetizados 

intracelularmente, utilizando açúcares difosfato nucleotídeos, que fornecem as 

formas ativadas de monossacarídeos, fornecendo à célula bacteriana um meio 

de interconversão dos vários monossacarídeos através de reações de 

epimerização, desidrogenação e descarboxilação (Sutherland, 2001). Este 

processo é muito complexo, regulado tanto por níveis pós-traducional como 

transcricional, e dependente da atividade de um complexo de proteínas, ambos 

localizados nas membranas interna e externa, abrangendo o espaço 

periplasmático entre elas (MOREIRA et al., 2000; SHORUPSKA et al., 2006).  

Dois são os principais tipos de EPSs encontrados na superfície exterior 

da membrana bacteriana: os EPSs liberados no meio e as β-glicanas cíclicas. 

As β-glicanas cíclicas geralmente são referidas como uma categoria separada, 

enquanto que os polímeros extracelulares livres (EPSs) são os de maior 
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interesse devido sua facilidade de obtenção (DONOT et al, 2012; FRAYSSE et 

al., 2003).

Os exopolissacarídeos de origem bacteriana têm diversas funções na 

natureza, além de que, sua produção também é influenciada por fatores 

nutricionais como quantidade de enxofre, nitrogênio e fosfato (PEIX et al., 

2010). O EPS é importante para o rizóbio, uma vez que esta substância 

desempenha diferentes papéis durante os eventos de pré-infecção na rizosfera, 

podendo: (a) funcionar como molécula receptora do micro simbionte, fazendo 

uma interação célula/célula e desencadeando o processo de nodulação 

(KIRICHENKO et al., 2004); (b) induzir a formação de nódulos e micro colônias 

(BECKER e PÜHLER, 1998); (c) aumentar a adesão da bactéria, promovendo 

seu crescimento nos espaços intercelulares necessários tanto para a 

nodulação bem como organogenia da raiz (KOSENKO et al., 2001); (d) agir 

como sinal molecular durante o desenvolvimento do nódulo (KOSENKO et al., 

2001); (e) impedindo as reações de defesa vegetal (CRESPO-RIVAS et al., 

2009); (f) auxiliar na interação entre rizóbios e leguminosas (CRESPO-RIVAS 

et al., 2009); (g) proteger contra metais de íons tóxicos (DEVI e VIJAYENDRA,

2011). É sabido que devido à presença de monossacarídeos ácidos na 

composição da maioria dos EPSs rizobianos, mesmo em baixa concentração, o 

biopolímero torna o ambiente em que está sendo cultivado mais acidificado. 

Esta acidez faz com que o heteropolissacarídeo fique altamente aniônico e, 

assim, pode atuar como resina de troca iônica, concentrando minerais e 

nutrientes ao redor da célula (WHITFIELD, 1988).  

Os microrganismos produtores de EPS vêm sendo estudados para 

utilização na tecnologia de biobarreiras para biorremediação in situ de áreas 

contaminadas. As barreiras biológicas, formadas pelas bactérias e os EPSs por 

elas produzidos, separam áreas adjacentes do ambiente subterrâneo, 

impedindo que uma camada contaminante se propague (KIM, 2004) e auxiliam 

na agregação e estabilidade do solo (ZEVENHUIZEN, 1997). Constituem 

ainda, uma importante classe de polímeros com elevado interesse 

biotecnológico, que apresentam propriedades únicas como agentes 

espessantes, estabilizantes, emulsificantes e gelificantes (SUTHERLAND, 

2001). 
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2.2. Rizóbios e a Produção de Exopolissacarídeos 

Bactérias fixadoras de nitrogênio são geralmente produtoras de 

polissacarídeos extracelulares (EPSs) (BECKER e PÜHLER, 1998). Dentre 

estas, as alfaproteobactérias da ordem Rhizobiales, pertencentes às famílias 

Rhizobiaceae (gêneros Rhizobium, Sinorhizobium e Ensifer) e 

Phyllobacteriaceae (Mesorhizobium) sintetizam grandes quantidades de EPSs 

(BECKER e PÜHLER, 1998; CASTELLANE, 2007). A família Rhizobiaceae 

possui certamente o maior número de espécies descritas que produzem EPS, 

dentre os mais estudados estão algumas espécies pertencentes aos gêneros 

Rhizobium, Bradyrhizobium, e Agrobacterium (HISAMATSU et al., 1980). No 

entanto, as informações sobre EPS produzidos por rizóbios ainda não está 

totalmente disponível, o que representa uma ampla gama de possibilidades 

inexploradas.  

Rizóbios são bactérias gram-negativas de vida livre presentes no solo, 

capazes de formar interação simbiótica com plantas leguminosas, tendo como 

contribuição a fixação de nitrogênio. Este processo simbiótico requer 

sinalização química específica entre os parceiros simbióticos (COOPER, 2007). 

O hospedeiro libera flavonóides que atraem as rizobactérias que em resposta 

às moléculas liberadas pela planta as células bacterianas começam a 

expressar os genes nod, e assim, inicia-se a produção de fatores que 

estimulam formação de nódulos (GEURTS et al., 2005). Além dos flavonóides e 

fatores Nod que iniciam o programa simbiótico, os exopolissacarídeos (EPS), 

lipopolissacarídeos (LPS), polissacarídeos capsulares (KPS) e �-(1,2)-glucanas 

cíclicas tem papéis essenciais para a formação do cordão de infecção no 

desenvolvimento de nódulos (FRAYSSE et al., 2003). 

A composição química de um número considerável de EPS rizobianos já 

foi determinada (BECKER e PÜHLER 1998; CASTELLANE e LEMOS, 2007; 

MONTEIRO et al., 2012; CASTELLANE et al., 2014). Na literatura há poucas 

informações sobre o processo de biossíntese dos diferentes tipos de EPS. 

Entretanto, os genes envolvidos no processo de biossíntese do EPS em rizóbio 

foram melhores estudados na espécie Sinorhizobium meliloti. Extensivos 

estudos genéticos nesta bactéria resultaram na identificação de diversos 

reguladores da síntese do EPS I e EPS II por ela produzidos, conhecendo-se 
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bem a biossíntese dos nucleotídeos de açúcar e montagem das unidades 

repetitivas (BECKER e PÜHLER, 1998; MOREIRA et al., 2000). Contudo, os 

passos finais da sua biossíntese do EPS ainda não estão bem definidos.  

A produção de EPS por S. meliloti é simbioticamente importante, cujos 

biopolímeros, succinoglicano e EPS II, podem funcionar no processo de 

invasão do nódulo, embora seus papéis exatos ainda sejam desconhecidos 

(GLENN et al., 2007). O succinoglicano é um polímero formado por arranjos de 

octassaccarídeos repetidos, constituídos de resíduos de uma unidades de 

galactose e sete unidades de glicose substituídos por grupos acetil, succinil e 

piruvil na proporção de 1:1:1 (REINHOLD et al., 1994). A presença de 

succinoglicano pode ser observada com a utilização do corante calcoflúor, que 

liga-se ao succinoglicano e sob luz UV, gerando fluorescência (LEIGH et al., 

1985). Vários mutantes na biossíntese do succinoglicano foram isolados com 

base na sua incapacidade para fluorescer ou na alteração fenótipa fluorescente 

em meio suplementado com calcofluor (LONG et al., 1988). Este fato conduziu 

à descoberta de um grupo de genes posteriormente designado como exo, 

envolvido em processos, tais como a síntese e modificação das subunidades 

octassacarídeas, polimerização e transporte do exopolissacarídeo; existe 

também uma glicanase envolvida na despolimerização do polímero (LONG et 

al., 1988; YORK e WALKER, 1997). A análise do agrupamento de genes exo, 

bem como os intermediários lipídicos biossintéticos foram encontrados por 

acumularem-se em vários mutantes deficiente de succinoglicano, o que 

conduziu a um modelo para a biossíntese de succinoglicano (REUBER e 

WALKER, 1993). O primeiro resíduo de açúcar, galactose, é adicionado ao 

transportador lipídico, produto do gene exoY. Os sete resíduos restantes de 

glicose são posteriormente adicionados pela glicosiltransferases específicas e 

as modificações no octassacarídeo são incorporadas durante o processo de 

biossíntese. Por fim, a polimerização e transporte do polímero ocorrem 

(REUBER e WALKER, 1993).  

Outras análises demonstraram que o succinoglicano é produzido em 

duas dimensões bem definidas com base na massa molecular. Uma fração do 

succinoglicano contém elevada massa molecular que consiste em mais de 

2.000 subunidades de octassacarídeos (GONZÁLEZ et al., 1998). A segunda 

fração dos succinoglicano com baixa massa molecular consiste em 
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monômeros, dímeros, e trímeros de subunidades do polímero (GONZÁLEZ et 

al., 1998). As frações de baixa massa molecular do succinoglicano podem ser 

produzidas tanto por polimerização parcial ou despolimerização de produtos de 

elevada massa molecular, por ação de endoglicanases específicas 

(GONZÁLEZ et al., 1998). A polimerização direta do succinoglicano é mediada 

por produtos dos genes de exoP, exoT, e exoQ (GONZÁLEZ et al., 1998). A 

proteína ExoP está envolvidas na determinação do comprimento da cadeia do 

polímero (BECKER et al., 1995). A biossíntese das moléculas do 

succinoglicano constituídas pela fração de baixa massa molecular (dímero e 

trímero) são determinadas pelas proteínas ExoP e ExoT. As proteínas ExoP e 

ExoQ agem em conjunto para produzir a fração do succinoglicano com elevada 

massa molecular (GONZÁLEZ et al., 1998). A despolimerização do 

succinoglicano é mediada pela ação de duas endo-1,3-1,4-�-glicanases, ExoK 

e ExsH . 

A produção de EPS é influenciada por diversos fatores como, por 

exemplo, a relação das fontes de carbono e nitrogênio (CAMPANHARO, 2006). 

Estes fatores também influenciam a estrutura e as propriedades reológicas do 

EPS (STAUDT et al., 2012). As propriedades reológicas e de localização 

periférica do EPS sugerem que são responsáveis pela proteção das bactérias 

contra o estresse ambiental (FRAYSSE et al., 2003), que contribui para as 

funções intrínsecas dos EPSs bacterianos (POTTS, 1994).  

2.3. Rendimento de EPS em diferentes fontes de carbono e nutrientes 

Rizóbios, são bactérias quimiorganotróficas que podem metabolizar 

vários tipos de matéria orgânica carbonácea além de várias fontes de 

nitrogênio (NOEL, 2009). A fim de comparar a melhor fonte de carbono para a 

produção de EPS e o crescimento bacteriano, foram usadas diferentes fontes 

orgânicas, inorgânicas e de vitaminas. A concentração de fosfato também 

influencia o tipo de EPS produzido, uma vez que foi demonstrado que 

concentrações altas de fosfato e baixas de nitrogênio e enxofre estimulam a 

biossíntese do EPSI, enquanto que a biossíntese do EPSII é estimulada por 

baixo nível de fosfato (JANCZAREK e SKORUPSKA, 2011). 
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A fonte orgânica, a concentração ideal para que ocorra o aumento da 

produção de EPS foi de 1,5% de sacarose, já o manitol foi o que induzium 

maior crescimento bacteriano. Vitaminas e o ácido nicotínico em uma 

concentração de 3 mg mL-1 induziu a quantidade máxima de EPS (GHOSH et 

al., 2011). Staudt e colaboradores (2012) testaram seis diferentes fontes de 

carbono, a fim de comparar o rendimento e a composição do EPS de 

Rhizobium tropici cultivados nestes diferentes meios. As fontes foram 

arabinose, glicose, sacarose, manitol, frutose e glutamato, no entanto, o meio 

com frutose foi o que apresentou crescimento de célular bacteriano mais lento. 

O meio com glutamato permaneceu mais translúcido, indicando pouca 

produção de EPS quando comparada às outras fontes de carbono. Castellane 

(2007) também estudou a produção de EPS a partir de duas estirpes de 

Rhizobium tropici cultivadas com diferentes fontes de carbono em meio líquido 

definido para rizóbio. Em seu trabalho verificou que a alteração da fonte de 

carbono pode interferir tanto na produção, bem como na proporção dos 

monossacarídeos presentes na composição dos EPS produzidos. Neste 

trabalho foi observado que quase 90% do EPS produzido pela estirpe SEMIA 

4077 �
���� �
����
� durante a fase de crescimento estacionária, sendo que a 

outra estirpe, SEMIA 4080 teve produção abundante do polímero durante todo 

o tempo de cultivo, mostrando que a produção de EPS está relacionada ao 

crescimento bacteriano. �

Existem evidências de que o desenvolvimento bacteriano e a produção 

de EPS sejam dois processos competitivos, uma vez que os precursores para a 

síntese de EPS são os mesmos usados para funções celulares primárias. Vias 

biossintéticas bacterianas incluem a absorção do substrato, via metabólica 

central e síntese de EPS. Dependendo do tipo de substrato, que pode ser 

absorvido pela célula através de um sistema de transporte passivo ou ativo, 

após ser catabolizado por fosforilação intracelular, ou pode ser transportado e 

oxidado através de uma via periplasmática oxidativa direta. A via 

periplasmática oxidativa existe apenas em certas bactérias, enquanto que a via 

fosforilativo intracelular é onipresente entre bactérias. Ambos sistemas têm sido 

relatados em várias estirpes produtoras de EPS, que pode funcionar 

simultâneamente, se houver disponibilidade do substrato. No citoplasma, o 

substrato é catabolizado através da glicólise e os metabólitos primários 
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formados são utilizados como precursores para a síntese de pequenas 

biomoléculas (por exemplo, aminoácidos ou monossacáridos). A síntese de 

polissacarídeos requer a biossíntese de precursores ativados que são 

monossacarídeos ricos em energia, principalmente açúcares nucleosídeo 

difosfato (NDP-açúcares), que são derivados de açúcares fosforilados. 

(FREITAS et al., 2011). 

2.4. Classificação e Propriedades Físico-Químicas de Polissacarídeos 

Extracelulares Aplicados como Bissurfactantes

A caracterização dos EPS microbianos é importante na determinação da 

aplicabilidade desses biopolímeros. Entre as metodologias adotadas na 

caracterização dos EPS, a avaliação reológica destaca-se por fornecer 

informações a respeito da estrutura molecular e de possíveis aplicações 

biotecnológicas (KACI et al., 2005). A reologia é a ciência que estuda a 

deformação e o fluxo dos materiais sobre influência de tensões. Dentro deste 

contexto, a matéria pode estar no estado líquido, sólido ou gasoso (DAK et al., 

2007). A reologia considera dois materiais como ideais: o sólido elástico e o 

líquido viscoso. No sólido elástico a propriedade de maior interesse é a 

elasticidade, ou seja, um material com forma definida quando deformado por 

uma força externa, dentro de certos limites, retornará à sua forma e dimensões 

originais, após a remoção dessa força. Já no líquido viscoso a propriedade de 

maior interesse é a viscosidade, que tem como característica não possuir forma 

definida, escoando irreversivelmente com a aplicação de uma força externa 

(BRETAS e D’ÁVILA, 2005). 

Os líquidos pseudoplásticos apresentam uma diminuição da viscosidade 

com o aumento da taxa de deformação, que depende principalmente da 

orientação/alinhamento de moléculas ou partículas na direção do fluxo, 

superando o movimento Browniano de moléculas. Em taxas de deformação 

muito baixas, o movimento Browniano das moléculas as mantêm em uma 

ordem interna irregular, sem alteração significativa da estrutura tridimensional, 

apesar dos efeitos iniciais da orientação de cisalhamento. Deste modo, o 

líquido apresenta um comportamento semelhante ao dos líquidos Newtonianos, 

com a viscosidade independente da taxa de deformação. Quando o 
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cisalhamento excede o efeito aleatório do movimento Browniano, a viscosidade 

cai drasticamente pela indução do alinhamento das moléculas na direção do 

fluxo. Em taxas de deformação extremamente altas, a viscosidade se aproxima 

de um nível finito constante. Os fluídos pseudoplásticos, durante o 

escoamento, podem apresentar três regiões distintas de taxas de deformação: 

baixa, média e alta. Na região newtoniana ou de baixas taxas de deformação, a 

viscosidade aparente (	o), chamada de viscosidade limitante à taxa de 

deformação zero, não varia com a taxa de deformação aplicada. Na região de 

taxas de deformação médias, a viscosidade aparente (	) diminui com o 

aumento da taxa de deformação (comportamento pseudoplástico) e, na região 

de altas taxas de deformação, a viscosidade aparente (	
) volta a ficar 

constante e é chamada de viscosidade limitante a taxas de deformação infinitas 

(TONELI et al., 2005).  

Dentre os líquidos pseudoplásticos estão diversas substâncias de alta 

importância técnica e comercial, tais como soluções poliméricas, emulsões, 

suspensões ou dispersões (VRIESMANN, 2008). As substâncias com 

comportamento pseudoplásticos são apontadas como potenciais 

biossurfactantes. Ao contrário de surfactantes quimicamente sintetizados, que 

são classificados de acordo com o seu padrão de dissociação em água, os 

biossurfactantes são categorizados por sua composição química, massa 

molecular, propriedades físico-químicas e modo de ação e origem microbiana. 

Com base no massa molecular, são divididos em biossurfactantes de baixa 

massa molecular, incluindo glicolípideos, fosfolípideos e lipopéptideos e, 

biossurfactantes/bioemulsificantes de elevada massa molecular contendo 

polissacarídeos, proteínas anfipáticas, lipopolissacarídeos, lipoproteínas ou 

misturas complexas destes biopolímeros. Os biossurfactantes de baixa massa 

molecular são eficientes na redução das tensões interfaciais e de superfície, 

enquanto biossurfactantes de alta massa molecular são mais eficazes na 

estabilização de emulsões de óleo/água (CALVO et al., 2009). O Quadro 1 

apresenta a produção de biossurfactantes e seus produtores. Os 

biossurfactantes acumulam-se na interface entre dois fluídos imiscíveis, ou 

entre um líquido e um sólido. Ao reduzir a tensão superfícial (ar-líquido) e 

interfacial (líquido-líquido) reduzem as forças de repulsão entre as duas fases  
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diferentes permitindo que as duas fases se misturem (SOBERÓN-CHÁVEZ et 

al., 2011). 

2.5. Atividade de Emulsificação (E24) 

Para a avaliação da atividade de emulsificação (E24) é utilizado o médoto 

descrito por Cooper e Goldenberg (1987), que estudaram o efeito do 

biosurfactantes produzidos por dois isolados de Bacillus spp. (IAF 343 e 

IAF346) na emulsificação de toluene e hexano. O E24 determina a camada de 

emulsificação após a mistura do composto hidrofóbico com biosurfactante, esta 

taxa é determinada por uma equação matemática.  

Emulsão é um sistema heterogêneo que consiste em um líquido 

imiscível, completamente difuso em outro, na forma de gotículas. A formação 

de uma emulsão, portanto, requer energia para manter as gotículas 

dispersadas na fase continua. No entanto, esta reação é termodinamicamente 

desfavorável e, por esse motivo, o processo mostra estabilidade mínima, que 

pode ser aumentada pela adição de agentes tensoativos de superfície. Os 

emulsificantes em geral apresentam um segmento de sua molécula com 

propriedades hidrofílicas e outro segmento lipofílico, isto é, são compostos 

tensoativos anfifílicos, servindo por isso, para compatibilizar a mistura de água 

com óleos. Esta característica da molécula faz pontes entre esses 

componentes, formando emulsões; esses compostos também são conhecidos 

como surfactantes, tensoativos, hipotensores e emulsificantes. Alguns 

importantes agentes emulsificantes são os sabões, detergentes, goma arábica, 

saponinas, óleos sulfonados, lecitinas e proteínas, entre outros (HOFFMANN e 

REGER, 2014; JAMIESON, 1932).  

Outra alternativa é o uso dos biossurfactantes, que são compostos 

tensoativos produzidos por muitos microrganismos incluindo arquéas, 

bactérias, leveduras e fungos. Estes compostos têm recebido crescente 

interesse nas últimas décadas pelas vantagens que possuem sobre os 

surfactantes químicos, tais como, biodegradabilidade, baixa toxicidade, 

produção a partir de fontes renováveis, funcionalidade sob condições extremas 

de pH, salinidade e temperatura, estabilidade, entre outros (DESAI e BANAT, 
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1997; GEORGIOU et al., 1990; apud CHANDANKERE et al., 2013). Portanto 

devido as propriedades de seletividade e de degradação, o biotensioativo é 

uma alternativa ao uso de surfactante sintético, sendo assim, mais adequados 

para o controle e recuperação de contaminações ambientais (DESAI e BANAT, 

1997). Os EPSs podem servir como bioemulsificantes fazendo com que 

aumente a estabilidade da emulsão óleo-água tornando assim, a mistura 

termodinamicamente mais estável (BACH et al., 2003). 

Estudos têm demonstrado a ação de EPSs produzidos por diversas 

bactérias gram-negativas utilizados como bioemulsificantes com potencial na 

degradação de hidrocarbonetos. Huang e colaboradores (2012) testaram a 

otimização da produção de EPS a partir de três estirpes isoladas de raizes 

Rhizobium miluonense (CC-B-L1), Burkholderia seminalis (CC-IDD2w) e 

Ensifer adhaerens (CC-GSB4) e, componentes de meio de cultura e o 

desempenho deste na emulsificação de óleo diesel. O estudo demonstrou que 

a produção de EPS pelas três estirpes foram de 212, 203 e 198 mg L-1

respectivamente, em meio de extrato de levedura manitol (YEM); sendo o 

índice de emulsificação (E24) respectitivamente de 66, 64 e 60%. Após 

modificar as condições de cultura, houve um aumento do desempenho das 

estirpes 22, 21 e 16,7% na produção de EPS e o E24 foi de 74, 71 e 65%, 

respectivamente. O E24 tem demostrado a importância dos bioemulsificantes na 

emulsificação deste compostos insolúveis de difícil degradação. Um exemplo 

disto, é o estudo da bactéria Pseudomonas aeruginosa (J4) capaz de produzir 

eficazmente ramnolipídeo de diversas fontes de carbono. A estirpe J4 pode 

degradar óleos vegetal, bem como óleos minerais (querosene e diesel) para 

produzir biossurfactante. Assim, o biossurfactante tem o potencial para ser 

aplicado na biorremediação de poluentes petrolíferos. Ramnolípideo produzido 

por P. aeruginosa (J4) tinha uma concentração micelar crítica de ca. 50 mg L-1
,

exibindo uma excelente atividade de emulsificação de diesel e querosene (E24 

= 70 e 78%, respectivamente) (WEI et al., 2005).  

Foi observado por Jain et al. (2012) que bioemulsificantes produzidos 

por Klebsiella sp. (RJ-03) emulsificaram óleos de semente de algodão, óleo de 

amendoim, óleo de jojoba e hidrocarbonetos como benzeno, tolueno, 

tetracloreto de carbono e diclorometano, revelando altos índices de E24 entre o 
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intervalo de 100% a 62%. Sendo que os compostos emulsificados 

demonstraram ser dissolvidos facilmente em água e formar uma solução clara 

em ampla faixa de pH (2-12), bem como uma emulsão estável. Alguns 

emulsificantes comerciais, particularmente aqueles com componentes de 

ácidos graxos, não produz uma solução clara e, portanto, há limitação em suas 

aplicações (GUTIERREZ et al., 2009). A presença de proteínas e diversos 

grupos funcionais presentes nos biossurfactantes fornecem hidrofobicidade 

tornando melhor a emulsificação dos hidrocarbonetos e óleos (GUTIERREZ et 

al., 2009; SUTHERLAND, 2001). 

2.6. Biossurfactantes e Biorremediação de Hidrocarbonetos e Óleos 

A extensa produção e utilização de hidrocarbonetos resultou em uma 

vasta contaminação ambiental por esses produtos químicos. Devido à sua 

toxicidade, há efeitos negativos persistentes sobre os organismos vivos. 

Portanto, os biossurfactantes são importantes para degradação destes 

compostos e consequentemente dos processos de autodepuração em locais 

poluídos. Os hidrocarbonetos e óleos, como os produtos químicos orgânicos 

hidrofóbicos, apresentam solubilidade limitada na água e tendem a dividir a 

matriz do solo. Esta partição pode ser contabilizada em torno de 90-95% ou 

mais da massa total de contaminantes. Como consequência, os contaminantes 

de hidrocarbonetos apresentam recuperação de moderada a fraca em 

tratamentos físico-químicos; a limitada biodisponibilidade aos microorganismos; 

e disponibilidade limitada de produtos químicos oxidantes e redutoras quando 

aplicado in situ e/ou ex situ. 

Um método promissor que pode melhorar a eficácia da biorremediação 

de ambientes contaminados por hidrocarbonetos e óleos é a utilização de 

biossurfactantes, que apresentam dois mecanismos para acelerar este 

processo. Um mecanismo é através do aumento da biodisponibilidade do 

substrato (hidrocarbonetos e óleos) para os microrganismos. Outro mecanismo, 

ocorre quando o biossurfactante envolve a superfície da célula, aumentando a 

hidrofobicidade da superfície, permitindo que os substratos hidrofóbicos se 

associaem mais facilmente com as células bacterianas (MULLIGAN e GIBBS, 

2004). Ao reduzir as tensões superficiais e interfaciais, os biossurfactantes 
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aumentam as áreas da superfície dos compostos insolúveis que conduzem a 

um aumento da mobilidade e biodisponibilidade dos compostos. Em 

consequência deste fato, os biossurfactantes indiretamente melhoram a 

biodegradação e consequentemente a remoção de hidrocarbonetos e óleos. A 

adição de biossurfactantes pode auxiliar no aumento da biodegradação de 

hidrocarbonetos e óleos por mobilização, solubilização ou emulsificação 

(NGUYEN et al., 2008; RAHMAN et al., 2003; URUM e PEKDEMIR, 2004; 

NEIVAS et al., 2008). 

O mecanismo de mobilização ocorre em concentrações abaixo da 

concentração micelar crítica (CMC) do biotensioativo. Nessas concentrações, 

os biossurfactantes reduzem a tensão superficial e interfacial entre os sistemas 

ar/água e solo/água. Devido à redução da força interfacial, o contato do 

biossurfactantes com os sistemas solo/óleo ou água/óleo, aumenta o ângulo de 

contato reduzindo a força capilar. Por sua vez, o processo de solubilização 

ocorre acima da CMC do biossurfactante, nessas concentrações as moléculas 

de biossurfactantes se associam formando micelas, aumentando drasticamente 

a solubilidade dos hidrocarbonetos e óleos. As extremidades hidrofóbicas das 

moléculas de biossurfactantes ligam-se em conjunto no interior da micela 

enquanto que as extremidades hidrófilas estão expostas à água no exterior. 

Consequentemente, o interior de uma micela cria um ambiente compatível para 

moléculas orgânicas hidrofóbicas. O processo de incorporação de tais 

moléculas em uma micela é conhecido como solubilização (URUM e 

PEKDEMIR, 2004). Emulsificação é um processo que forma um líquido, 

conhecido como emulsão, contendo gotículas muito pequenas de gordura ou 

óleo suspensas em um líquido, geralmente água. Os biossurfactantes de 

elevada massa molecular são agentes emulsionantes eficazes. Muitas vezes 

estas biomoléculas são aplicadas como aditivos para estimular o processo de 

biorremediação e remoção de substâncias como petróleo, hidrocarbonetos e 

óleos de ambientes contaminados (PACWA-PŁOCINICZAK ET AL., 2011)

A vantagem sobre o papel dos biossurfactantes com relação às 

interações entre os microrganismos e hidrocarbonetos e óleos é no conteúdo 

de modulação da hidrofobicidade da superfície celular. A alta hidrofobicidade 

celular não permite os microrganismos de contactar diretamente gotas de óleos 
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e hidrocarbonetos enquanto que, a baixa hidrofobicidade celular permite a 

adesão às micelas ou óleos emulsionados (FRANZETTI et al., 2010). A 

interação de microrganismos com hidrocarbonetos e óleos pode ocorrer por 

três mecanismos: acesso aos óleos solubilizados em água; contato direto das 

células com grandes gotas de óleo e contato com óleo pseudosolubilizado ou 

emulsionado. Durante as diferentes fases de crescimento dos microrganismos, 

os biossurfactantes podem alterar os modos de adesão aos óleos e 

hidrocarbonetos (FRANZETTI et al., 2010). Em estudo com Gordonia sp. (BS 

29) cultivadas em hidrocarbonetos, as células ligadas aos biotensoativos 

glicolipídicos e bioemulsificantes extracelulares e, durante a fase de 

crescimento em hexadecano apresentaram mudanças quanto a hidrofobicidade 

de superfície (FRANZETTI et al., 2009; FRANZETTI et al., 2010). 

O mecanismo de bioemulsificação de n-alcano por ramnolípideos de

Pseudomonas aeruginosa envolvendo a internalização de hidrocarbonetos na 

célula para a degradação subsequente. A ação do biotensioativo disperso em 

microgotículas do hexadecano aumenta a disponibilidade do hidrocarboneto 

para as células bacterianas (CAMEOTRA e SINGH, 2009). Os estudos de 

microscopia eletrônica indicam que ocorre a absorção das gotas de 

hidrocarbonetos revestidos pelos biossurfactantes. A internalização em micelas 

de gotículas de biossurfactante e hidrocarbonetos ou óleos ocorre por um 

mecanismo similar à pinocitose ativa. (CAMEOTRA e SINGH, 2009). No 

entanto, mesmo havendo muitos trabalhos de muitos grupos de pesquisadores 

explicando o papel dos biossurfactantes na degradação de substratos 

imiscíveis em água, a maioria dos processos, ainda não são claros.

2.7. Mecanismos de Biossorção  

O processo de biossorção envolve uma fase sólida (adsorvente ou 

biossorvente; material biológico) e uma fase líquida (solvente, normalmente 

água) contendo uma espécie dissolvida para ser sorvida (sorbato, íons 

metálicos). Devido à maior afinidade do adsorvente ao sorbato, maior é atração 

e, a remoção pode ocorrer por diferentes mecanismos. O processo continua 

até que o equilíbrio seja estabelecido entre a quantidade de sorbato imobilizado 

e a porção remanescente na solução. O grau de afinidade do adsorvente com o 
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sorbato determina a sua distribuição entre as fases líquida e sólida 

(NILANJANA e KARTHIKA, 2008). 

As principais vantagens da biossorção em relação aos métodos 

convencionais de tratamento incluem o baixo custo, alta eficiência, minimização 

da produção de lodo químico e biológico, regeneração do biossorvente e 

possibilidade recuperação de metais (KRATCHOVIL e VOLESKY, 1998). A 

utilização da biossorção apresenta algumas desvantagens como por exemplo: 

saturação rápida dos sítios de interação que os íons metálicos estão ocupando; 

a dessorção do metal é necessária antes e após a utilização; melhorar o 

potencial de processos biológicos (engenharia genética de células) é limitado 

porque as células não são metabolizadas; e não há possibilidade de alterar 

biologicamente o estado de valências dos metais (AHLUWALIA e GOYAL, 

2007). 

O mecanismo de biossorção de metais é um processo complicado. O 

estado da biomassa (vivas ou não vivas), os tipos de biomateriais, 

propriedades química da solução do metal, ambientes/condições ambientais, 

tais como pH, temperatura e outros fatores, influenciam o mecanismo de 

biossorção dos metais. A biossorção de metais por células vivas é mais 

corretamente demoninado como bioacumulação (KADUKOVÁ e VIRCÍKOVÁ, 

2005). No entanto, o termo biossorção têm sido adotado em diversos trabalhos 

em estudos da aplicação de células vivas no processo de remoção de metais 

pesados (DU et al., 2012; YUAN et al ., 2009; XIE et al., 2013). A biossorção de 

metais por microrganismos ocorre em duas etapas: na biossorção passiva, a 

ligação é imediata dos íons metálicos aos sítios de ligações presentes na 

células; e a biossoção ativa ocorre lentamente, depedente do metabolismo da 

célula (apenas em células vivas). Na primeira etapa a biossorção é passiva, 

independente do metabolismo, este tipo de biossorção ocorre rapidamente por 

qualquer ou por combinações de mecanismos de ligação aos metais: 

complexação, troca iônica, adsorção física (por exemplo, electrostática) ou 

microprecipitação inorgânica. A biossorção passiva é um equilíbrio dinâmico de 

sistemas reversíveis adsorção-dessorção. Íons metálicos ligados na superfície 

pode ser eluídos por outros íons, agentes quelantes ou ácidos. 
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Na biossorção passiva, os íons metálicos são adsorvidos na superfície 

das células através da interações entre os metais e os grupos funcionais 

exibidos na superfície das células. Todos os íons metálicos antes de ganhar 

acesso à membrana celular e ao citoplasma da célula se deparam com a 

parede celular. A parede celular é constituída por uma variedade de 

polissacarídeos e proteínas e, consequentemente, oferece numerosos sítios 

ativos capazes de se ligarem aos íons de metais (MOHAMAD et al., 2012; 

RAAMAN et al., 2012, XIE et al., 2013). Diferenças na composição da parede 

celular entre os diferentes grupos de microrganismos, como exemplo, algas, 

bactérias, cianobactérias, fungos e outros, podem causar diferenças 

significativas no tipo e quantidade de íons metálicos que se ligam aos 

grupamentos químicos presentes nestas estruturas. As paredes celulares de 

bactérias são principalmente compostas por peptidoglicanos, que são 

constituídos por cadeias lineares de dissacarídeos (N-acetilglicosamina e ácido 

N-acetilmurâmico unidos por �-(1,4) com cadeias peptídicas). Em E. coli (K12), 

o peptidoglicano encontrado para ser um potente aglutinante de metais 

testados e grupos carboxilato foram os principais componentes envolvidos em 

ligações com metais (HOYLE e BEVERIDGE, 1983). A biossorção do metal por 

células não-vivas é principalmente de modo passivo (WANG et al., 2000; 

VOLESKY, 1990). A passiva é uma adsorção física ou de permuta iônica na 

superfície celular, atingindo o equilíbrio de adsorção dentro de 30-40 minutos. 

Portanto, o modo passivo é independente de gasto de energia, principalmente 

por meio de grupos funcionais químicos do material, compreendendo, 

particularmente, a parede celular. (GOYAL et al., 2003). A segunda etapa, que 

ocorre apenas em células vivas é a bioacumulação ou biossorção ativa, em 

que os íons de metais penetram a membrana celular e entram no interior das 

células, é dependente do metabolismo relacionado ao transporte e deposição 

de íons metálicos (NILANJANA e KARTHIKA, 2008).  

2.8.  Fatores que Afetam a Biossorção 

Os principais fatores que afetam processos de biossorção são (i) a 

concentração inicial de íons metálicos; (ii) temperatura; (iii) o pH, e (iv) 

concentração da biomassa em solução. O processo de biossorção não é 
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influenciado pela temperatura na faixa de 20° - 35°C (AKSU et al., 1992). No 

entanto, o pH parece ser o parâmetro mais importante no processo de 

biossorção, afetando a química da solução de metais, a atividade dos grupos 

funcionais e a competição da biomassa pelos íons metálicos (FRIIS e KEITH 

1998). A concentração de biomassa na solução parece influenciar a adsorção 

específica; para valores mais baixos de concentração de biomassa 

demonstram interferência entre os sítios de ligação. Fourest e Roux (1992) 

invalidaram a hipótese de atribuir a responsabilidade da adsorção específica 

diminuir devido à falta de concentração do metal na solução. Assim, este fator 

tem de ser levado em consideração em qualquer aplicação da biomassa 

microbiana como biossorvente. 

2.9. Modelos de Equilíbrio de Biossorção 

Processos de equilíbrio de biossorção geralmente são realizados em 

Erlenmeyers com agitação em laboratórios. O processo de adsorção entre as 

fases sólida e líquida é um processo mais complexo do que a adsorção de 

gases. A extensão da biossorção depende da interação entre o biossorvente e 

cada um dos constituintes da solução. Uma série de modelos matemáticos 

(lineares e não-lineares) estão disponíveis na literatura que descrevem as 

isotermas de biossorção. A maioria amplamente utilizada descreve os modelos 

matemáticos isotérmicos de sorção (MICHALAK et al., 2013). Há diversos 

modelos matemáticos que descrevem diferentes curvas que representam as 

dependências das relações das concentrações na entrada e na saída a partir 

do momento do processo de biossorção. 

Os testes preliminares de adsorção para sistemas sólido-líquido 

baseiam-se em dois tipos de investigações: a) testes de sorção de equilíbrio 

em lote e b) estudos de dinâmica de sorção de fluxo contínuo. O equilíbrio do 

processo de biossorção é frequentemente descrito pela montagem dos pontos 

experimentais, dados por diversos modelos, geralmente, usados para a 

representação do equilíbrio de adsorção isotérmica. Dois destes modelos de 

equilíbrio de adsorção isotérmica são amplamente aceitos e linearizados para 

sistemas com soluto único, que são as equações de Freundlich (1906) e 

Langmuir (1916).  
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Langmuir 
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Onde qe é a concentração em equilíbrio do metal adsorvido na biomassa (mg 

do metal g−1 de massa seca do biossorvente); Ceq é a concentração em 

equilíbrio do metal residual na solução (mg L−1); KL é a constante relacionada a 

energia de adsorção (mg L-1) e qmax corresponde a quantidade máxima do 

metal que pode ser adsorvida pelo biossorvente. Neste ponto, todos os sítios 

ativos estão ocupados pelos íons e o biossorvente não pode adsorver mais 

nenhum íon metálico mesmo aumentando a concentração da solução metálica. 

Por outro lado, o KL é o coeficiente de dissociação do complexo soluto-

adsorvente, representando a afinidade entre o soluto e o adsorvente, o que 

significa que um maior valor de KL corresponde a uma maior afinidade, entre o 

biossorvente e os íons metálicos. Este é um modelo teórico para o tipo de 

adsorção em monocamada. 

O outro modelo caracteriza-se por ser uma equação empírica que não 

está limitado a uma capacidade finita de adsorção como o modelo de 

Langmuir. Portanto, é aplicável para concentrações baixas e médias de 

solutos. 

Freudlich 
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Onde KF é uma constante relacionada à capacidade de adsorção e 1/n está 

relacionada a intensidades de adsorção.   

Estes modelos podem ser aplicados em um determinado pH e utilizado 

para a modelagem do equilíbrio de biossorção na presença de um metal. 

Recentemente, alguns biossorventes surgiram como materiais sustentáveis, 

eficazes e de baixo custo. Estes incluem alguns biossorventes, tais como 

resíduos agrícolas (bagaço de cana, palha de arroz e outro), fungos, algas, 

bactérias e leveduras (KRATCHOVIL e VOLESKY, 1998; LODI, 1998). Estudos 

usando biossorventes têm demonstrado que tanto células microbianas vivas e 

mortas adsorvem íons metálicos e oferecem potencial alternativa aos 

adsorventes convencionais (KNORR, 1991). No entanto, as células vivas estão 

Equação 1 

Equação 2 
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sujeitas aos efeitos tóxicos dos metais pesados, resultando em morte celular. 

Além disso, as células vivas necessitam frequentemente da adição de 

nutrientes. Por estas razões, o uso de biomassa não viva e células mortas 

como biossorventes de metais apresentam vantagens na remoção de íons 

metálicos. Além disso, as células mortas requerem menores cuidados e 

manutenção e são baratas (MOFA, 1995). Adicionalmente, a biomassa morta 

poderia ser facilmente regenerada e reutilizada. 

2.10.  Bactérias como Biossorventes 

Muitas pesquisas têm identificado uma série de espécies bacterianas 

potencialmente capazes de acumular metais em meio aquoso. Entre as 

bactérias, Bacillus sp. tem sido identificada com um elevado potencial de 

sequestrar íons metálicos e tem sido utilizada na preparação de biossorvente 

comercial, há algumas décadas (BRIERLEY et al., 1986). Muitos trabalhos 

recentes têm relatado sobre a biossorção de metais usando Pseudomonas

spp., Streptomyces sp., Mesorhizobium amorphae, Rhizobium leguminosarum

(DU et al., 2012; MOHAMAD et al., 2012; RAAMAN et al., 2012; XIE et al., 

2013; YUAN et al 2009). A aplicação de bactérias para a recuperação de 

metais pesados a partir de ambientes aquosos foi realizada por Seki et al. 

(1998), que estudaram a biossorção de íons Cd2+ e Pb2+ por Rhodobacter 

sphaeroides e Alcaligenes eutrophus H16. Ilhan et al. (2004) relataram a 

remoção de íons residuais de Cr6+, Pb2+ e Cu2+ em águas industriais por 

Staphylococcus saprophyticus; os valores ótimos de pH para adsorção de Cr6+, 

Pb2+ e Cu2+ foram 2,0; 4,5 e 3,5; respectivamente. Pantoea sp.(TEM 18) uma 

espécie de bactéria gram-negativa, foi isolada a partir do tratamento de águas 

residuais de uma indústria petroquímica, juntamente com outros 

microrganismos que exibiram maior tolerância ao Cu2+. Os isolados de Pantoea

sp (TEM18) foram testados no processo de biossorção de Cr6+, Cd2+ e Cu2+

pela biomassa bacteriana, além do efeito dos fatores ambientais (pH, 

concentração do metal, tempo, etc) (OZDEMIR et al., 2004). 

As paredes celulares de bactérias gram-negativas são um pouco mais 

finas do que as da bactérias gram-positivas e também, não são fortemente 

reticuladas. Elas têm uma membrana exterior, que é composta por uma 
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camada externa de lipopolissacarídeo (LPS), fosfolípideos e proteínas 

(REMACLE, 1990). A capacidades de biossorção de bactérias gram-positivas e 

gram-negativas na remoção de Cd2+ apresenta diferenças. As glicoproteínas 

presentes no lado exterior das paredes celulares de bactérias gram-positivas 

sugere um maior potencial dos sítios de ligação para o Cd2+ do que os 

fosfolípideos e LPS. Portanto, a diferença observada na capacidade de 

biossorção de bactérias gram-positivas ser maior que bactérias gram-negativas 

está relacionada ao fato das primeiras apresentaresm uma camada mais 

espessa de glicoproteínas (GOURDON et al., 1990). 

Outro processo que pode influenciar na capacidade de biossorção de 

íons metálicos por ação das bactérias é a precipitação de minerais biogênicos 

por oxidação bacteriana, tais como sílica, óxidos de ferro (FORTIN e 

LANGLEY, 2005) e óxido de manganês (TEBO et al., 1997; 2004). A adsorção 

de íons metálicos em óxido de Mn biogênico produzido por Brachybacterium

sp. tem sido relatada (WANG et al., 2009). Óxidos de Mn biogênicos 

localizados nas superfícies celulares são capazes de oxidar uma variedade de 

compostos orgânicos e inorgânicos, tais como substâncias húmicas , Cr (III), 

Fe (II) e As (III) e remover muitos metais pesados, tais como Cu (II), Co (II), Cd 

(VI), Zn (II), Ni (II) e Pb (II) (FRANCIS e TEBO, 2001; CROAL et al., 2004; 

KLEWICKI e MORGAN, 1999). Devido à maior a área de superfície e a energia 

de ligação mais elevada por unidade de área, óxidos de Mn biogênicos têm 

uma maior capacidade para adsorção de cátions metálicos (NELSON et al., 

2002).  
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CAPÍTULO - 2 Efeito do íon cobre (bivalente) e cromo (hexavalente) na 
produção de exopolissacarídeos e células de rizóbios 

RESUMO 

A presença de elevados níveis de metais pesados tanto no solo como 

na água tem afetado a biodiversidade presente nestas áreas contaminadas, 

sendo as comunidades microbianas uma das mais afetadas. A toxicidade 

provocada pelos íons metálicos pode influenciar de diferentes maneiras as 

células bacterianas, até mesmo em comunidades microbianas estratificadas, 

na forma de biofilme. Muito estudo envolvendo a investigação sobre 

concentração mínima inibitória (CMI) e dose letal (DL50), mas raros são os 

estudos da ação de metais pesados na produção de exopolissacarídeos (EPS). 

Diante disto, este trabalho estudou a ação dos íons Cu2+ e Cr6+ no crescimento 

celular e produção de EPS de quatro isolados de rizóbios. Estes isolados foram 

sequenciados e identificados em nível de espécie. Os dados produzidos neste 

trabalho, identificaram os isolados como sendo Rhizobium sp. (SEMIA 4064); 

Sinorhizobium meliloti (LMG 6125); Sinorhizobium arboris (LMG 11892) e 

Rhizobium tropici (JAB6). Com relação aos resultados da análise de CMI, os 

isolados SEMIA 4064, LMG 11892 e JAB6 apresentaram crescimento celular 

na concentração 2,4 mM do íon cobre e o isolado LMG 6125 a 1,6mM. O 

ensaio de CMI contendo cromo demonstrou que os isolados LMG 6125; LMG 

11982 e JAB6 apresentaram colônias bacterianas na concentração de 0,5 mM 

de íons Cr6+, já SEMIA 4064 só conseguiu se desenvolver na concentração de 

0,1 mM deste metal. Os testes de produção de células demonstraram que em 

meios contendo os íons metálicos (Cu2+ e Cr6+) solução de um único metal ou 

em mistura, o crescimento celular nestes meios, para todos os isolados, foram 

em média 10% (biomassa seca) do apresentado no meio controle. Isto é, 

apesar de demonstrar crescimento celular, houve uma redução de 90% de 

biomassa quando o meio de cultura continha os íons de metais pesados. A 

produção de EPS não foi inibida, para os isolados LMG 6125, LMG 11892 e 

JAB6, em meio (PSY) contendo 0,05 mM de cromo. Já o cobre inibiu a 

produção de EPS de todos os isolados. 
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Palavras-chaves: toxicidade, biomassa, metal pesado, biopolímero, bactérias 

nodulantes  
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CHAPTER 2 - Action of copper (bivalent) and chromium (hexavalent) 

under production exopolysaccharides and cells rhizobia 

ABSTRACT 

The presence of high levels of heavy metals in the soil e water affects 

biodiversity of contaminated areas. The microbial communities being the most 

affected. Toxic levels have influenced in different ways on the bacterial cells 

and even biofilms laminated with microbial communities. There is much 

research on the study of minimal inhibitory concentration (MIC), lethal dose 

(LD50), but few studies of the action of heavy metals in the production of 

exopolysaccharides (EPS). Thus, this work studied the action of Cu2+ and Cr6+

on cell growth and EPS production of four strains of rhizobia. These isolates 

were sequenced and identified to the species level. The data produced in this 

study, isolates identified as Rhizobium sp. (SEMIA 4064); Sinorhizobium meliloti

(LMG 6125); Sinorhizobium arboris (LMG 11892) and R. tropici (JAB6). The 

results of the analysis of MIC, the SEMIA 4064, LMG 11892 and JAB6 isolates 

showed cell growth at a concentration of 2.4 mM copper ion and isolated LMG 

6125 to 1.6 mM. The MIC assay containing chromium showed that isolates 

LMG 6125, LMG 11982 and JAB6 revealed bacterial colonies at a concentration 

of 0.5 mM Cr6+ ions, 4064 SEMIA only managed to grow at a concentration of 

0.1 mM of the metal. Production tests of cells showed that media containing 

metal ions (Cu2+ and Cr6+) solution of a single metal or mixed cell growth in 

these medium, for all isolates, was on average 10 % (dry mass) of the 

presented in control medium. This is despite the demonstrated cell growth was 

reduced by 90% when the biomass culture medium containing heavy metal. 

The EPS production was not inhibited for isolates LMG 6125, LMG 11892 and 

JAB6 in medium (PSY) containing 0.05 mM of chromium. The copper inhibited 

the production of EPS of all isolates. 

Keywords : toxicity, biomass, heavy metal, exopolysaccharides, nodulating 

bacteria
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1-INTRODUÇÃO 

Os despejos de fontes antropogênicas contêm vários íons metálicos em 

elevadas concentrações. Cromo hexavelente e trivalente estão presentes em 

águas residuárias de curtumes, pois uma das aplicações deste metal é durante 

o beneficiamento do couro. O cobre bivalente está presente como fonte 

residual em inúmeros setores da agro-indústria mas a maior fonte poluidora é 

através da aplicação de insumos agrícolas. O lançamento de efluentes no 

corpo receptor hoje, deve cumprir padrões de lançamentos previstos pela 

Resolução CONAMA 357/2005. Todo efluente produzido deve ser tratado antes 

de lançado, atendendo a qualidade do rio, que será destinado. No entanto, 

devido aos lançamentos de fontes difusas, lançamentos clandestinos, falhas no 

processo de tratamento de águas residuárias e uma ineficiente fiscalização, 

muitos íons metálicos como também outros tipos de poluentes têm causado 

ínumeros danos ao meio ambiente. 

Dentre os diversos danos causados pelos poluentes inorgânicos e 

orgânicos, a ação destes compostos sobre a microbióta é de suma relevância, 

por estes organismos serem a base para diversos nichos ecológicos. A 

toxicidade dos metais pesados à inúmeros isolados de bactérias tem sido 

extensivamente estudada. Diferentes abordagens têm sido usadas para 

estudar a toxicidade dos metais às bactérias, quer como isolados (BABICH e 

STOTZKY, 1977; KEELING e CATER, 1998; MADHAIYAN et al., 2007; 

TANGAROMSUK et al, 2002; TOES et al., 2008) ou culturas mistas (SAEKI et 

al., 2002; ZHANG et al., 2003), em solução, ou em comunidades no solo, na 

água (OLIVEIRA e PAMPULHA , 2006; RAJAPAKSHA et al, 2004). Para isso, 

diferentes meios de cultura bacteriológica, com uma ampla gama de 

concentrações de metais foram relatados quanto a tolerância de bactérias de 

diversos ambientes contaminados por metais pesados (AMOROSO et al., 

2002; CHEN et al., 2006; DUXBURY e BICKNELL, 1983; EL-AZIZ et al., 1991; 

KIM et al., 2007; MALIK e JAISWAL, 2000; MARTENSSON e TORSTENSSON, 

1996; MOHAMAD et al., 2012; PIOTROWSKA-SEGET et al, 2005; RENELLA 

et al., 2003; ROANE e PEPPER, 2000; SPROCATI et al., 2006; XIE et al., 

2013; YILMAZ, 2003). O crescimento, em seguida, era determinado por 
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diferentes parâmetros, tais como turbidez, biomassa e atividade de enzimas 

para determinar a sensibilidade por diferentes critérios, como, EC50 

(Concentração efetiva), MIC (Concentração Mínima Inibitória), DL50 (Dose 

Letal), etc (CLAUSEN, 2000; HASSEN et al., 1998.; SAEKI et al., 2002).  

Outro aspecto é o efeito dos íons metálicos sobre a produção de EPS, 

que são produtos metabólicos que se acumulam sobre a superfície das células 

microbianas, fazendo com que as células se agreguem e proporcionando 

proteção por reduzir a exposição química, a estabilização da membrana as 

variações do ambiente externo, e servindo de fonte de carbono e energia em 

períodos de escassez (SLAVEYKOVA et al., 2010). Este mecanismo de 

proteção foi observada em comparações de células bacterianas embutidas em 

uma matriz de EPS e células desprovidas das mesmas. Tolerância celular 

parcialmente é devido à ligação e/ou reação dos componentes do EPS com os 

íons de metais pesados (HENRIQUES e LOVE, 2007). Os EPSs são matrizes 

de tipo gel formadas por polímeros heterogêneos, compostos por 

monossacarídeos. Os íons de metais pesados são incorporado por meio de 

interações eletrostáticas e hidrofóbicas. Alguns trabalhos têm relatado que 

microrganismos estudados secretam EPS como forma de proteção às células 

ou a uma complexa estrutura microbiana, contra a toxicidade provocada pelas 

altas concentrações de metais pesados em ambientes contaminados (CUI e 

ZHANG 2012; JITTAWUTTIPOKA et al., 2013). No entanto, são raros os 

trabalhos estudando o efeito de concentrações elevadas dos íons metálicos na 

produção dos biopolímeros produzidos pelos microrganismos e mais 

especificamente as rizobactérias. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi 

estudar a CMI dos íons metálicos Cu2+ e Cr6+ e o efeito destes íons sobre a 

produção de exopolissacarídeos de quatro isolados de rizóbios. O 

sequenciamento da região16S rDNA também foi investigados para a 

identificação dos isolados. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS   

O trabalho foi executado no Laboratório de Bioquímica de 

Microrganismos e Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) da UNESP de 
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Jaboticabal. As técnicas utilizadas neste trabalho não oferecem risco para o 

meio ambiente e saúde humana, encaixando-se nos padrões de biossegurança 

(NB-1).  

2.1.  Isolados utilizados 

Quatro isolados pertencentes à ordem Rhizobiales que apresentaram 

produção de EPS, em análises prévias, foram utilizados neste trabalho. Dentre 

estes três já classificados em nível de espécie, foram obtidos do Laboratorium 

voor Microbiologie – Universiteit Gent (Bélgica), LMG 6125 (Mesorhizobium loti) 

e LMG 11892 (Mesorhizobium plurifarium) e um isolado obtido junto a 

Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária (FEPAGRO), Rio Grande da 

Sul, (Brasil) SEMIA 4064 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli). Exceto o 

isolado identificado como JAB6, que foi indentificado em nível de gênero, neste 

trabalho. Atualmente todos os isolados fazem parte da coleção de culturas do 

Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e Plantas (LBMP) do 

Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 

(FCAV) da UNESP de Jaboticabal.  

2.2.  Condições e meios de cultivo 

Os isolados foram cultivados em meio líquido TY (5,0 g triptona, 3,0 g 

extrato de levedura; 0,46 g CaCl2 por litro) à 28ºC, com agitação de 150 rpm, 

durante 48 horas (BERINGER, 1974). Foi retirada uma alíquota de 800,0 μL 

deste meio de cultivo, e adicionada em 200,0 μL de glicerol. Em seguida, foi 

congelada rapidamente com nitrogênio líquido e estocada a -80oC, sendo este 

o estoque definitivo. Além desse estoque, as bactérias também foram mantidas 

a 4°C em tubos contendo meio TY sólido, sendo este o estoque de trabalho. 

2.3. Identificação dos Isolados  

2.3.1. Extração de DNA genômico 

A extração do DNA genômico das bactérias foi realizada segundo o 

método modificado de MARMUR (1961). Este método foi adotado neste 
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trabalho devido ter sofrido adaptações para micro tubo tipo “eppendorf”. As 

células foram cultivadas em meio líquido TY à 28ºC, com agitação de 150 rpm 

por 32 h, a suspensão celular foi centrifugada a 12.000 × g durante 30 min a 

4°C, descartando o sobrenadante. O sedimento foi lavado duas vezes com 

1000 µL de solução salina (NaCl 0,85%) para remoção de polissacarídeos 

extracelulares e possíveis resíduos do meio de cultivo. O pellet foi 

ressuspendido em 400 µL de solução salina (NaCl 0,85%). Em seguida foram 

adicionados 40 µL de lisozima (20 mg mL-1), 10 µL de RNAse (10 mg mL-1) e 

88 µL de SDS 10%, para lise da parede celular e da membrana plasmática e a 

degradação de RNA. Após, 158 µL de acetato de sódio 3 M foi adicionado, 

seguido pela extração com 650 µL da mistura de 24:1 de clorofórmio e álcool 

isoamílico. A precipitação do DNA ocorreu adicionando-se posteriormente dois 

volumes de etanol absoluto (4°C) às amostras. As amostras foram 

centrifugadas a 15.600 x g por 30 min. a 4°C, e em seguida lavadas com 1000 

µL etanol 70%. O DNA obtido foi seco em temperatura ambiente e dissolvido 

em 200 µL de água ultra-pura estéril por filtração e por autoclavagem (121ºC 

por 15 min). 

2.3.2. Técnicas de manipulaçäo do DNA  

2.3.2.1.Quantificação em NanoDrop e eletroforese de DNA 

O DNA genômico e o fragmento de DNA de interesse devidamente 

cortado com as enzimas adequadas foram quantificados tanto através de 

visualização após eletroforese em gel de agarose, bem como pelo auxílio do 

aparelho NanoDrop ND-1000 (Uniscience). As soluções trabalho de DNA foram 

diluídas para a concentração final de 50 ng de DNA genômico. Os estoques de 

DNA permaneceram a -20°C. Para eletroforese foram utilizados géis de 

agarose (0,7 a 1%) acrescidos em brometo de etídio (0,5 μg mL-1). A 

eletroforese do DNA genômico foi realizada em uma cuba horizontal modelo 

HORIZON 11-14 contendo tampão TEB 1x [Tris 89 mM, Ácido Bórico 89 mM e 

EDTA 2,5 mM, pH 8,3]. As amostras foram diluídas em Fsuds (Tris-HCl 65 

mmol L-1 pH 8,0; EDTA 1,75 mmol L-1, Ficoll® 10%, SDS 1%, azul de 
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bromofenol 0,02%) e foram aplicadas no gel. A voltagem e o tempo de corrida 

variaram conforme a amostra que foi analisada ou purificada. 

O marcador de tamanho molecular utilizado para servir como referência 

de migração eletroforética para cálculo dos tamanhos dos fragmentos foi o 1 kb 

DNA “Ladder” (Fermentas). A revelação do gel foi realizada sob luz UV e a 

imagem foi documentada em um aparelho foto-documentador (Bio Rad – Gel 

Doc 1000), através do “software” Quantity OneR (Bio RadTM, Hercules, CA, 

USA).

2.3.2.2. Reação de 16S rRNA dos isolados  

Os DNAs genômicos extraídos dos isolado descritos no item 2.1. tiveram 

os fragmentos da região 16S rRNA amplificados, por técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) para a identificação do gênero a que pertencem. 

A reação de amplificação foi realizada para o volume final de 20,0 �L, contendo 

2,0 �L do Tampão 10X; 0,6 �L de MgCl2 50 mM; 0,4 �L de 

Desoxirribonucleotídeos Trifosfatos (dNTPs) 10 mM; 0,5 �L da enzima Taq 

Polimerase; 1,0 �L de cada primer universal PA e PC5B a 5 pmol �L-1, 5.0 �L 

de DNA de cada isolado a 10,0 ng �L-1 e 9,5 �L de água Milli-Q ultra pura 

filtrada e autoclavada. O programa do termociclador modelo PTC-100™ 

Programmable Thermal Controller (MJ Research, Inc.) contem 7 ciclos, sendo o 

primeiro na temperatura de 94ºC por 5 minutos, o segundo na temperatura de 

94ºC por 30 segundos, o terceiro na temperatura de 56ºC por 40 segundos, o 

quarto na temperatura de 72ºC por 1 minuto e 30 segundos repetindo os ciclos 

de 2 ao 4 por 35 vezes, o quinto ciclo na temperatura de 72ºC por 7 minutos e 

o sexto ciclo na temperatura de 4ºC por 24 horas. As amostras foram 

analisadas por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v), contendo brometo 

de etídio e tampão de corrida TEB 1X em voltagem constante de 90 V por 1 

hora e 30 minutos. O produto de PCR foi purificado utilizando-se do Kit 

GENECLEANR (Bio 101).  

As reações de sequenciamento foram realizadas em microplacas, 

utilizando cada primer de forma independente com 80 ng de DNA, 1,0 �L de 

dye (DYEnamic ET, Amerscham Bioscienses), Tampão 2,5X (400 mM Tris-HCl, 

pH 9,0; 10 mM MgCl2), 1,0 �L dos primers PA e PC5B (5 pmoles) e 1,0 �L dos 
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primers internos (3 pmoles): 362f (região 339-362) (5’-

CTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3’), 786f (região 746-786) 

(5’AAGCGTGGGGAGCAAACAGG-3’) e (1203f região 1179-1203) 

(5’AGGTGGGGATGACGTCA-3’). Para os primers internos, foi utilizado o 

seguinte programa: desnaturação a 95°C por 2 min; seguido de 30 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 10 segundos, pareamento a 50°C por 4 segundos, 

extensão a 60°C por 4 minutos e, manutenção a 4°C (MENNA et al., 2006). 

2.3.2.3 Sequenciamento dos produtos da PCR utilizando o equipamento 

capilar ABI 3700 

Após a reação, as amostras foram preparadas para o sequenciamento 

do produto de PCR em microplaca. Foram adicionados 80 µL de isopropanol 

75%, sendo as mesmas agitadas levemente. Posteriormente, as amostras 

permaneceram por 15 minutos em temperatura ambiente e foram centrifugadas 

a 3.220 x g por 45 minutos a 20°C. Após a centrifugação, foi descartado o 

sobrenadante, e a placa foi deixada por 5 minutos em temperatura ambiente, 

invertida em papel absorvente. Foram adicionados 200 µL de etanol 70%, e a 

microplaca foi centrifugada a 3.220 x. g por 10 minutos, a 20°C. Após a 

centrifugação, foi descartado novamente o sobrenadante, e a placa foi invertida 

novamente sobre papel absorvente para uma breve centrifugação da placa 

(spin). As amostras foram secas em fluxo laminar por 30 minutos. 

2.3.2.4. Análise do sequenciamento e posição filogenética baseada no 

gene 16S rRNA 

Para se verificar a qualidade das sequências geradas, foi utilizado o 

programa “Sequecing Analysis 3.4”, gerando os eletroforogamas que foram 

submetidos a análise pelo programa “Phred/Phrap/Consed” (GORDON et al., 

1998). A seleção das sequências adequadas foi realizada utilizando os 

programas do pacote Phred/Phrap/Consed, o qual analisa a qualidade das 

sequências, visualizando graficamente, gerando arquivos no formato “fasta”, 

em que o nível de exigência foi de 200 bases com qualidade Prhed maior ou 

igual a 20 (EWING et al., 1998), auxiliado pelo programa “Contgen.pl”. 
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Preliminarmente, as sequências foram submetidas a consulta de 

similaridade de nucleotídeos, com sequências depositadas no banco de dados 

GenBank através do programa BLAST “Basic Local Alignment Search Tools” 

(ALTSCHUL et al.,1997), em uma “workstation” SUNBLADE 1000 (SUN 

Microsystems), pelo “site” do Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e 

Plantas (http://lbmp.fcav.unesp.br/blast). 

As sequências obtidas foram alinhadas e comparadas pelo programa 

“CLUSTALX V.4.0.” (LARKIN et al., 2007) com base no gene 16S rRNA. Alem 

disso, para esta comparação foi realizada a busca de sequências depositadas 

no GenBank, com o propósito de agrupar as bactérias nos respectivos gêneros. 

Para matriz de distância foi utilizando o método de construção da árvore 

neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987) e o algoritmo “Jukes-Cantor” (JUKES & 

CANTOR, 1969), respectivamente processado pelo programa de análise 

genética de evolução molecular MEGA versão 4.0 (TAMURA et al., 2007). 

2.4. Determinação da Concentração Mínima Inibitória (CMI)  

Visando conhecer a toxicidade dos metais cobre (Cu2+) e cromo (Cr6+) 

para os isolados de rizóbios foram realizados testes para verificar a 

concentração mínima inibitória destes metais. Para isto, foram preparadas 

soluções estoque de CuSO4.5H2O e K2Cr2O7 na concentração de 1,0 M. As 

soluções estoques foram preparadas com água deionizada e esterilizada em 

autoclave a 121°C e 1 atm, durante 15 min.Os isolados foram incubados em 50 

mL de meio líquido TY à 28 °C e 150 ×g até o platô da fase log. Alíquotas das 

culturas correspondentes a 10% (v/v) foram transferidas para os tubos de vidro 

sigmaware (Sigma CAT Nº 5916), contendo 5,0 mL do meio líquido TY 

adicionados dos metais pesados (Cu2+ e Cr6+), separadamente, em uma faixa 

de concentrações de 0,05 - 10,0 mM. Estas concentrações foram adotadas 

tendo como base dados da literatura (MOHAMAD et al., 2012; XIE et al., 2013). 

Após o cultivo dos isolados em meio líquido, alíquota de 100 µL foi transferida 

para placas de Petri contendo meio sólido TY com a respectiva concentração 

do metal. A CMI foi observada quando os isolados não conseguiram crescer 

em placas mesmo depois de 10 dias de incubação. 
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2.5. Efeito de Metais na produção de Biomassa e EPS

Os isolados foram cultivados em meio líquido PSY (CAMPANHARO, 

2006) acrescidos com diferentes concentrações e em misturas dos íons 

metálicos cobre (Cu2+) e cromo (Cr6+). As concentrações dos metais foram 

determinadas de acordo com os resultados obtidos no item 2.4. As condições 

de cultivos e composições de cada meio descritos para a execussão deste 

ensaio estão no item 2.5.1. Após o término do tempo de cultivo foram 

realizadas as avaliações da quantificação da biomassa celular, pH; produção e 

quantificação dos EPSs (item 2.5.2).  

2.5.1. Produção de exopolissacarídeos 

Cultura de 24 horas foi inoculada em frascos tipo “erlenmeyer”, com 

capacidade para 125,0 mL, contendo 50,0 mL de meio líquido PGY (1,4 g 

K2HPO4; 1,0 g KH2PO4; 0,2 g MgSO4.7H2O; 10,0 g glicerol; 3,0 g extrato de 

levedura por litro; pH 6,8) (CAMPANHARO, 2006) e, incubado em agitador 

orbital 150 rpm, 28°C por 24 horas, ou seja, até a obtenção de uma suspensão 

com leitura de densidade óptica (DO600) igual a 4,6. Alíquotas das culturas 

correspondentes a 10% (v/v) foram transferidas para frascos tipo “erlenmeyer” 

de 300,0 mL contendo 100,0 mL do meio líquido PSY (1,2 g K2HPO4; 0,8 g 

KH2PO4; 0,2 g MgSO4.7H2O; 30,0 g sacarose; 1,0 g extrato de levedura por 

litro; pH 6,8) (CAMPANHARO, 2006) e incubadas novamente pelo tempo 

determinado, a 150 rpm e uma temperatura de 28°C. Para este ensaio dos 

efeitos dos íons metálicos no crescimento celular e na produção de EPS, foram 

testados de acordo com as concentrações predefinidas pelo teste de CMI (item 

2.4). Os tratamentos deste ensaio foram: (i) meio PSY (controle); (ii) PSY + 

Cr6+ 0,05mM; (iii) PSY + Cu2+ 0,35mM; (iv) PSY + Cr6+ 0,7mM; (v) PSY + Cr6+

0,05mM + Cu2+ 0,35mM; (vi) PSY + Cr6+ 0,05mM + Cu2+ 0,7mM. Todos os 

quatro isolados foram cultivados nos respectivos meios em duplicata. Os 

cultivos foram em dois tempos: 72 e 144 horas. Após o término do tempo de 

cultivo, a cultura foi submetida à centrifugação (10.000 × g, a 4ºC, por 50 

minutos), separando as células do sobrenadante. O sobrenadante foi utilizado 
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para aferir o pH e, para a recuperação do EPS, conforme descrito no item 

2.5.2.. 

As células recuperadas (biomassa celular) foram ressuspendidas em 

solução salina (NaCl 0,85%), novamente centrifugadas (10.000 × g, a 4ºC, por 

15 minutos), e secas em estufa a 50ºC até obtermos massa constante, para 

que a biomassa celular fosse avaliada por gravimetria. Este ensaio 

experimental foi feito em duplicata. 

2.5.2. Obtenção de EPS produzido pelos isolados 

O sobrenadante coletado, conforme descrito anteriormente (item 2.5.1.) 

foi utilizado para a extração de EPS. O EPS foi precipitado adicionando-se 3 

volumes de álcool etílico 96% resfriado e recuperado utilizando um bastão de 

vidro. O EPS de cada amostra foi transferido para béquers com peso 

conhecido. O material foi seco em temperatura ambiente e a massa foi aferida 

até permanecer constante. O produto obtido seco foi conduzido a balança de 

precisão para a verificação da quantidade obtida de EPS. O volume do frasco 

foi anteriormente medido antes da precipitação do EPS, em seguida, foi 

realizada a conversão para g L–1 (grama de EPS por litro de meio de cultura). A 

eficiência relativa na produção de EPS foi avaliada pela relação entre o total 

de EPS e a biomassa celular.  

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Análise da sequência do gene 16S rRNA 

As análises do gene 16S rRNA foram realizadas para identificar o 

isolados JAB 6 que não havia sido identificado e confirmar as identificações 

dos isolados SEMIA4064, LMG6125 e LMG11892. As análises de 

sequeciamente dos 1500 pb da região 16S rRNA dos isolados LMG 6125 e 

LMG 11892, não apresentaram similaridades às espécies que foram 

anteriormente identificados Mesorhizobium loti e Mesorhizobium plurifarium

respectivamente, sequenciados por Lajudie et al. (1998). A análise da matriz de 

distância foi executada e o dendrograma obtido pela método neighbor-joining é 

mostrado na Figura 1.  
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Figura 1. Análise classificatória das sequências do gene 16S rRNA (aproximadamente 1.500 
bp) dos isolados: SEMIA 4064 (�), LMG 6125(�), LMG11892(�) e JAB6 (�). Para a 
análise foi utilizado o método Neighbor-joining, com a matriz de substituição de 
nucleotídeos Jukes-Cantor e bootstrap com 1.000 réplicas. São mostrados apenas os 
valores de bootstrap � 50%. A escala significa 0,1 de substitução de nucleotídeos por 
posição. A sequência do 16S rRNA de H. oregonensis (L04675.1) foi utilizado apenas 
como grupo externo.

A figura demonstra que os isolados LMG 6125 e LMG 11892 ocupam 

uma posição separada no dendrograma com outros isolados de 

Mesorhizobium. No entanto, nossas análises de sequenciamento determinaram 

que estes isolados apresentaram 99% de similaridades com o gênero 

Sinorhizobium.  
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No trabalho original em que LMG 6125 foi senquenciado os autores ao 

apresentar os resultados relatam que este isolado apresentou 99,3% de 

similaridade com outro isolado de M. loti (ATCC 33669), em contrapartida, 

também apresentou maior semelhança com M. ciceri, UPMCa7 (99,7% de 

similaridade) e relativamente perto de IAM 135M (M. loti), em um conjunto 

separadamente. Os autores relatam que níveis relativamente baixos de 

sequência de 16S rDNA similaridade (97,6-97,7 %), com tensão IAM 13588 

sugerem que a identidade do tipo de IAM é estirpe questionável (LAJUDIE et 

al., 1998). O isolados LMG 6125, sequenciado neste trabalho apresentou 99% 

similaridades com Sinorhizobim meliloti comparando-o com o isolados 

EU399709.1, com bootstrap de 94%. A similaridade do isolado LMG 11892 foi 

de 99% entre as sequências com de S. arbori (AM181738.1) e S. sp 

(Z78204.1), e bootstrap de 84%. SEMIA 4064 apresentou similaridade com o 

isolado FJ025130.1 (Rhizobium sp.) e JAB6 com o isolado AM179833.1 (R. 

tropici) com 99% de similaridades para ambos e 94 e 97% de bootstrap 

respectivamente. Os valores de bootstrap demonstra que estes agrupamentos 

são estatisticamente significativos. Apesar das análises presentes neste estudo 

demonstrarem que os isolados LMG 6125 e LMG 11892 pertencerem à 

gêneros e espécies diferente que o determinado em o descrito no primeiro 

sequenciamento destes isolados, mais estudos são necessários. 

3.2.  Determinação da Concentração Mínima Inibitória (CMI)  

Os resultados demonstraram que os isolados de rizóbio apresentam 

graus distintos de sensibilidade, quando cultivados em meio TY em diferentes 

concentrações de cobre e cromo (Tabela 1 e 2). Os isolados SEMIA 4064, 

LMG 11892 e JAB6 apresentaram crescimento celular até da concentração de 

2,4 mM de Cu2+, já o isolado LMG6125 demonstrou ser sensível à esta 

concentração, crescendo até da concentração de 1,6 mM de Cu2+. O mesmo 

foi observado por Mohamad et al. (2012), em isolado de M. amorphae 

(CCNWGS0123) que apresentou crescimento celular em meio TY 

suplementado com 2,2 mM de Cu2+, mostrando elevada resistência ao metal.  
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Tabela 1 – Efeito das diferentes concentrações de Cu2+

na toxicidade de células de rizóbios. 

( + ) presença de colônias de células bacterianas 
( - ) ausência de colônias de céluas bacterianas 

Quando o meio TY foi suplementado com Cr6+ os isolados mostraram 

maior sensibilidade a este metal. Os isolados LMG 6125, LMG 11892 e JAB6 

apresentaram crescimento celular até a concentração de 0,5 mM de Cr6+, no 

entanto, o isolado SEMIA 4064 demonstrou elevada sensibilidade ao cromo 

apresentando crescimento celular até de 0,1 mM de Cr6+. O isolado de M.

amorphae (CCNWGS0123) estudado por Xie et al. (2013) apresenta maior 

resistência as concentrações de cromo hexavalente, demonstrando 

crescimento na concentração de 1,6 mM de Cr6+. Contudo, os autores 

utilizaram um microrganismo que apresenta um gene chrA que é exportador do 

cromo presente no interior da célula. Esta característica é um fator que 

determina resistência, indicando a elevada capacidade da bactéria ao cromo. 

Rathnayake et al. (2013) questionam estudo de CMI como forma de 

avaliar os níveis de íons metálicos na toxicidade dos microrganismos. Estes 

pesquisadores alegam que os meios de cultura bacteriológica que foram 

usados continham componentes orgânicos indefinidos, tais como caldo 

nutriente, peptona, triptona, extrato de levedura e extrato de carne. Outra 

questão que os autores levantam são as elevadas quantidades de carbono 

(glicose, gluconato, manitol, etc). O uso dos meios de cultura acima 

mencionados, em testes de CMI, DL50 e outros, resultam em altos níveis de 

tolerância aos íons metálicos pelas bactérias (MEGHARAJ et al., 2003). As 

condições presentes nos meios de cultura não refletem a real condição que os 

microrgansimo estão expostos em ambientes contaminados.  

Concentração 
de Cobre

Isolados

4064 6125 11892 JAB6

0,7 mM + + + +

1,6 mM + + + +

2,4 mM + - + +

5,0 mM - - - -

10,0 mM - - - -
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Tabela 2 – Efeito das diferentes concentrações de Cr6+ na 
toxicidade de células de rizóbios. 

( + ) presença de colônias de células bacterianas 
( - ) ausência de colônias de céluas bacterianas 

Um outro importante componente do meio de cultura são os tampões de 

pH. Em meios de cultura, tampões de pH estão presentes em maiores 

concentrações do que os outros componentes do meio. O fosfato é o tampão 

mais comum usado em meios microbiológicos. A adição de fosfato em meio de 

cultura contendo metais pesados pode causar a precipitação dos íons 

metálicos, como fosfatos insolúveis, reduzindo assim a biodisponibilidade e 

toxicidade (RATHNAYAKE et al., 2013). 

3.3. Efeito de Metais na produção de Biomassa e EPS 

Os isolados de rizóbios apresentaram comportamentos distintos quando 

em meio PSY acrescidos dos íons metálicos Cu2+ e Cr6+, em várias 

concentrações e em mistura (Tabela 3). O isolado SEMIA 4064 apresentou 

crescimento celular em todos os meios contendo os íons metálicos mas, a 

quantidade de células presentes nestes meios são equivalentes a 10% do total 

das células em meio PSY sem a presença dos íons metálicos (Figura 2). A 

quantidade de células (massa seca) transferida do pré-inóculo para os meios 

referentes aos tratamentos deste ensaio foi 0,11g L-1, com isso demonstramos 

que houve um pequeno aumento no número de células. A produção de EPS só 

foi identificada no meio PSY com cromo 0,05mM mais cobre 0,35 mM, em 6 

Concentração

de Cromo

Isolados

4064 6125 11892 JAB6

0,05 mM + + + +

0,1 mM + + + +

0,2 mM - + + +

0,3 mM - + + +

0,4 mM - + + +

0,5 mM - + + +

0,6 mM - - - -

0,7 mM - - - -

1,6 mM - - - -

2,4 mM - - - -

5,0 mM - - - -

10,0 mM - - - -
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dias de incubação (Tabela 3). Apesar da produção de EPS ser 55% da 

produzida por este mesmo isolado em meio PSY isento de íons metálicos, este 

dado é muito significativo em relação a quantidade de células. Com isso, 

podemos concluir que a concentração de células não é o único fator 

determinante para a produção de EPS. Alguns autores relatam que a produção 

de EPS pode ser estimulada em ambientes contaminados com metais pesados 

(CUI e ZHANG 2012; JITTAWUTTIPOKA et al., 2013). 

Figura 2. Produção de células do isolado de rizóbio SEMIA 4064, em 
diferentes meios adicionados íons metálicos Cu2+ e Cr6+, após 
72 e 144 horas de incubação (28°C, 150 rpm).  

O crescimento celular de LMG 6125 demonstrou ser o menor dentre os 

isolados, mas este fato já é notado pela quantidade de biomassa celular 

presente no pré-inóculo (0,04 g L-1). O Meio PSY + cromo 0,05 mM demonstrou 

crescimento celular da bactéria similar ao controle (PSY), apresentando 

produção significativa de EPS, após 3 e 6 dias. Este fato demonstra que a 

bactéria não precisou de um tempo para se adaptar e esta concentração de 

cromo (0,05 mM) pode não afetar as células. Os demais tratamentos 

apresentaram baixas taxas de crescimentos de células, chegando até a 5% da 

condição controle (Figura 3).  

O isolado LMG 11892 em todos os meios contendo os íons metálicos, 

apresentou quantidade de células presentes nestes meios equivalente a 10% 

do total das células em meio controle PSY, exceto o meio PSY + cromo 0,05 

mM (Figura 4). 
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Figura 3. Produção de células do isolado de rizóbio LMG 6125 em diferentes 
meios adicionados íons metálicos Cu2+ e Cr6+, após 72 e 144 horas 
de incubação (28°C, 150 rpm).  

A quantidade de células (massa seca) transferida do pré-inóculo para os 

meios referentes aos tratamentos deste ensaio foi 0,06 g L-1. A produção de 

EPS foi identificada apenas no meio PSY com cromo 0,05mM em ambos os 

períodos de incubação, demonstrando que a presença deste metal nesta 

concentração não afeta este isolado de bactéria.  

Figura 4. Produção de células do isolado de rizóbio LMG 11892 em diferentes 
meios adicionados íons metálicos Cu2+ e Cr6+, após 72 e 144 horas 
de incubação (28°C, 150 rpm).  

O isolado JAB6 apresentou um comportamento bem distinto dos demais 

analisado neste ensaio (Tabela 3 e Figura 5). Produziu exopolissacarídeos no 

meio PSY + cromo 0,05 mM, em ambos os períodos de incubação testados, 

com rendimento de 53 e 71%, em relação ao meio controle (PSY). No entanto, 
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houve um aumento de células de 358% (3 dias) e 57% (6 dias) na presença 

deste meio, quando comparado ao meio PSY sem a presença do metal. 

Especulamos que as células deste isolado de rizóbio, em resposta à presença 

do cromo, sentiu-se ameaçada desencadeando um aumento de sintese celular 

nos primeiros três dias. Após este período, a biomassa celular pode ter sofrido 

lise e reutilizada como fonte de carbono para a produção de 

exopolissacarídeos, como forma de proteger as células à possíveis aumentos 

na concentração do íon metálico. Os isolados LMG 6125, LMG 11892 e JAB6 

mais especificamente, mostraram que o cobre de alguma forma inibe a 

produção de EPS.  

Figura 5. Produção de células do isolado de rizóbio JAB6 em diferentes meios 
adicionados íons metálicos Cu2+ e Cr6+, após 72 e 144 horas de 
incubação (28°C, 150 rpm).  

O crescimento de R. leguminosarum não foi inibido até a concentração de 

0,5 mM de cromo. As concentrações acima de 0,5 mM provou ser inibidora do 

crescimento R. leguminosarum tanto para o íon Cr (III) quanto Cr (VI) 

(RAAMAN et al., 2012). Os efeitos dos íons metálicos podem variar entre os 

organismos, de acordo com as estirpes, a fase de crescimento (vegetativa e 

reprodutiva), tamanho do organismo e formas, entre outros aspectos (GADD e 

MOWLL 1985; SABIE e GADD 1990).  

O crescimento celular de bactérias diminui em elevadas concentrações de 

Cr (III) e (VI). Raman e Sambandan (1998) relataram que concentrações 

elevadas destes íons reduz o teor de proteína durante o desenvolvimento de 

fungos micorrízicos. A biomassa diminui com o aumento da concentração de 

cromo em fungos Laccaria laccata e Suillus bovinus (RAMAN et al., 2002). 
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Elevadas concentrações de íons cromo afetam adversamente o crescimento 

celular de microrganismos, interferindo na síntese dos ácido nucleicos 

(OGAWA et al., 1989). O desenvolvimento celular foi favorecido quando houve 

a diminuição do cromo, em doses menos tóxicas presentes no meio de cultura. 

A adição de cromo novamente levou a uma diminuição na viabilidade celular e 

o crescimento de células foi retardado dependendo da quantidade de cromo 

adicionado. Isto pode ser devido à toxicidade de cromo no crescimento 

microbiano na concentração mais elevada (KHAN, 2001). 

Em estudo de três espécies de Bacillus spp. os autores relataram que os 

isolados apresentavam comportamentos diferentes uns dos outros quanto aos 

níveis de toxicidade de Cd e Cu (RATHNAYAKE et al., 2013). No entanto, os 

autores supoem que a diferença significativa nos padrões de crescimento e nos 

níveis de tolerância à cádmio e cobre são devido às diferenças nas 

composições entre os quatro meios testados. Em pesquisas de laboratório é 

necessária uma melhor compreensão de como os metais pesados se 

comportam no meio de cultura utilizado e, como este meio esta representando 

as reais condições ambientais. Estes fatos são importantes para uma melhor 

compreensão da interação de microrganismos com metais tóxicos 

(RATHNAYAKE et al., 2013). 

Há pouquíssimos estudos na literatura, em relação a ação dos metais 

pesados sobre a produção de EPS. Uma pesquisa usando as estirpes de 

cogumelos Cordyceps medicinais e C. militaris verificou que a produção de 

EPS alcançou maiores níveis em meio contendo Mg2+ e Mn2+. Já os meios 

contendo Ca2+ e K+ não aumentaram significativamente a produção 

exopolissacárideos (CUI et al., 2010). No entanto, não foi encontrado nenhum 

trabalho relatando a redução ou a não produção de EPS pelos microrganismos, 

quando adicionado íons metálicos ao meios de cultura que foram cultivados. 

Diante disto, por não conseguimos trabalhos publicados semelhantes ao nosso, 

não há como conflitar os resultados obtidos neste trabalho. Com isso, estudos 

de doses tóxicas de metais pesados agindo na produção de 

exopolissacarídeos, mais especificamente em relação aos rizóbios, são 

necessários, uma vez que a produção de EPS está diretamente ligada a 

formação de nódulos, na relação simbiótica entre microrganismo-planta. Como 
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se comportam as plantas que dependem da nodulação em ambientes 

contaminados com metáis pesados. Logo, estudos com estas abordagens são 

necessários. 

4. CONCLUSÃO 

Os estudos realizados com os isolados de rizóbios, identificados através 

do sequenciamento do gene 16S rRNA, utilizando um planejamento para 

avaliar o efeito da concentração dos íons metálicos Cu2+ e Cr6+, indicaram que 

houve influência da presença dos metais no meio de cultivo, em relação à 

produção da biomassa bacteriana e exopolissacarídeos. Uma vez que quando 

comparados à condição controle, desprovida dos mesmos íons metálicos, 

observa-se drasticamente a queda na produção de EPS e biomassa 

bacteriana. Considerando o potencial biotecnológico de produção de 

exopolissacarídeos dos isolados, principalmente do isolado identificado e 

denominado como JAB6, novos estudos devem ser continuados a fim de 

aperfeiçoar a produção de EPS em condições desfavoráveis de cultivo, como 

por exemplo, na presença de íons metálicos. 

5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

ALTSCHUL, S.F.; MADDEN, T.L.; SCHAFFER, A.A.; ZHANG,J.; ZHANG, Z., MILLER, 

W., LIPMAN, D.J. Gapped blast and psi-blast: a new generation of protein database 

search programs. Nucleic Acids Research, v.25, p.3389-3402, 1997. 

AMOROSO, M.J., OLIVER, G., CASTRO, G.R. Estimation of growth inhibition by 

copper and cadmium in heavy metal tolerant actinomycetes. Journal Basic 

Microbiology, v. 42, p. 231–237, 2002. 

BABICH, H., STOTZKY, G. Sensitivity of various bacteria, including actinomycetes, 

and fungi to cadmium and the influence of pH on sensitivity. Applied Environmental 

Microbiology, v. 33, p. 681–695., 1977. 

BERINGER, J.E. R factor Transfer in Rhizobium leguminosarum. Journal of General 

Microbiology, v.84, p.188-198, 1974. 



61 
�

�

CAMPANHARO, J. C. Produção e avaliação de exopolissacarídeos sintetizados 

por rizóbios. 2006. 66f. Tese. (Doutorado em Microbiologia Agropecuária). Faculdade 

de Ciências Agrárias e Veterinárias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, 

2006. 

CHEN, B.Y., WU, C.H., CHANG, J.S., An assessment of the toxicity of metals to 

Pseudomonas aeruginosa PU21 (Rip64). Bioresource Technology, v. 97, p. 1880–

1886, 2006. 

CLAUSEN, C.A. Isolating metal-tolerant bacteria capable of removing copper, 

chromium, and arsenic from treated wood. Waste Management & Research, v.18, p. 

264–268, 2000. 

CUI J.-D.; ZHANG Y.-N. Evaluation of Metal Ions and Surfactants Effect on Cell 

Growth and Exopolysaccharide Production in Two-Stage Submerged Culture of 

Cordyceps militaris. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 168, p. 1394–

1404, 2012. DOI 10.1007/s12010-012-9865-7 

DUXBURY, T., BICKNELL, B. Metal tolerant bacterial populations from natural and 

polluted soils. Soil Biology & Biochemitry, v.15, p. 243–250, 1983. 

EL-AZIZ, R., ANGLE, J.S., CHANEY, R.L. Metal tolerance of Rhizobium meliloti

isolated from heavy-metal contaminated soil. Soil Biology Biochemitry, v. 23, p. 795–

798, 1991. 

EWING, B., HILLIER, L., WENDL, M., GREEN, P. Basecalling of automated sequencer 

traces using phred. I. Accuracy assessment. Genome Research, v.8, p.175 -185, 

1998. 

HASSEN, A., SAIDI, N., CHERIF, M., BOUDABOUS, A. Resistance of environmental 

bacteria to heavy metals. Bioresource Technology, v. 64, p. 7–15, 1998. 

HENRIQUES, I.D.; LOVE, N.G. The role of extracellular polymeric substances in the 

toxicity response of activated sludge bacteria to chemical toxins. Water Research,

v.41, p.4177–4185, 2007. 

JITTAWUTTIPOKA, T.; PLANCHON, M.; SPALLA, O.; BENZERARA, K.; GUYOT, F.; 

CASSIER-CHAUVAT, C.; CHAUVAT, FRANCK. Multidisciplinary Evidences that 



62 
�

�

Synechocystis PCC6803 Exopolysaccharides Operate in Cell Sedimentation and 

Protection against Salt and Metal Stresses. PLoS ONE, v. 8, n. 2, e55564, 2013. 

DOI:10.1371/journal.pone.0055564 

JUKES,T.H., CANTOR, C.R. Evolution of protein molecules . In JUKES,T.H.,CANTOR 

,C .R. Mammalian protein metabolism. New York: Academic Press, 1969.p.21-132. 

KEELING, A.A., CATER, G.I.F., Toxicity of copper, lead, nickel and zinc in agar culture 

to aerobic, diazotrophic bacteria extracted from waste-derived compost. 

Chemosphere, v.37, p. 1073–1077, 1998. 

KHAN, A. G. Relation between chromium biomagnification ratio, accumulation factor, 

and mycorrhizae in plant growth on tannery effluent polluted soil. Environmental 

International, v. 26, p.417–423, 2001. 

KIM, S.U., CHEONG, Y.H., SEO, D.C., HUR, J.S., HEO, J.S., CHO, J.S. 

Characterisation of heavy metal tolerance and biosorption capacity of bacterium strain 

CPB4 (Bacillus spp.). Water Science and Technology, v.55, p.105–111, 2007. 

LARKIN, M.A., BLACKSHIELDSG., BROWN, N.P., CHENNA, R., MCGETTIGAN, P.A., 

MCWILLIAM, H., VALENTIM, F. , WALLACE, L.M. , WILM, A., LOPEZ, R., 

THOMPSON, J.D., GIBSON, T.J., HIGGINS, D.G.I Clustal W and Clustal X version 

2.0.Bioinformatics, v. 23, p.2947-2948, 2007. 

MADHAIYAN, M., POONGUZHALI, S., SA, T. Metal tolerating methylotrophic bacteria 

reduces nickel and cadmium toxicity and promotes plant growth of tomato 

(Lycopersicon esculentum L.). Chemosphere, v.69, p.220–228, 2007. 

MALIK, A., JAISWAL, R. Metal resistance in Pseudomonas strains isolated from soil 

treated with industrial wastewater. World Journal Microbiology Biotechnology, v.16, 

p.177– 182, 2000. 

MARMUR, J; A procedure for the isolation of deoxyribonucleic acid from 

microorganism. Journal of Molecular Biology, v.3, p. 208-218, 1961. 

MARTENSSON, A.M., TORSTENSSON, I. Monitoring sewage sludge using 

heterotrophic nitrogen fixing microorganisms. Soil Biology Biochemistry., v.28, 

p.1621– 1630, 1996. 



63 
�

�

MEGHARAJ, M., AVUDAINAYAGAM, S., NAIDU, R. Toxicity of hexavalent chromium 

and its reduction by bacteria isolated from soil contaminated with tannery waste. 

Current Microbiology, v. 47, p. 51–54, 2003. 

MENNA, P.; HUNGRIA, M.; BARCELLOS, F.G.; BANGEL. E.V.; HESS. 

P.N.,MARTINES-ROMERO, E. Molecular phylogeny base don the 16S rRNA gene of 

eleiterhizobial starins used in Brazilian comercial inoculants. Systematic and Applied 

Microbiology, v.29, p. 315-322, 2006. 

MOHAMAD, O.A.; HAO, X.; XIE, P.; HATAB S.; LIN Y.; WEI, G., Biosorption of Copper 

(II) from Aqueous Solution Using Non-Living Mesorhizobium amorphae Strain 

CCNWGS0123. Microbes Environment, v.27, n.3, p.234–241, 2012. 

OGAWA, T.; USUI, M.; YATOME, C.; IDAKA, E. Influence of chromium compounds on 

microbial growth and nucleic acid synthesis. Bulletin Environmental Contamination 

and Toxicology, v. 43, p.254–260, 1989.  

OLIVEIRA, A., PAMPULHA, M.E. Effects of long-term heavy metal contamination on 

soil microbial characteristics. Journal Bioscience and Bioengineering, v.102, p.157–

161, 2006.  

PIOTROWSKA-SEGET, Z., CYCON, M., KOZDROJ, J. Metal-tolerant bacteria 

occurring in heavily polluted soil and mine spoil. Applied Soil Ecology, v.28, p.237–

246, 2005. 

RAAMAN, N., MAHENDRAN, B., JAGANATHAN C., SUKUMAR S., 

CHANDRASEKARAN V. Removal of chromium using Rhizobium leguminosarum. 

World Journal Microbiology and Biotechnology, v.28, p.627–636, 2012. 

RAJAPAKSHA, R.M.C.P., TOBOR-KAPLON, M.A., BÅÅTH, E., Metal toxicity affects 

fungal and bacterial activities in soil differently. Applied Environmental Microbiology,

v.70, p.2966–2973, 2004. 

RAMAN, N.; SRINIVASAN, V.; RAVI, M. Effect of chromium on the axenic growth and 

phosphatase activity of ectomycorrhizal fungi, Laccaria laccata and Suillus bovinus. 

Bulletin Environmental Contamination and Toxicology, v.68, p.569–575, 2002. 



64 
�

�

RATHNAYAKE, I.V.N.; MEGHARAJ M.; KRISHNAMURTI, G.S.R.; BOLAN, N.S.; 

NAIDU, RAVI. Heavy metal toxicity to bacteria – Are the existing growth media 

accurate enough to determine heavy metal toxicity? Chemosphere, v.90, p.1195–

1200, 2013. 

RENELLA, G., ORTIGOZA, A.L.R., LANDI, L., NANNIPIERI, P. Additive effects of 

copper and zinc on cadmium toxicity on phosphate activities and ATP content of soil as 

estimated by the ecological dose (ED50). Soil Biology Biochemistry, v.35, p.1203–

1210, 2003. 

ROANE, T.M., PEPPER, I.L. Microorganisms and metal pollutants. In: Roane, T.M., 

Gerba, C.P., Pepper, I.L. (Eds.), Environmental Microbiology. Academic Press, San 

Diego, California, London, pp. 403–423, 2000. 

SABIE, F.T.; GADD, G.M.; The effect of Zinc on the yeast-mycelium transition of 

Candida albicans and examination of zinc uptake at different stages of growth. 

Mycology Research, v.94, p.952–958, 1990. 

SAEKI, K., KUNITO, T., OYAIZU, H., MATSUMOTO, M. Relationships between 

bacterial tolerance and forms of copper and zinc in soils. Journal of Environmental 

Quality, v.31, p.1570–1575, 2002. 

SAITOU,N.;NEI, M. The neighbor–joining method: a new method for constructing 

phylogenetic trees. Molecular Biology Evolution, v.4, p.406-25, 1987. 

SLAVEYKOVA, V.I.; PARTHASARATHY, N.; DEDIEU, K.; TOESCHER, D. Role of 

extracellular compounds in Cd-sequestration relative to Cd uptake by bacterium 

Sinorhizobium meliloti, Environmental Pollution, v.158, p.2561–2565, 2010. 

SPROCATI, A.R., ALISI, C., SEGRE, L., TASSO, F., GALLETTI, M., CREMISINI, C. 

Investigating heavy metal resistance, bioaccumulation and metabolic profile of a 

metallophile microbial consortium native to an abandoned mine. Science Total 

Environment, v.366, p.649–658, 2006. 

TAMURA, K. DUDLEY, J., NEI, M., KUMAR, S. MEGA 4: molecular Evolutionary 

Genetics Analysis (MEGA) Softwarew Version 4.0. Molecular Biology Evolutionary, 

v. 24, p.1596-1599, 2007. 



65 
�

�

TANGAROMSUK, J., POKETHITIYOOK, P., KRUATRACHUE, M., UPATHAM, E.S. 

Cadmium biosorption by Sphingomonas paucimobilis biomass. Bioresouce 

Technology, v.85, p.103–105, 2002. 

TOES, A.-C.M.; DALEKE, M.H.; KUENEN, J. G.; MUYZER, G. Expression of copA and 

cusA in Shewanella during copper stress Microbiology, v.154, p.2709–2718, 2008. 

XIE, P.; HAO, X.; MOHAMAD, O.A.; LIANG, J.; WEI, G. Comparative Study of 

Chromium Biosorption by Mesorhizobium amorphae Strain CCNWGS0123 in Single 

and Binary Mixtures Applied Biochemistry and Biotechnology, v.169, p.570–587, 

2013. 

YILMAZ, E.I. Metal tolerance and biosorption capacity of Bacillus circulans strain EB1. 

Research Microbiology, v.154, p.409–415, 2003. 

ZHANG, Y., ZHANG, Z., SUZUKI, K., MAEKAWA, T. Uptake and mass balance of 

trace metals for methane producing bacteria. Biomass Bioenergy, v.25, p.427–443, 

2003.  



66 
�

�

CAPÍTULO 3 – Biossorção de cobre (II) e cromo (VI) em soluções aquosas 

usando células não-vivas de isolados de rizóbios 

RESUMO 

A presença de elevada quantidade de cargas predominantemente 

aniônicas na parede celular faz com que estas estruturas sejam capazes de 

interagirem fortemente com cátions metálicos. Tal característica desempenha 

um papel importante no sequestro e imobilização dos íons metálicos, em 

ambientes contaminados. A utilização de células bacterianas vivas, em 

tratamentos de água ou solo contaminados, em elevadas concentrações de 

metais pesados e outros compostos, não é vantajosa. A presença de elevadas 

concentrações dos contaminantes pode causar toxicidade às células, 

impedindo que estas se desenvolvam e, cumpram o papel na imobilização e 

remoção dos contaminantes. Uma estratégia a estes problemas de toxicidades 

é a utilização de células não-vivas no processo de biorremediação. Diante 

disso, o objetivo deste trabalho foi estudar o potencial de células não-vivas, de 

isolados de rizóbios, como bissorventes dos íons Cu2+ e Cr6+, em solução 

aquosa. Para isso, quatro isolados de bactérias pertencentes à ordem 

Rhizobiales (SEMIA 4064, LMG 6125, LMG 11892 e JAB6) foram investigados 

quanto à eficiência na remoção de íons metálicos Cu2+ e Cr6+, em diferentes 

tempos (30 min. e 30 horas). Os dados isotérmicos foram analisados de 

acordo, com o modelo de Langmuir. Após a seleção dentre os quatro isolados 

que apresentou maior capacidade de remover os íons metálicos. Foi estudado 

as melhores concentrações do biossorvente e dos íons Cu2+ e Cr6+ , que 

favoreciam o processo de remoção. Os resultados demonstraram que dos 

quatro isolados de rizóbios na concentração de 0,5 g L-1 (biossorvente) em 

solução aquosa de 100 mg L-1 dos íons Cu2+ e Cr6+ (separadamente), a melhor 

taxa de remoção de ambos íons metálicos foi do biossorvente LMG 6125 

(Sinorhizobium meliloti). Diante, do tempo de exposição das células os íons 

metálicos observamos que não houve diferença significativa entre os tempos 

de 30 minutos e 30 horas. A maior taxa de remoção foi de Cu2+ 56% e Cr6+

57% na concentração do biossorvente de 2,5 g L-1, para ambos metais com 

concentração inicial de 500mg L-1. O biossorvente apresentou melhor 
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capacidade de biossorção na dose 0,5 g L-1 de células mortas. O modelo de 

Langmuir descreveu bem as isotermas de equilíbrio de sorção para os 

biossorventes estudado.  

Palavras-chaves: células mortas, biossorvente, biorremediação, Rhizobium 

spp., metais pesados 
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CHAPTER 3 – Biosorption of copper (II) and chromium (VI) in aqueous 

solutions using non-living cells of rhizobial isolates 

ABSTRACT 

The presence of high amounts of predominantly anionic charges on the 

cell wall makes these structures are capable of interacting strongly with metal 

ions. This feature plays an important role in the kidnapping and immobilization 

of metal ions in contaminated environments. The use of live bacterial cells for 

treatment of water or soil contaminated with high concentrations of heavy 

metals and other compounds is not advantageous. The presence of high 

concentrations of the contaminants may cause toxicity to cells, preventing them 

from developing and fulfill the role in the immobilization and removal of 

contaminants. One strategy to problems of toxicity is the use of non-living cells 

in the bioremediation process. Therefore, the aim of this study was to 

investigate the potential of non-living cells of rhizobial isolates, as bissorventes 

of Cu2 + and Cr6+ in aqueous solution. For this, four strains of bacteria belonging 

to the order Rhizobiales (SEMIA 4064, LMG 6125, LMG 11892 and JAB6) were 

investigated for the removal efficiency of heavy metal ions (Cu2+ and Cr6+), at 

different times (30 minutes and 30 hours). The isothermal data were analyzed 

according to the Langmuir model. After the selection of the four isolates showed 

greater ability to remove metal ions. The best concentrations of biosorbent and 

Cu2+ and Cr6+, was studied favoring the removal process. The results showed 

that the four strains of rhizobia with 0.5 g L-1 (biosorbent) in aqueous solution of 

100 mg L-1 of Cu2+ and Cr6+ (separately), the best rate of removal of both metal 

ions was the biosorbent LMG 6125 (Sinorhizobium meliloti). The time of 

exposure of the cells the metal ions observed no significant difference between 

the times of 30 minutes and 30 hours.The highest removal rate was 56% for ion 

Cu2+ and 57% for ion Cr6+ at the concentration of biosorbent 2.5 g L-1 for both 

metals with an initial concentration of 500 mg L-1. The biosorbent showed better 

biosorption capacity at a dose 0.5 g L-1 of dead cells. The Langmuir model 

described well the equilibrium sorption isotherms for the studied biosorbents. 
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Keywords: no-living cells, biosorbent, bioremediation, Rhizobium spp., heavy 

metals. 
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1. INTRODUÇÃO 

Muitos metais pesados constituem um risco ambiental global (MEJÁRE e 

BÜLOW, 2001), sendo de difícil remoção, seja por métodos químicos ou 

biológicos. Cobre (Cu) e cromo (Cr) são aplicadas em alguns processos no 

setor agroindústrial tais como, em insumos agrícolas, processamento do couro, 

galvanização, fabricação de automóvel, mineração, entre outros (OGUNBILEJE 

et al., 2013). Geralmente esses metais podem ser elementos traços, mas em 

níveis tóxicos podem causar efeitos carcinogênicos ou mutagênicos. A 

exposição aguda ao Cu2+ e Cr6+ pode causar problemas de saúde, como por 

exemplo, anemia, doenças do fígado e rins, danos cerebrais e morte em última 

instância (RAUNGSOMBOON et al., 2008; ZHOU et al., 2009). Vários danos 

ambientais também podem ser causados pela presença de elevadas 

concentrações de metais pesados, sendo um destes danos a redução da 

biodiversidade em áreas contaminadas. Com isso, a remoção destes 

compostos tóxicos de efluentes torna-se uma importante prioridade que se 

reflete em regulamentos ambientais mais rígidos.  

Como forma de atender tais regulamentos, uma série de estudos tem 

demonstrado a possibilidade de remoção e recuperação de metais pesados de 

soluções (SAEED et al., 2005; WU, et al., 2009). Métodos tradicionais de 

remoção incluem precipitação, oxidação/redução, troca iônica, filtração, 

processos eletroquímicos, separação por membranas e evaporação. No 

entanto, estes métodos apresentam várias desvantagens como custo elevado, 

remoção incompleta, baixa seletividade, alto consumo de energia, além de 

gerar um lodo tóxico de difíceis tratamento e destinação. Estudos visando a 

busca por adsorventes de baixo custo, que sejam versáteis, apresentem 

elevada capacidade de adsorção de poluentes e que gerem o mínimo de 

resíduo, são necessários. Um processo alternativo é a biossorção, que utiliza 

vários materiais de origem biológica, incluindo bactérias, fungos, leveduras, 

algas, etc. Estes biossorventes possuem propriedades que conseguem 

remover metais, diminuindo a concentração de íons de metais pesados 

presente nos efluentes e em ambientes contaminados. São eficazes em 

sequestrar rapidamente íons metálicos em soluções complexas (MOHAMAD et 
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al., 2012; XIE et al., 2013). Por esse motivo, a biossorção é uma opção ideal 

para o tratamento de efluentes complexos com grande volume e baixa 

concentração (VEGLIO e BEOLCHINI, 1997; VOLESKY e HOLAN, 1995).  

Um biossorvente que vem sendo muito estudados são as células 

bacterianas ativas e inativas (RAAMAN et al., 2012; MOHAMAD et al., 2012; 

XIE et al., 2013). Contudo biossorventes não-vivos são preferidos por 

facilitarem o processo de tratamento prevenindo a toxicidade das células pelos 

níveis tóxicos de metais pesados. As células microbianas, biopolímeros e 

estruturas biogênicas, presentes nos microrganismos, apresentam em suas 

estruturas moleculares uma abundância de grupamentos carregados 

negativamente. Estes grupamentos prontamente disponíveis formam 

complexos com íons metálicos através de interações eletrostáticas (HUANG et 

al ., 2013; MOHAMAD et al., 2012; SUTHERLAND, 2001; XIE et al., 2013 ). 

Estes processos de complexação são afetados por uma série de fatores, 

incluindo o pH, temperatura e as cargas presentes nos biossorventes (HUANG 

et al., 2013). Alguns estudos têm demonstrado a utilização da biomassa morta 

na aplicação como biossorvente. No entanto, a busca por microrganismos com 

moléculas bioestruturadas com elevada presença de cargas, alta viscosidade, 

entre outras características é necessária. Raros são os estudos relatando uso 

de células morta como biossorvente na remoção de difentes metais pesados. 

Diante do exposto, é importante a pesquisa das aplicações de células morta 

como agentes biorremediadores efetivos, em processos de adsorção de 

contaminantes metálicos. Com isso, os objetivos do nosso trabalho foram: (i) 

estudar a capacidade de remoção dos íons metálicos Cu2+ e Cr6+ por células 

mortas de quatro isolados de rizóbios; (ii) analisar se os tempos de exposição 

das células afetam a taxa de remoção e (iii) investigar algumas condições que 

favoreçam o processo de adsorção dos íons metálicos por ação do 

biossorvente. 

2.  MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho foi executado no Laboratório de Bioquímica de 

Microrganismos e Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) da UNESP de 
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Jaboticabal. As técnicas utilizadas neste trabalho não oferecem risco para o 

meio ambiente e saúde humana, encaixando-se nos padrões de biossegurança 

(NB-1).  

2.1. Isolados utilizados 

Quatro isolados pertencentes à ordem Rhizobiales que apresentaram 

produção de EPS foram utilizados neste trabalho. Dos isolados, dois foram 

obtidos do Laboratorium voor Microbiologie – Universiteit Gent (Bélgica) LMG 

6125 (Sinorhizobium meliloti) e LMG 11892 (Sinorhizobium arboris), um isolado 

obtido Fundação Estadual de Pesquisa Agropecuária (FEPAGRO) Rio Grande 

da Sul, (Brasil) SEMIA 4064 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli) e JAB6 

(Rhizobium tropici). Atualmente todos os isolados fazem parte da coleção de 

culturas do Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e Plantas (LBMP) do 

Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 

(FCAV) da UNESP de Jaboticabal.  

2.2.  Condições e meios de cultivo 

Os isolados foram cultivados em meio líquido TY (5 g triptona, 3 g 

extrato de levedura; 0,46 g CaCl2 por litro) a 28ºC, com agitação 150 rpm, 

durante 48 horas (BERINGER, 1974). Em seguida, foi retirada uma alíquota de 

800 μL deste meio de cultivo, e adicionada em 200 μL de glicerol, em seguida 

foi congelada rapidamente com nitrogênio líquido e estocada a -80oC, sendo 

este o estoque definitivo. Além desse estoque, as bactérias também foram 

mantidas a 4°C em tubos contendo meio TY sólido, sendo este o estoque de 

trabalho. 

2.3.  Preparação de Biossorvente Bacteriano e Solução Iônica de Cobre e 

Cromo 

Os isolados foram previamente cultivado em meio PGY a 28 °C durante 

24 h, com agitação, a 150 × g. No final da fase exponencial, as células foram 

colhidas por centrifugação a 12.000 × g durante 15 min. As células recolhidas 

foram lavadas três vezes com água destilada, desionizada (ddH2O) e 
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esterilizada e, depois submetida a autoclavagem a 121 °C durante 20 min (Li et 

al., 2010). Os isolados foram ressuspendidos para ser designados às soluções 

dos metais no ensáio de biossorção, item 2.4. 

As soluções de teste (5 mL cada) contendo Cu2+, Cr6+ foram preparadas 

a partir de CuSO4.5H2O e K2Cr2O7 com uma série graduada nas concentrações 

de 50 a 500 mg L-1, respectivamente. O pH inicial de cada solução de ensaio 

foi ajustado para o valor apropriado, HCl 0,1 M ou 0,01 M NaOH antes da 

adição do EPS. 

2.4. Remoção de Cobre e Cromo por EPS e células mortas de Rizóbios   

2.4.1. Teste de Screening da capacidades de remoção de Cu2+ e Cr6+ entre 

os isolados 

As amostras de células mortas dos quatro isolados de rizóbios foram 

constituídas por uma concentração de 0,5 g L-1 (massa seca). E a 

concentração inicial dos íons metálicos , Cu2+ e Cr6+, foi de 100 mg L-1 em 

frascos de 300 mL contendo 100 mL de solução. Os pHs foram ajustado para 

5,0 para solução de Cu2+ e 4,0 para Cr6+ (MOHAMAD et al., 2012; XIE et al., 

2013). As amostras foram agitadas a 150 × g e 28 °C por 30 minutos de 30 

horas. Após estes períodos, as amostras foram centrifugadas a 10.000×g 

durante 15 minutos. As amostras remanecentes de Cu e Cr no líquido 

sobrenadante foram determinadas por espectroscopia de absorção atômica 

com chama. Os valores da capacidade de biossorção e taxa de remoção de 

Cu2+ e Cr6+ foram avaliados da seguinte forma (CHENG et al., 2008).  

������
������

�
                                                                   (equação 1)

����� !�"!#$%&$�'()���
������

��
* +,,                              (equação 2) 

Onde qe é a capacidade de adsorção dos metais Cu2+ e Cr6+ por concentração 

do biossorvente (mg do metal g-1 de massa seca de biossorvente); C0 é a 

concentração inicial de íon metálico (mg L-1), Ce é a concentração residual do 

metal na solução em equilíbrio com o biossorvente (mg L-1), e B é a 

concentração de células mortas (g L-1 massa seca). 
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2.4.2. Efeito da concentração inicial dos íons metálicos e da dose do 

biossorvente  

A amostra de células mortas que apresentou melhor taxa de remoção 

dos íons metálicos (item 2.4.1.) foi selecionada para os ensaios de estudo de 

concentração inicial de Cu2+ e Cr6+ e dose de biossorvente no processo de 

remoção dos íons metálicos. As amostras foram constituídas por uma 

concentração inicial de Cu2+ e Cr6+ variando de 50, 100, 300 e 500 mg L-1 com 

doses de células mortas que variaram 0,5; 1,5 e 2,5 g L-1 de massa seca. O pH 

foi ajustado para 5,0 para Cu2+ e 2,0 para Cr6+, as amostras foram agitadas a 

150 × g e 28 °C por 30 minutos (MOHAMAD et al., 2012; XIE et al., 2013). Os 

íons residuais de Cu e Cr foram analisados de acordo com o item 2.4.1..

2.5. Isoterma de Biossorção  

Para determinar o equilíbrio da biossorção de Cu2+ e Cr6+, pelos 

biossorventes, utilizou-se a dose 0,5 g L-1, das células mortas dos quatro 

isolados, separadamente testados. Os biossorventes foram suspensos em 

cada solução de Cu2+ e Cr6+  com concentração inicial 100 mg L-1 em diferentes 

tempo de agitação. A concentração dos metais na suspensão foi medida após 

30 minutos e 30 horas de incubação a 28°C e 150rpm. Foi utilizado a equação 

da isoterma de Langmuir para determinar a característica dos parâmetros de 

biossorção simulados no experimento. 
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   ��. �� �
.123/0��-

5��/0����-
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Onde qeq é a concentração de equilíbrio do metal na biomassa (g-1

biossorvente seco mg do metal), qmax é a concentração máxima do metal sobre 

a biomassa (g-1 biossorvente seco mg metal), kL é uma energia de adsorção 

relacionada constante de Langmuir (mg L-1) e Ceq é a concentração de 

equilíbrio de metal na solução (mg L-1). 
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Outro parâmetro essencial da isoterma de Langmuir é RL, que pode ser 

calculado de acordo com a seguinte equação: 

67 � �
5

5��/0���
                                                           (equação 5) 

Onde, RL indica o perfil da isoterma e a natureza do processo de biossorção 

(RL > 1: desfavorável; RL=1: linear; 0 < RL < 1: favorável; RL=0: irreversível) (LIN 

et al., 2012). 

2.6. Análise estatística  

Os dados obtidos dos foram analisados pelo Software R, submetidos à 

analise de variância ANOVA e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade, para 

comparação entre médias de tratamento. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Screening da capacidades de remoção de Cu2+ e Cr6+ pelos isolados  

A seleção de um isolado que apresentasse melhor taxa de remoção do 

íon cobre e cromo, através da aplicação de células mortas como biossorvente, 

têm seu resultados ilustrados nas figuras 1 e 2. Os ensaios analisaram a dose 

0,5 g L-1 dos quatro isolados de rizóbio aplicados em soluções de cobre e 

cromo na concentração de 100 mg L-1, que foram mantidos por agitação (150 

rpm) a 28°C por 30 minutos e 30 horas. Os resultados deste ensaio 

demonstram que de todos os isolados testados os isolados LMG 6125 e JAB6 

apresentaram taxas semelhantes de remoção de cobre. Os tratamentos com os 

biossorventes LMG6125 e JAB6 não demonstraram diferença estatística nos 

tempos 30 minutos e 30 horas. Apesar deste fato, a aplicação das células 

mortas de S. meliloti (LMG 6125), como biossorvente, se torna mais 

interessante por apresentar taxas mais altas de remoção do íon cobre em 

períodos de tempos menores. Já na seleção do melhor biossorvente para 

remoção de cromo foi observado que o isolado LMG 6125 foi o que melhor 

removeu o íon metálico, em ambos os tempos testados. No entanto, os dados 
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demonstram que o tempo de trinta horas é representado por maiores taxas de 

remoções de cromo, para todos os biossorventes testados.  
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Figura 1. Screening da ação das células mortas dos isolados de rizóbios (0,5 g 
L-1) na remoção de Cu2+ (C0=100mg L-1), 28°C, 150rpm após 30 
minutos e 30 horas. 
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Figura 2. Screening da ação das células mortas dos isolados de rizóbios (0,5 g 
L-1) na remoção de Cr6+ (C0=100mg L-1), 28°C, 150rpm após 30 
minutos e 30 horas. 

3.2. Efeito da concentração inicial dos íons metálicos e da dose do 

biossorvente na remoção de metais 

De acordo com os resultados obtidos no item 3.1, o isolado LMG 6125 

foi selecionado para o estudo do efeito da concentração do sorvente e do 

soluto, no processo de adsorção de ambos os metais. Os resultados da 

adsorção de cobre bivalente em diferentes concentrações do metal (50, 100, 

300 e 500 mg L-1) por células mortas (LMG 6125) em diferentes concentrações 

do biossorventes (0,5; 1,5 e 2,5 g L-1) estão apresentados nas figuras 3 e 4. Os 

resultados demonstraram que a maior taxa de remoção de cobre pela biomassa 
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rizobiana mortas de LMG 6125, foi na concentração inicial de 500 mg L-1 . As 

taxas de remoção de Cu2+ foram 43; 57 e 65,5%, para as doses de 

biossorvente 0,5; 1,0 e 2,5 g L-1, respectivamente. As menores eficiências de 

remoção do cobre foram na concentração de 100 mg L-1, (11, 11 e 28%, 

respectivamente).  

Figura 3. Eficiência de remoção de Cu2+ por células mortas do isolados 
LMG 6125 com varias concentrações iniciais de cobre bivalente 
50, 100, 300 e 500 mg L−1 com varias doses de biossorvente 0,5; 
1,5 e 2,5 g L−1. 

A dose de biossorvente utilizada para este estudo é um parâmetro 

importante, uma vez que determina a capacidade de biossorção (mg g-1). A 

capacidade de LMG 6125 em biossorver íons do metal cobre bivalente está 

ilustrados na figura 4. A capacidade máxima de biossorção pelas células 

mortas foi observada na concentração de 0,5 g L-1. Os valores obtidos 

demonstraram que esta dose do biossorvente consegue adsorver 31; 56; 230 e 

430 mg g-1 de cobre na concentrações iniciais 50, 100, 300 e 500 mg L-1

respectivamente, demonstrando que a dosagem do biossorvente influencia 

fortemente o grau de biossorção. Em muitos casos, suspensões com menores 

concentrações de biossorvente produziram mais absorção e menor eficiência 

de remoção (TANGAROMSUK, et al., 2002). Ao mesmo tempo, os resultados 

mostraram que ao aumentar a concentração do biossorvente para 2,5 g L -1, 

apesar da taxa de remoção ser maior nesta concentração do biossorvente (Fig. 

3); a quantidade de soluto adsorvido por unidade massa de biossorvente 

diminuiu significativamente quando comparado com a dose 0,5 g L-1, 

apresentando valores 4, 7, 67 e 131 mg g-1. A resposta mais importante, estava 

na dosagem alta do absorvente onde o soluto disponível não ligou-se aos sítios 
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ativos presentes na parede celular das células bacterianas (biossorvente), 

resultando em baixa absorção do soluto (TANGAROMSUK, et al., 2002; 

MOHAMAD et al., 2012). Outros aspectos são devido a interação eletrostática 

com o aumento de grandes quantidades de biomassa (DÖNMEZ e AKSU, 

2002) interferindo nas cargas presentes nos sítios de ligação. O aumento da 

dosagem do biossorvente pode não ser anulada, pois isso irá resultar em baixa 

adesão específica entre o soluto e o sorvente (GADD, et al., 1988).  
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 Figura 4. Capacidade de biossorção de células mortas do isolado LMG 
6125 em diferentes concentrações do biossorvente (0,5; 1,5 e 
2,5) g L−1 sobre a concentrações iniciais de cobre bivalente (50, 
100, 300 e 500 mg L−1). 

Os resultados experimentais quanto a biossorção de cromo em 

concentrações iniciais (50, 100, 300 e 500 mg L-1), por células mortas de 

risóbio isolado LMG 6125 estão ilustrados nas figuras 5 e 6. A taxa de remoção 

de cromo hexavalente que demonstrou melhores resultados na concentração 

inicial de 500 mg L-1 do íon Cr6+, apresentando 48; 43 e 57% para as dose do 

biossorvente (0,5; 1,0 e 2,5 g L-1), respectivamente. As menores eficiências de 

remoção do cobre foram na concentração de 100 mg L-1 com 6 e 16% nas 

doses 0,5 e 1,0 g L-1, respectivamente. A concentração de biossorvente que 

apresentou melhores taxa de remoção do íon Cr6+ foi a 2,5 g L-1.  

Muitos pesquisadores têm enfatizado que a concentração inicial de íons 

desempenha papel importante na processo de biossorção em soluções 

aquosas (ZUBAIR et al., 2008; XIE et al., 2013). Em estudo semelhante, 

investigando a ação de M. amorphae (CCNWGS0123) como biossovente de Cr 

(III), e Cr (VI), após 24h de exposição as células vivas, foram apresentaram 
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remoção máxima de 49% para o Cr (VI) e 61% para Cr (III), em solução 

aquosa. Os autores relatam que houve um aumento abrupto na capacidade de 

adsorção e uma menor quantidade de Cr (III) e Cr (VI) foram removidos pelo 

biossorvente. Este fato pode ser explicado uma vez que a eficácia dos grupos 

funcionais para adsorção está intimamente relacionada com a concentração de 

íons. Mostrarando que à medida que a concentração inicial dos íons aumentou, 

houve um número maior de mols de Cr (III) e Cr (VI) aderidos à superfície das 

células, representando que mais sítios se tornaram disponíveis na biomassa 

(XIE et al., 2013). Resultados semelhantes têm sido confirmado na adsorção 

de cobre, zinco usando Pinus sylvestris e Streptomyces ciscaucasicus por 

Ucun et al. (2009) e Li et al. (2010), respectivamente.  

O perfil dos dados obtidos neste trabalho é diferentes dos descritos nos 

trabalhos citados. Observamos que até a concentração de 100 mg L-1, todas as 

concentrações do biossorvente se apresentam em uma curva ascendente. 

Contudo, quando observamos as concentrações do íons cromo de 300 e 500 

mg L-1 a curva representa atingir um platô, demonstrando claramente que 

apesar de aumentarmos a concentração de íons na solução, em todas as 

doses testadas a taxa de remoção se manteve. É evidente que é muito 

importante considerarmos a concentração para o processo de remoção. 

Levando-se em conta que nosso estudo foi baseado em ensaios de soluções 

iônicas e suspensões de células e a água como um fluído torna possível que as 

moléculas, íons e estruturas complexas, entre outros, se organizem entre si, 

até atingir o equilíbrio.  

A capacidade de biossorção de cromo hexavalente pela ação da 

biomassa morta demonstrou melhores resultados na concentração do 

biossorvente de 0,5 g L-1, apresentando 6; 56; 270 e 480 miligrama do íon Cr6+

adsorvido por grama de biossorvente, nas concentrações iniciais (50, 100, 300 

e 500 mg L-1), respectivamente. Enquanto isso, a capacidade de adsorção de 

íons diminuiu com o aumento da dosagem da biomassa este fato se deve, 

porque os íons Cr foram insuficientes para cobrir todos os sítios de ligação do 

biossorvente, o mesmo observado na capacidade biossorção de íons cobre 

(Figura 4). Doses elevadas de biossorvente demonstram ter capacidade 

reduzida de adsorção se compararmos aos tratamentos com doses menores. 
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Para a concentração do biossorvente de 2,5 g L-1 a capacidade de biossorção 

foi de 9; 19; 66 e 114 mg de Cr6+ por g do biossorvente, nas concentrações de 

50, 100, 300 e 500 mg L-1, respectivamente.  

Figura 5. Eficiência de remoção de Cr6+ por células mortas do isolados 
LMG 6125 com varias concentrações iniciais de cromo 
hexavalente (50, 100, 300 e 500 mg L−1) com várias doses de 
biossorvente (0,5; 1,5 e 2,5 g L−1). 

Fica claro, que com o aumento do biossorvente ocorre uma redução da 

interação dos íons cátions presentes na solução e o biossorvente (aniônico). 

Este fato se dá, pois as amostras com concentrações maiores de células, o 

espaço entre estas diminiu. Isto é, uma célula encontra-se mais próxima da 

outra em amostras de concentração 2,5 g L-1 que em amostras com 

concentração 0,5 g L-1. Sendo as estruturas externas das células bacterianas 

de natureza químicas, aniônicas e estando em solução catiônica ocorre assim 

a interação eletrostática, entre as moléculas e íons, por processo físico-

químicos com as forças de van der Waals. As amostras que apresentam 

maiores concentrações de células, por estarem umas mais próximas às outras 

ocorre a formação de aglomerados de células. Estes aglomerados formados 

por complexações de células e íons metálicos fazem com que ocorra a perda 

da área de superfície, este fato, pode explicar o porquê das capacidades de 

biossorção ser tão reduzida em concentração mais elevadas do biossorvente. 
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Figura 6. Capacidade de biossorção de células mortas do isolados LMG 
6125 em diferentes concentrações do biossorvente (0,5–2,5) g 
L−1 sobre a concentrações iniciais de cromo hexavalente (50 - 
500 mg L−1). 

Os metais biossorvido inativam biomateriais que estavam envolvidos na 

complexação entre os íons metálicos e os vários grupos, tais como amina , 

carboxíla, fosfato , hidroxíla, etc, presentes na superfície da célula. Os grupos 

funcionais presentes na superfície da célula poderiam ser identificados com 

base na densidade de carga de superfície em diferentes valores de pH (HE e 

TEBO, 1998); a densidade de carga negativa aumentou linearmente a partir de 

pH 3,0 a 4,0 (HUANG e LIU, 2013). Os mesmo autores concluiram que a carga 

negativa entre pH 3,0 e 4,0 poderia ser pronunciada devido ao grupos 

carboxílas, enquanto que o fosfato e grupos hidroxílas foram responsáveis por 

cargas negativas em maiores valores de pH (4,0-7,0) e, cargas positivas em pH 

baixo (< 3,0) pode ser atribuído ao grupos aminas nas superfícies das células.  

3.3. Isoterma de Biossorção  

A comparação entre os quatro isolados de rizóbio como biossorvente foi 

determinada e, finalmente as isotermas foram ajustadas para comumente ser 

usadas como modelo de biossorção isotérmica. Os parâmetro isotérmicos 

referentes a remoção de cobre pelos quatro isolados em diferentes tempos de 

agitação estão contidos na Tabela 1, de acordo com o modelo de Langmuir . 

Os dados apontam que os isolados LMG 6125 e JAB6 apresentam valores 

semelhantes de qmax (máxima quantidade de metal que o biossorvente podem 

adsorver). Em relação ao tempo de agitação, o maior tempo em que os 
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biossorventes estavam em contato com o soluto (cobre) teve influência, 

demonstrando maiores valores de qmax para os isolados SEMIA 4064 e LMG 

11892. No ponto qmax, todos os sítios ativos foram ocupados pelos íons e, o 

material não pode ser mais adsorvido pelo biossorvente ou ainda qualquer 

outro metal,mesmo se a concentração na solução for aumentada. Os valores 

de KL nestes ensaios demonstraram que os isolados apresentam uma baixa 

afinidade pelo cobre bilavente. Pois os valores de KL (que representa o 

coeficiente de dissociação do complexo soluto-adsorvente) são relativamente 

baixos.  

Tabela 1. Parâmetros de Langmuir representando a isoterma de biossorção 
de células mortas dos quatro isolados de rizóbios nos tempos de 
30 minutos e 30 horas, em pH 5,0, concentração de 100 mg L-1 de 
cobre e 0,5 g L-1 de biossorvente. 

BIOSSORVENTES Parâmetros de Langmuir
Tempo qmáx KL RL

SEMIA4064 30 min. 44,01 0,013 0,4326 
30 horas 56,01 0,014 0,4143 

LMG6125 30 min. 74,02 0,016 0,3833 
30 horas 62,01 0,014 0,4044 

LMG11892 30 min. 30,01 0,012 0,4513 
30 horas 50,01 0,013 0,4237 

JAB6 30 min. 68,02 0,015 0,3940 
30 horas 70,02 0,015 0,3905 

Os parâmetros isotérmicos de acordo com o modelo de Langmiur, para a 

remoção do cromo hexavalente pelos biossorventes (células mortas dos quatro 

isolados) nos diferentes tempos de agitação estão contidos na Tabela 2. Os 

dados demonstram que dos biossorventes testados, LMG 6125 apresentou o 

maior de valor de qmax no tempo de 30 minutos, indicando que as células 

bacterianas apresentam elevada capacidade de adsorver íons cromo 

hexavalente. Por outro lado, KL que é o coeficiente de Langmuir que representa 

a afinidade entre o soluto e o adsorvente, o que significa que um valor mais 

elevado de KL corresponde a uma afinidade elevada. Os valores de KL neste 

ensaio demonstraram uma baixa afinidade entre os biossorventes e os íons 

cromo hexavalente. No entanto, o biossorvente produzido pelo isolado LMG 

6125 apresentou os maiores valores de KL. De acordo, com os parâmetros 

correlacionados na tabela 2, podemos concluir que o cromo necessita de 

tempos maiores para uma adsorção máxima, pelos biossorventes testados. A 
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adsorção é do tipo física, por ação de forças eletrostáticas, este tipo de 

adsorção é apontado uma vez que o biossorvente é por biomassa não viva 

(não depende de metabolismo) e pelo tempo que leva para atingir qmax (30 a 40 

minutos). Isto nos mostra que o modelo de Langmuir é o modelo mais 

apropriado para este ensaio, pois este modelo é baseado em monocamada, 

isto é, o qmax se dá após o soluto recobrir todo o biossosorvente. Já as 

equações de Freundlich demonstra um modelo de adsorção em multicamadas 

que tendem ao infinito.

Tabela 2. Parâmetros de Langmuir representando a isoterma de biossorção 
de células mortas dos quatro isolados de rizóbios nos tempos de 
30 minutos e 30 horas, em pH 2,0, concentração de 100 mg L-1 de 
cromo e 0,5 g L-1 de biossorvente. 

BIOSSORVENTES Parâmetros de Langmuir
Tempo qmáx KL RL

SEMIA4064 30 min. 44,01 0,013 0,4326
30 horas 50,20 0,014 0,4234 

LMG6125 30 min. 88,42 0,018 0,355
30 horas 98,43 0,020 0,3346 

LMG11892 30 min. 43,60 0,013 0,4332
30 horas 58,61 0,014 0,4101 

JAB6 30 min. 63,61 0,015 0,4017 
30 horas 75,82 0,016 0,3800

Outro parâmetro essencial para o modelo de Langmuir foi RL, que foi 

calculado para os diferentes biossorventes, na remoção íon cobre, foram 

analisados os tempos de 30 minutos e 30 horas. O RL para os biossorventes 

SEMIA 4064, LMG 6125, LMG 11892 e JAB6 foram encontrados como sendo 

0,38 a 0,45 na concentração 100 mg L-1 de íons cobre. Os mesmo 

biossorventes apresentaram valores de RL de 0,33 a 0,43 na concentração 100 

mg L-1 de íons cromo. Os valores obtidos de RL apontam que a isoterma é 

favorável, uma vez que os valores estão entre 0 e 1, indicando que os dados se 

encaixam bem com o modelo de Langmuir. (LIN et al., 2012). 

4. CONCLUSÃO 

Em conclusão a este trabalho, todos os isolados testados foram capazes 

de remover os íons metálicos de cobre e cromo. Destes isolados, o LMG 6125 

se destacou com melhores taxas de remoção para os íons cobre e cromo em 

curtos períodos de tempo, apresentando características importantes de um 
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bom biossorvente. O potencial de remoção dos íons cobre e cromo 

demonstram estar diretamente relacionado à concentração dos íons presentes 

na solução. As taxas de remoção do íon cobre aumenta com o aumento da 

concentração, já as taxas de remoção de cromo se estabilizam acima da 

concentração de 300 mg L-1, independentemente da dose do biossorventes. As 

células mortas de LMG 6125 em doses maiores no processo de biossorção de 

ambos os íons metálicos, têm a capacidade de biossorção reduzida. Elevadas 

concentrações dos biossorventes tendem as formar complexações entre as 

células e os íons metálicos, formando aglomerados, com a redução da área de 

superfície, menor é contato dos íons aos sítios ativos presentes na parede 

celular das células. Este estudo apresenta dados relevantes mas, são 

necessários mais estudos quanto a remoção de íons metálicos por células 

mortas de rizóbio, como análise de microscopia eletrônica de varredura, 

espectrometria de energia dispersiva de raios-x (EDX); espectrofotometria no 

infravermelho por metodologia FTIR (Fourier Transform Infrared), entre outros 

estudos. 
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CAPÍTULO 4 – Aplicação dos exopolissacarídeos rizobianos como 

bioemulsificantes de óleos e hidrocarbonetos 

RESUMO 

Dois isolados do gênero Rhizobium (SEMIA 4064, JAB6) e dois 

Sinorhizobium (LMG 6125, LMG 11892) que apresentaram elevada produção 

de goma, em meio sólido, foram selecionados com o objetivo de isolar, 

purificar, quantificar e caracterizar os exopolissacarídeos (EPSs). Este trabalho 

também estudou o potencial dos EPSs como bioemulsificantes de óleos e 

hidrocarbonetos. Os EPSs foram produzidos em meio PSY, com elevada 

concentração de sacarose, o rendimento máximo foi do isolado JAB6 (6,63 ± 

0,10 g L-1), após 144 horas de incubação. Os estudos reológicos demonstraram 

que os EPSs, em meio aquoso, são fluídos de comportamento pseudoplático e 

a maior taxa de visosidade foi do EPS produzido pelo isolado SEMIA 4064. A 

partir das análises de CLAE, é evidente que os EPSs são heteropolímeros, 

composto por açuçares neutros (glicose, galactose, manose, ramnose e ácido 

glucurônico, o ácido galacturônico foi encontrado apenas nos EPSs dos 

isolados LMG 6125 e LMG 11892). Os EPSs foram capazes de estabilizar 

emulsões em água com vários compostos hidrofóbicos (hidrocarbonetos, óleo 

diesel e óleos vegetais). O bioemulsificante produzido por SEMIA 4064 (5 mg 

mL-1) apresentou maiores taxas de emulsificação de óleo diesel (45%), tolueno 

(44%), hexano (89%), óleo de soja (81%), óleos de girassol (79%) e óleos de 

oliva (83%). As variações de pH (2-11) e salinidade (0 a 30%), têm influência 

na atividade emulsificante. Foi observado diferentes valores de taxa de 

emulsificação (E24) em óleos diesel, quando se alterou o pH e salinidade. O 

EPS de JAB6 demonstrou maiores capacidades de emulsificação em pH 10 

(E24 = 53%) ou salinidades 30% (E24=27%). Os resultados deste estudo 

contribuem para compreender o influência da composição química e as 

propriedades do material dos EPSs de rizóbios e a aplicação biotecnologia 

destas biomoléculas como bioemulsificantes, visando adequar esta tecnologia 

em processos de biorremediação. Este estudo irá melhorar o conhecimento 

sobre a exploração dos EPSs de rizóbios como recursos renováveis não-

convencional.  
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CHAPTER 4 – Application of rhizobial exopolysaccharides like 

biomulsifiers of oil and hydrocarbons 

ABSTRACT 

Two isolates of the genus Rhizobium (SEMIA 4064, JAB6) and two 

Sinorhizobium (LMG 6125, LMG 11892), that showed elevated production of 

gum in solid medium, were selected with objective to isolate, purify, quantify 

and characterize the exopolysaccharides (EPSs). This work also studied the 

potential of EPSs as bioemulsifiers of oils and hydrocarbons. The EPSs were 

produced in PSY medium with high concentration of sucrose, the maximum 

yield was isolated JAB6 (6.63 ± 0.10 g L-1), after 144 hours of incubation. The 

rheological studies demonstrated that EPSs have pseudoplastic fluid behaviour 

in aqueous solution and the highest rate of visosity EPS was produced by 

isolated SEMIA 4064. Based on the HPLC analysis, it is clear that the EPSs are 

heteropolymers composed of sugars neutral (glucose, galactose, mannose, 

rhamnose and glucuronic acid, galacturonic acid was found only in EPSs 

isolates LMG 6125 and LMG 11892). The EPSs were able to stabilize 

emulsions in water with various hydrophobic compounds (hydrocarbons, diesel 

oil and vegetable oils). The bioemulsier produced by SEMIA 4064 (5 mg mL-1) 

had higher rates of emulsification of diesel oil (45%), toluene (44%), hexane 

(89%), soybean oil (81%), sunflower oil (79%) and olive oil (83%). Variations of 

pH (2-11) and salinity (0-30%), influence the emulsifying activity. Different 

emulsification rate values (E24) in diesel oil was observed when the pH is 

changed and salinity. The EPS showed higher capacity JAB6 emulsification at 

pH 10 (E24 = 53%) or 30% salinity (E24 = 27%). The findings contribute to 

understanding the influence of the chemical composition and material properties 

of the EPSs of rhizobia and biotechnology application of these biomolecules as 

bioemulsifiers, in order to adapt this technology for bioremediation processes. 

This study will improve our knowledge about the operation of EPSs rhizobia and 

non-conventional renewable resources.  

Keywords: diesel oil, vegetable oil, emulsification, biopolymers, emulsification 

index, E24 
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1. INTRODUÇÃO 

Uma grande variedade de polímeros, como as substâncias poliméricas 

extracelulares (EPSs) são produzidos naturalmente por microrganismos. O uso 

de polímeros microbianos como biossurfactantes é vantajoso comparado com 

os surfactantes sintéticos. Os surfactantes convencionais exibem algumas 

propriedades como toxicidade, recalcitrância e bioacumulação no ecossistema, 

gerando sérios danos ao meio ambiente. Os EPSs são biossurfactantes 

biodegradáveis e menos tóxicos, além de apresentarem atividade em uma 

ampla variedade de condições (BANAT et al., 2000). Estas propriedades 

tornam os biossurfactantes uma alternativa aos surfactantes sintéticos, por 

serem mais adequados para o controle e recuperação de ambientes 

contaminados (DESAI e BANAT 1997). Diantes destes aspectos, amplia-se o 

espectro do potencial de aplicações dos biopolímeros destinando seu uso em 

indústrias de petróleo e derivados de petróleo, tratamento e processamento de 

metais; detergentes e materiais de lavanderia; agricultura; indústria têxtil; 

processamento de papel e celulose; tintas; cosméticos; produtos 

farmacêuticos; produtos de higiene pessoal; processamento de alimentos e 

biorremediação da água e do solo (NITSCHKE e PASTORE, 2002).  

Dentre as inúmeras aplicações dos EPSs, muitos trabalhos têm 

demonstrado a ação destes compostos no processo de biorremediação sendo 

muito utilizados como bioemulsificantes. Um dos exempos de 

expolissacarídeos usados como bioemulsificantes, é o emulsano, que 

apresenta a propriedade de formar e estabilizar emulsões óleo-água com uma 

variedade de substratos hidrofóbicos (BACH et al., 2003). O EPS é responsável 

pela fixação inicial e a formação de biofilme (LAUS et al., 2005) e, ao 

emulsificar hidrocarbonetos e óleos aumenta a solubilidade e, 

consequentemente, a eficiência de degradação desses compostos pelos 

microrganismos presentes na estrutura do biofilme (BONILLA et al., 2005). A 

elevada capacidade para estabilizar emulsões entre água e compostos 

hidrofóbicos, é devido a presença em sua molécula de regiões polares, que é 

capaz de reduzir a tensão interfacial de soluções água/óleo e óleo/água. 

Exemplos de bioemulsificantes incluem: RAG – 1 emulsano e biodispersan, 
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produzidos por isolados de Acinetobacter calcoaceticus (ROSENBERG et al., 

1988; SAR e ROSENBERG, 1983). Outros biopolímeros com aplicações 

potenciais como bioemulsificantes incluem polissacarídeos extracelulares 

produzidos por Pseudomonas tralucida (APPAIAH e KARANTH, 1991), 

Pseudoalteromonas sp . (GUTIERREZ, et al., 2008), Zoogloea sp. (LIM et al., 

2007), Bacillus megaterium (CHOWDHURY et al., 2011), Rhizobium 

miluonense, Burkholderia seminalis, Ensifer adhaerens (HUANG et al., 2012) e 

Enterobacter cloaceae (IYER et al., 2006).  

Os rizóbios produzem três formas diferentes de polissacarídeos 

(lipopolissacárideos constituídos de Lípideo A, polissacarídeos fixado na 

membrana celular e �-(1,2)-glicanas cíclicas, um polissacárideo cíclico 

armazenado no citoplasma que regula a adaptação osmótica. Os EPSs que 

contêm dois principais monômeros, ribose e manose, desempenham um papel 

importante na formação e extensão de infecção (BREEDVELD et al., 1993; 

KANNENBERG e BREWIN, 1994; MANDAL et al., 2007; MILLER et al., 1986). 

Na natureza, a produção de EPS pelos rizóbios na forma de vida livre, protege 

as células ou em simbiose com plantas aumenta a formação de nódulos (LAUS 

et al. 2005; GLENN et al., 2007). No entanto, há falta de estudos para as 

aplicações de EPS de rizóbios como bioemulsificantes de hidrocarboneto e 

óleos, que contaminam o meio ambiente.  

Neste estudo, buscou-se a produção de EPS de quatro isolados de 

rizóbios, que foram quantificados, identificados quanto composição química e 

propriedades reológicas das biomoléculas. Além disso, os EPSs foram 

avaliados quanto a capacidade de emulsificar óleos e hidrocarbonetos. 

2.  MATERIAL E MÉTODOS 

O trabalho foi executado no Laboratório de Bioquímica de 

Microrganismos e Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (FCAV) da UNESP de 

Jaboticabal. As técnicas utilizadas neste trabalho não oferecem riscos para o 

meio ambiente e para a saúde humana, encaixando-se nos padrões de 

biossegurança (NB-1).  
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2.1. Isolados utilizados 

Quatro isolados que apresentaram elevada produção de goma em placa 

Petri, contendo meio sólido. Dos isolados, dois foram obtidos do Laboratorium 

voor Microbiologie – Universiteit Gent (Bélgica) LMG 6125 (Sinorhizobium 

meliloti) e LMG 11892 (Sinorhizobium arboris), um isolado obtido Fundação 

Estadual de Pesquisa Agropecuária (FEPAGRO) Rio Grande da Sul, (Brasil) 

SEMIA 4064 (Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli) e JAB6 (Rhizobium

tropici). Atualmente todos os isolados fazem parte da coleção de culturas do 

Laboratório de Bioquímica de Microrganismos e Plantas (LBMP) do 

Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias 

(FCAV) da UNESP de Jaboticabal.  

2.2. Condições e meios de cultivo 

Os isolados foram cultivados em meio líquido TY (5 g triptona, 3 g 

extrato de levedura; 0,46 g CaCl2 por litro) a 28ºC, com agitação de 150 rpm, 

durante 48 horas (BERINGER, 1974). Em seguida, foi retirada uma alíquota de 

800 μL deste meio de cultivo, e adicionada em 200 μL de glicerol. 

Posteriormente, congelou-se a mistura resultante rapidamente com nitrogênio 

líquido, estocando-a a -80oC, sendo este o estoque definitivo. Além desse 

estoque, as bactérias também foram mantidas a 4°C em tubos contendo meio 

TY sólido, sendo este o estoque de trabalho. 

2.3. Produção de exopolissacarídeos 

Cultura de 24 horas foi inoculada em frascos tipo erlenmeyer, com 

capacidade para 125 mL, contendo 50 mL de meio líquido PGY (1,4 g K2HPO4; 

1 g KH2PO4; 0,2 g MgSO4.7H2O; 10 g glicerol; 3 g extrato de levedura por litro; 

pH 6,8) (CAMPANHARO, 2006) e incubada em agitador orbital a 150 rpm, 

28°C, por 24 horas, ou seja, até a obtenção de uma suspensão com leitura de 

densidade óptica (DO600) igual a 4,6 nm. Alíquotas das culturas 

correspondentes a 10% (v/v) foram transferidas para frascos tipo erlenmeyer 

de 300,0 mL, contendo 100,0 mL do meio líquido PSY (1,2 g K2HPO4; 0,8 g 

KH2PO4; 0,2 g MgSO4.7H2O; 30,0 g sacarose; 1,0 g extrato de levedura por 
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litro; pH 6,8) (CAMPANHARO, 2006) e incubadas novamente por tempo 

determinado, a 150 rpm e temperatura de 28°C. Estes inóculos foram 

cultivados em triplicata. Os cultivos foram em dois tempos: 72 e 144 horas. 

Após o término do tempo de cultivo, a cultura foi submetida à centrifugação 

(10.000 × g, a 4ºC, por 50 minutos), separando-se as células do sobrenadante. 

O pH foi aferido do sobrenadante e posteriomente foi teita a recuperação do 

EPS, conforme descrito no item 2.4. 

As células recuperadas (biomassa celular) foram ressuspendidas em 

solução salina (NaCl 0,85%), novamente centrifugadas (10.000 × g, a 4ºC, por 

15 minutos), e secas em estufa a 50ºC até obtenção da massa constante, para 

que a biomassa celular fosse avaliada por gravimetria. 

2.4. Obtenção de EPS produzido pelos isolados 

O sobrenadante coletado, conforme descrito no item 2.3. foi utilizado 

para a extração de EPS. O EPS foi precipitado adicionando-se 3 volumes de 

álcool etílico 96%, resfriado e recuperado utilizando um bastão de vidro. O EPS 

de cada amostra foi transferido para béquers com massa conhecida. O material 

foi seco em temperatura ambiente e a massa foi aferida até permanecer 

constante. O volume do frasco foi medido antes e após da precipitação do EPS 

em balança de precisão para a verificação da quantidade de EPS obtida. Em 

seguida, foi calculada a concetração de EPS expressa em g de EPS por L de 

meio de cultura (g L-1). A eficiência relativa na produção de EPS foi avaliada 

pela relação entre o total de EPS e a biomassa celular.  

2.5. Propriedades Reológicas do EPS 

As amostras foram moídas em moinho de inox até se obter um sólido 

pulverizado para facilitar a solubilização. Os EPS foram solubilizados em água 

deionizada à temperatura de ± 20 °C, na concentração de 5 g L-1. As soluções 

foram mantidas sob agitação mecânica constante, em velocidade média, à 

temperatura de ± 20 °C por 20 min. As avaliações reológicas das soluções 

polissacarídicas foram efetuadas em reômetro de deformação controlada 

ARES, da Rheometrics Scientific. Foi utilizada geometria de cilindros 
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concêntricos, com diâmetro do cilindro interno de 25 mm e diâmetro do cilindro 

externo de 27 mm, faixa de freqüência avaliada entre 0,01 e 100 rad/s. As 

amostragens foram realizadas em duplicata à temperatura de 25 °C. Os 

reogramas, para cada uma das duas concentrações de cada EPS, foram 

gerados utilizando-se software RheoWin (versão 3.20).  

O modelo Ostwald-de-Waele ou da Lei da Potência (Equação 2) foi 

ajustado aos reogramas e os valores do índice de consistência e índice de 

comportamento de fluxo do fluido foram determinados para as concentrações 

das soluções analisadas. 

τ = K.γn                                                                       (Equação 1) 

onde: τ = tensão de cisalhamento (Pa); γ = taxa de deformação (s-1); K = índice 

de consistência (Pa.s); n = índice de comportamento de fluxo do fluído 

(adimensional). 

2.6. Determinação da composição em monossacarídeo do EPS dos 

microrganismos por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

A composição dos monossacarídeos do EPS bruto das bactérias foi 

analisada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), utilizando a 

química de marcação dos monômeros com 1-fenil-3-metil-5-pirazolone (PMP), 

segundo a metodologia descrita por Fu e O’Neill (1995), modificada por 

Castellane et al. (2014). Amostra de 1,0 mg de EPS foi hidrolisada com 200 �L 

de ácido trifluoracético 4 mol L-1 em tubos de hidrólise de 13 x 100 mm, selados 

com uma chama de maçarico sob vácuo. Os tubos então foram permaneceram 

a 120oC, durante 2 horas. Após resfriamento a temperatura ambiente, os tubos 

foram abertos e a solução foi evaporada em um liofilizador Hetovac vr-1. O 

resíduo foi dissolvido em 0,5 mL de isopropanol puro, novamente evaporado. 

Após isso, o EPS hidrolisado e os padrões de monossacarídeos padrões 

foram pre-derivatizados (marcação química) com PMP. As reações foram 

conduzidas em microtubos, acrescentando–se em cada tubo 40 �L de solução 

de PMP (0,5 mol L-1 em metanol) e 40 �L de solução de hidróxido de sódio (0,3 

mol L-1). Os tubos foram agitados e incubados a 70ºC por 2 horas. Após o 

resfriamento a temperatura ambiente, a mistura foi neutralizada pela adição de 
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40 �L de solução de ácido clorídrico 0,3 mol L-1. Foram adicionados 0,5 mL de 

éter butílico, na extração dos derivados de monossacarídeos e os tubos 

agitados por 5 segundos. As fases foram separadas por centrifugação a 

5.000.x.g por 5 minutos e a fase superior (orgânica) foi removida e descartada. 

Este procedimento de extração foi repetido por 3 vezes e a fase aquosa 

resultante foi misturada com 1,0 mL de água milli-Q. 

As análises dos monossacarídeos marcados com PMP foram 

desenvolvidas num sistema para CLAE equipado com um detector UV/VIS 

(Shimadzu, modelo SPD-M10A). O comprimento de onda para a detecção foi 

de 245 nm. A separação dos monossacarídeos derivados com PMP foi 

realizada através de uma coluna GHRC ODS-C-18 (4,6 mm i.d. x 15 cm) com 

velocidade de fluxo constante de 0,5 mL min-1; usando os tampões A e B, 

constituídos por 100 mmol L-1 de acetato de amônio (pH 5,5), 25% de 

acetonitrila, com 10% e 25% de acetonitrila, respectivamente. O gradiente para 

a separação foi: 0% de B, 30 minutos e 0-100% de B, até 100 minutos. Os 

monossacarídeos padrões utilizados foram glicose, manose, ramnose, 

galactose, ácido glicurônico e ácido galacturônico, e as seguintes 

concentrações: 0,0125; 0,0250. 0,0500 e 0,1000 mg mL-1 para a construção da 

curva de calibração. A quantidade de amostra injetada no cromatógrafo foi de 

20 �L. 

2.7. Atividade de Emulsificação (E24) 

A capacidade do EPS para estabilizar emulsões com vários compostos 

hidrofóbicos foi testada como descrito por Freitas et al. (2009). Solução aquosa 

de EPS (1 e 5 mg mL-1) foi misturada em tubos de ensaio com tampa 

rosqueável a compostos hidrofóbicos na proporção de 4:6 e homogeneizados 

em agitador de tubos, em velocidade máxima, por 2 minutos. Os tubos foram 

deixados em repouso à temperatura de 25 °C. Durante 96 horas, em intervalos 

regulares de 24 horas contadas a partir do momento da homogeneização, 

foram efetuadas medidas da altura da camada emulsificada (CE) e da altura 

total (AT) dos líquidos no tubo. O índice de emulsificação foi obtido com o 

auxílio da fórmula (COOPER e GOLDENBERG, 1987):  

E24 = (CE/AT)*100                                                               (Equação 2)  
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Todos os testes foram realizados em triplicata. Os compostos testados 

foram hidrocarbonetos (tolueno, Sigma; hexano, Riedel de Haen); óleo diesel e 

óleos vegetais (soja, girassol e oliva). 

Para o estudo dos efeitos do pH, e salinidades sobre a taxa de 

emulsificação de óleos diesel, a concentração dos EPSs foi de 1 mg mL-1. As 

soluções de EPSs dos respectivos isolados tiveram seus pHs ajustados nas 

faxias de (2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0; 10,0 e 11,0), usando NaOH 1,0 N ou 

HCl 1,0 N. Para determinar o efeito da salinidade (NaCl) na atividade de 

emulsificação, diferentes concentrações de NaCl (1, 10, 20 e 30%, m/v) foram 

adicionadas às soluções de EPSs de cada isolado, misturando-as até ser 

obtido dissolução completa. Para este ensaio a atividade de emulsificação de 

cada tratamento foi avaliada tal como descrito acima, no tempo de 24 horas.  

2.8. Análise estatística 

Os dados obtidos dos padrões de comparação dos biopolímeros foram 

analisados pelo Software R, submetidos à analise de variância ANOVA e ao 

teste de Tukey a 5% de probabilidade, para comparação entre médias de 

tratamento. Para o teste de produção de EPS foi utilizado análise fatorial de 

dois fatores. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. Avaliação da Produção de EPS 

Para avaliar a produção dos EPSs, a massa do frasco foi determinada 

antes e após a precipitação da amostra do EPS e posteriormente foi 

quantificada em g L–1. As amostras de células e de EPS secas obtidas foram 

pesadas e os valores encontrados, estão apresentados na Tabela 1. 

Os resultados demonstraram que na produção de EPS no tempo de 72 

horas, os isolados SEMIA 4064 e LMG 6125 não diferiram estatisticamente 

entre si, produzindo 3,01 e 2,50 g L-1, respectivamente. O isolado LMG 11892 

foi o que apresentou menor produção do biopolímero (1,50 g L-1), enquanto que 

o isolado JAB6 demonstrou elevado potencial como produtor de 

exopolissacarídeos, com 5,34 g L-1, apresentando diferença estatística 
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significativa em relação aos demais isolados. Em relação à produção de EPS 

no tempo de 144 horas, os isolados SEMIA 4064 e LMG 6125 demonstraram 

que as produções destas substâncias não diferiram estatisticamente, em 

relação ao período de incubação de 72 horas. Já os isolados LMG11892 e 

JAB6 apresentaram aumento significativo da produção de EPS no tempo de 

144 horas. O isolado JAB6 independentemente do tempo de cultivo apresentou 

maior produção de EPS em relação aos demais microrganismos. 

Tabela 1. Produção de exopolissacarídeos e de biomassa celular no meio de 
cultura por isolados de rizóbios e eficiência relativa de produção de 
EPS. 

ISOLADOS 

EPS Biomassa Eficiência pH

72 h 144 h 72 h 144 h 72 h 144 h 72 h 144 

g L-1 g L-1 (EPS/Biomassa)

SEMIA4064 3,01 aB 3,48 aB  2,18 bB  2,57 aB  1,85 aB 1,53 aB  6,98 6,83 

LMG6125 2,51 aB 2,75 aB  2,34 bB 2,64 aB   1,08 aB 1,04 aB  7,03 6,53 

LMG11892 1,50 bC 2,86 aB  2,89 bA 3,88 aA   0,52 aB 0,73 aB  7,03 6,39 

JAB 6 5,34 bA 6,63 aA  0,79 aC 0,76 aC  6,93 aA 8,73 aA  7,01 6,74 

** Letras maiúsculas iguais não diferiram estatisticamente quanto aos isolados e letras 
minúsculas iguais não diferiram estatisticamente quanto ao tempo. 

No tempo de 72 horas de incubação, a produção de biomassa celular 

dos isolados SEMIA 4064 e LMG 6125 (2,18 e 2,34 g L-1, respectivamente) não 

diferiu estatisticamente entre si. O isolado LMG 11892 foi o que apresentou 

maior produção de células bacterianas (2,89 g L-1) e o menor produtor de 

células foi o JAB6 com 0,79 g L-1. Com incubação de 144 horas, a produção de 

biomassa celular foi maior que no tempo de 72 horas para todos os isolados 

exceto para o isolado JAB6. O isolado JAB6 não apresentou dados de 

produção de células com diferença estatística, para os tempos de 72 e 144 

horas, indicando que atingiu seu platô de crescimento celular em 72 horas e, a 

fonte de carbono consumida era convertida em metabólitos secundários, como 

aqui estudados, a produção de EPS que aumentou em relação do tempo.  

Recentes estudos realizados por Persona (2012), comparando a 

produção de biopolímeros entre a estirpe selvagem da espécie R. tropici 

SEMIA 4077, e seu mutante, observou que eles não apresentaram diferenças 

significativas (7,4 g.L-1 e 7,6 g.L-1, respectivamente). Mas apresentaram 
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diferenças relevantes nas quantidades de células bacterianas sendo SEMIA 

4077 com 0,92 g.L-1 e para seu mutante 0,09 g.L-1. Enquanto que, outra estirpe 

de R. tropici (SEMIA 4080) e seu mutante identificado e denominado como 

MUTPA7, produziram 2,52 ± 0,45 g L-1 e 3,94 ± 0,41 g L-1 de EPS, 

respectivamente. O mutante MUTZC3 e o isolado de rizóbio JAB6 exibiram as 

melhores produções de EPS (5,52 ± 0,36 e 5,06 ± 0,20 g L-1 de EPS, 

respectivamente), nas condições de cultivo testadas (CAMPANHARO, 2006; 

CASTELLANE et al., 2014).  

A produção de EPS por R. tropici (CIAT899) estudado por Staudt et al. 

(2012) apresentou um valor máximo de 4,08 g L-1, sendo substrato meio 

mínimo acrescido com sacarose (2%). Mandal et al. (2007) obtiveram uma 

produção máxima de 0,35 g L-1 de EPS do isolado de Rhizobium sp.(VMA301) 

tendo como substrato meio mínimo, extrato de levedura suplementado com 

manitol (1%) e asparagina (0,3%). Dados obtidos por Kaci et al. (2005) em 

estudo com Rhizobium sp. (KYGT207) crescido em substrato de extrato de 

levedura e sucrose (2%) relataram produção de EPS de 2,5 g L-1. 

Geralmente, a produção do biopolímero é inversamente proporcional a 

taxa de crescimento bacteriano, o que sugere uma regulação entre o 

metabolismo bacteriano em detrimento ao catabolismo, onde as células em 

determinado ponto de sua curva de crescimento não investem em esqueletos 

de carbono para o crescimento, em detrimento da atividade metabólica das 

células (CASTELLANE et al., 2014). Em virtude da proteção física e química da 

biomassa, contra fatores externos adversos e até mesmo a formação de nichos 

ecológicos secundários tornando possível, uma mútua interação 

interespecífica. 

3.2. Análise Reológica 

Para todos os casos, a viscosidade aparente foi imediatamente 

recuperada em baixas taxas de cisalhamento, após submeter as amostras para 

taxas de cisalhamento com valores até 100 s-1. A viscosidade aparente das 

soluções de EPSs, dos isolados rizobianos, medida em baixas taxas de 

cisalhamento mostrou um aumento acima 10 Pa s (Fig. 1). Os parâmetros 

reológicos da solução de exopolissacarídeo foram medidos e como esperado, 
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na presença do polímero, a dinâmica dos fluídos verificou-se ser dependente 

do cisalhamento. A análise das propriedades reológicas dos EPSs em meio 

aquoso mostraram evidências de comportamento de fluído pseudoplástico, 

uma vez que a viscosidade foi influenciada pela taxa de cisalhamento (Figura 

1). Este comportamento é esperado para soluções de polissacarídeos, pela 

estrutura do polímero apresentar elevada massa molecular (RAO et al., 2003). 

Além disso, a viscosidade é recuperada para baixas taxas de cisalhamento, 

após a imposição de valores de alta taxa de cisalhamento (Figura 1).  

Figura 1. Curvas da viscosidade em função da taxa de cisalhamento 
para as amostras analisadas de EPSs dos diferentes 
isolados de rizóbios, a 25°C. 

A partir da construção do reograma é possível estabelecer se um líquido 

apresenta comportamento de fluído newtoniano ou não-newtoniano, em 

determinadas condições de tensão. Um líquido newtoniano é representado, 

graficamente, por uma reta com início na origem da curva de fluxo. Os que não 

exibem esse comportamento são chamados não-newtonianos. Na 

concentração de 5 g L-1 dos EPSs, produzidos pelos isolados de rizóbios, em 

solução aquosa exibiram comportamento não-newtoniana (Figura 2). Estudos 

sobre avaliação de EPS de isolados de rizóbios têm demonstrado que esses 

biopolímeros geralmente apresentam comportamento não newtoniano e 

pseudoplástico (ARANDA-SELVERIO et al., 2010; CASTELLANE et al., 2014). 

Amostra de diferentes isolados são completamente solúveis em água 

gelada ou quente, produzindo soluções com viscosidade elevada, em baixas 
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concentrações além de apresentarem estabilidade ao calor e a variações de 

pH. A diminuição no crescimento da tensão com o aumento da taxa de 

cisalhamento, resultando em menor viscosidade aparente, caracteriza as 

soluções como fluidos pseudoplásticos (CASTELLANE, 2011).  

Figura 2. Curvas da tensão de cisalhamento em função da taxa de 
cisalhamento para as amostras analisadas de EPSs dos 
diferentes isolados de rizóbios, a 25°C. 

A descrição do comportamento reológico dos materiais pode ser feita 

baseando-se em modelos que relacionam a tensão de cisalhamento com a 

taxa de deformação. Em cada caso, a relação entre a tensão de cisalhamento 

(τ, Pa) e taxa de cisalhamento (γ, s-1) foi instalado usando a lei de potência ou 

modelo de Ostwald-de-Waele (Equação 1), que é comumente empregado 

(ALVES et al., 2010; CANDIA e DECKWER, 1999; CASTELLANE et al 2014; 

SANCHÉZ, et al., 2002).  

O valor de n é uma medida da pseudoplasticidade do polímero (BRETAS 

e D’AVILA, 2005). O desvio de n da unidade indica o grau de desvio do 

comportamento newtoniano. Para n = 1, o fluído é newtoniano, enquanto que 

para n < 1 é considerado pseudoplástico e n > 1 é dilatante. Observamos que 

os EPSs produzidos por SEMIA 4064, LMG 6125, LMG 11892 e JAB6 

apresentam comportamento de fluído pseudoplático, em solução aquosa na 

concentração de 5 g L-1 dos heteropolissacarídeos (Tabela 2).  
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Tabela 2. Valores do índice de consistência e do índice de lei 
das potências calculados para cada uma das 
amostras. 

Amostra K n 

SEMIA 4064 1,00 0,32 

LMG 6125 3,10 0,17 

LMG 11892 1,00 0,34 

JAB 6 1,90 0,26 

K = índice de consistência (Pa.s); n = índice de 
comportamento de fluxo do fluído (adimensional). 

Freitas et al. (2009), estudaram o comportamento do caldo de cultura, ao 

final do cultivo, a concentração de EPS foi de 15,0 g L-1, comportamento do 

fluído foi idêntico ao em solução aquosa de 1,5% (m/v). Este resultado confirma 

que a viscosidade observada durante o cultivo foi confirmada pela presença do 

EPS no caldo de cultura. Além disso, o fato de que o EPS manteve o mesmo 

comportamento mostra que o processo de extração não alterou de viscosidade 

do polímero (FREITAS et al., 2009). À medida que a concentração de polímero 

torna-se mais elevada, as moléculas individuais começam a sobrepor, 

induzindo a formação de junções intermoleculares e, portanto, limitando o 

arranjo e alongamento das cadeias poliméricas (FREITAS et al., 2009), 

consequentemente, ocorre um aumento da viscosidade da solução (BAE et al., 

2008).  

3.3. Determinação da composição em monossacarídeo do EPS dos 

microrganismos 

Os EPSs produzidos pelos isolados de SEMIA 4064 e JAB6 (Rhizobium

spp.) e LMG 6125 e LMG 11892 (Sinorhizobium spp.) em meio suplementado 

com sacarose (PSY) foram recuperados, após 6 dias, de acordo com 

CAMPANHARO, (2006). A caracterização dos EPSs extraídos em termos de 

composição química está presente na Tabela 3. A análise de composição 

revelou que os todos os EPSs são heteropolissacarídeos compostos por 

açúcares neutros e ácidos. Dos açúcares, a glicose e a galactose foram os 

monossacarídeos mais abundantes, presentes nos EPSs de todos os isolados 

estudados. O conteúdo de monossacarídeos no polímero produzido pelo 
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isolado SEMIA 4064 correspondeu a 65% de glicose; 33% de galactose; a 

ramnose, estava presente mas em pequena quantidade, 2,13%. A manose e o 

ácido glicurônico estavam presentes em níveis que denotam a presença destes 

açúcares apenas como componentes traços. O EPS produzido pelo isolado de 

Rhizobium tropici (JAB6) apresentou quase o mesmo padrão de açúcares, o 

maior teor foi de glicose (54%), galactose (39%) e quantidades pequenas de 

ácido glicurônico(4%), manose (3%) e ramnose (0,6%). O EPS produzido por 

Rhizobium tropici (SEMIA 4080) cultivado no mesmo meio PSY apresenta

composição similar, com glicose sendo o principal constituinte do açúcar (55%), 

seguido de galactose (32%) e pequenas quantidades de ácido glicurônico, 

ramnose e manose (CASTELLANE et al., 2014). A hidrólise ácida e análise por 

HPAEC/PAD dos EPSRT apresentaram glicose e galactose nas relações 

molares de 4:1 e também foi detectado traços de manose (1%) (MONTEIRO et 

al, 2012). 

O biopolímero produzido por células do isolado LMG 6125 contém 

carboidrato constituído de glicose com o maior teor (47%) seguido pela 

galactose (32%) e quantidades pequenas de ramnose (8%), ácido 

galacturônico (10%) e concentrações traços de manose e ácido glicurônico. O 

EPS produzido por LMG 11892 apresentou quase o mesmo padrão de 

açúcares, no entanto o maior teor de monossacarídeo foi a galactose (47%) 

seguida da glicose (45%) e quantidades pequenas de manose (4%), ramnose 

(2%), ácido glicurônico (1%) e ácido galacturônico em concentração traço.  

Tabela 3. Composição do percentual (m/v) dos monossacarídeos dos EPS 
produzidos pelos isolados. 

ISOLADOS(1) 

Manose 
(%) 

Ramnose 
(%) 

Ácido 
Glicurônico 

(%) 

Ácido 
Galacturônico 

(%) 

Glicose 
(%) 

Galactose 
(%) 

SEMIA4064 * 2,13 * - 65,25 32,61 

LMG6125 * 8,40 * 10,00 46,66 32,12 

LMG11892 4,23 1,98 1,29 * 44,71 47,35 

JAB6 2,68 0,60 3,57 - 54,17 38,99 

(1) Estirpes crescidas em meio líquido PSY (líquido), contendo sacarose como fonte de 
carbono, por 144 horas a 150 rpm, a uma temperatura de 28 ± 2°C. * traços, ou seja, 
quantidade abaixo do limite de detecção do detector UV-visível.  
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Os EPSs produzidos por Pseudomonas oleovorans de subproduto do 

glicerol foram extraídos após 5 dias de cultivo. A análise de composição 

revelou que a galactose foi o mais abundante dos monossacarídeos (68%), e 

quantidades significativas de manose (17 %) e glicose (13 %) além de 

pequenas quantidades de ramnose (2 %) e fucose (4%). Já o EPS produzido 

por P. oleovorans em cultivo com glicerol puro, tinha uma composição similar, 

com 70% de galactose, 23% de manose, 4% de ramnose e menor teor de 

glicose e fucose não foi detectada (FREITAS et al., 2009). Estas diferenças 

podem estar relacionadas com o uso de glicerol subproduto que contém 

algumas impurezas não presentes em glicerol puro e podem ter influenciado a 

composição dos açúcares presentes no EPS (FREITAS et al., 2009). Os 

autores concluem que o tipo de fonte de carbono presente no meio de cultivo, 

para a produção de EPS tem significativa influência sobre os teores dos 

monossacarídeos presentes no biopolímero. A presença de ácidos orgânicos 

(piruvato, urônico, etc.) comum em EPS microbianos, influencia 

significativamente as propriedades dos biopolímeros, como a solubilidade e 

reologia (RINAUDO, 2001).

3.4. Atividade de Emulsificação (E24) 

3.4.1. Estabilidade da Emulsão em diferentes óleos e hidrocarbonetos e 

concentrações dos EPSs  

Os dados referentes as taxas de emulsificação e a estabilidade da 

emulsão produzida pelos EPSs dos diferentes isolados de rizóbios testados em 

diferentes concentrações de diferentes hidrocarbonetos e óleos são mostrados 

na Tabela 4 e ilustrados pelas Figuras 3 e 4. Os EPSs foram capazes de 

reduzir a tensão interfacial nas misturas óleo/água, mesmo em concentrações 

reduzidas dos EPSs testados e ainda produzir emulsões estáveis. Os melhores 

valores quanto a taxa de emulsificação, demonstrados na concentração de 1 

mg mL-1 dos EPSs, para óleos vegetais foram para SEMIA 4064 E24=53% (óleo 

de girassol) e E24=50% (óleo de oliva); LMG 6125 E24=51% (óleo de soja); 

E24=55% (óleo de girassol) e E24=59% (óleo de oliva); LMG 11982 com 

E24=55% (óleo de girassol) e E24=56% (óleo de oliva). Para os hidrocarbonetos 
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e óleo diesel, a taxa de emulsificação foi pouco significativa sendo os melhores 

resultados demonstrados em óleo diesel 18% (LMG 11982); tolueno 20% 

(SEMIA 4064) e 28% (JAB6) e hexano 22% (SEMIA 4064). 
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Figura 3. Atividade de Emulsificação dos EPSs produzidos pelos 
isolados de rizóbio, na concentração de 1 mg mL-1 em 
diferentes hidrocarbonetos e óleos vegetais. 

Os EPSs foram capazes de emulsificar as misturas óleo/água, além 

de produzir emulsões estáveis. Os melhores valores quanto a taxa de 

emulsificação foram demonstrado com a concentração de 5 mg mL-1 dos 

EPSs. Para a emulsificação de hidrocarbonetos e óleo diesel os melhores 

resultados foram: óleo diesel (45 %), tolueno (44 %) e hexano (89 %), com 

EPS produzido pelo isolado SEMIA 4064. Os melhores resultados da 

emulsificação para óleos vegetais foram em óleo de soja (81%), óleo de 

girassol (79%) e óleo de oliva (83%), pelo EPS de SEMIA 4064 que 

proprocionou tais valores.  

De acordo, com os resultados dos ensaios de reologia observeou-se 

que o isolado SEMIA 4064 produziu o EPS que apresentou a maior 

viscosidades (29 Pa.s) em função da taxa de cisalhamento (0,03 s-1) e 

adicionamente, apresentou as maiores taxas de emulsificação para os óleos 

e hidrocarbonetos testados. O EPS de SEMIA 4064 não apresentou o 

açúcar neutro ácido galacturônico, na composição do heteropolissacarídeos.  
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Figura 4. Atividade de Emulsificação dos EPSs produzidos pelos 
isolados de rizóbio, na concentração de 5 mg mL-1 em 
diferentes hidrocarbonetos e óleos. 

Figura 5. Fotos de teste de emulsificação (E24), dos EPS em solução (5 mg mL-1), 
na proporção de 2:3 de óleos vegetais (óleo de oliva, óleo de girassol e 
óleo de soja), pH 7, a 25°C, após 24 hora: (a) emulsão do EPS do isolado 
SEMIA 4064, (b) emulsão do isolado LMG 6125, (c) emulsão do isolado 
LMG 11892 e (d) emulsão do isolado JAB6.  

Figura 6. Fotos de teste de emulsificação (E24), dos EPS em solução (5 mg mL-

1), na proporção de 2:3 de hidrocarbonetos (hexano, tolueno) e óleo 
diesel, pH 7, a 25°C, após 24 hora: (a) emulsão do EPS do isolado 
SEMIA 4064, (b) emulsão do isolado LMG 6125, (c) emulsão do isolado 
LMG 11892 e (d) emulsão do isolado JAB6.  

a b c d

a b c d
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3.4.2. Efeito da variação do pH e salinidade nas taxas de 

emulsificação  

O óleo diesel foi escolhido para este ensaio por ter apresentado os menores 

valores dos índices de emulsificação nos ensaios anteriores. Como este óleo é um dos 

maiores contaminantes de água e solo, estudamos outras condições tentando otimizar 

o processo de emulsificação do óleo diesel. Sendo assim, investigamos os efeitos da 

salinidade e pH na atividade de emulsificação do óleo diesel, pelos EPSs dos 

isolados rizóbios na concentração de 1 mg mL-1, os dados estão ilustrados na 

figura 7. A ação da salinidade, sobre os EPSs testados apresentou 

comportamento diverso quanto às taxas de emulsificação do óleo diesel. O 

EPS de SEMIA 4064 demonstrou um aumento na taxa de emulsificação com 

20 e 30% de NaCl. Para o EPS de LMG 6125 a melhor concentração de 

salinidade foi a de 1%, enquanto que o EPS produzido pelo isolado LMG 11892 

apresentou melhor taxa de emulsificação na concentração de 20% de NaCl e 

sem a presença do sal. Já o EPS do isolado JAB6 apresentou a maior taxa de 

emulsificação com 30% de salinidade. Algumas pesquisas relatam que a 

atividade emulsionante foi significativamente inibida a uma concentração 

superior a 5% de NaCl (ILORI et al., 2005). Os bioemulsificantes produzidos 

por Geobacillus pallidus (XS2 e XS3) apresentaram melhores atividades 

emulsificantes com salinidade até 20% (ZHENG et al., 2011). 

O pH pode interferir nas taxas de atividades emulsificantes e é 

observado que cada tipo de EPS apresenta um pH ótimo para a formação de 

emulsões. O EPS do isolado SEMIA 4064 apresentou melhor atividade de 

emulsificação do óleo diesel em pH 7,0. O EPS produzido pelo isolado JAB6 

obteve um aumento significativo da sua capacidade de emulsificação em pH 

10,0. Há estudos que revelam que as taxas de emulsificação dos EPSs são 

maiores em meio alcalino do que em meio ácido (CHOWDHURY et al., 2011). 

Uma propriedade importante dos bioemulsificantes é a sua eficácia ao longo de 

uma vasta faixa de temperatura, pH e salinidade (BANAT et al., 2000).  
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Figura 7. Efeito da salinidade (A) e do pH (B) na atividade de emulsificação de 
óleo diesel dos EPSs produzidos pelos isolados de rizóbio, na 
concentração de 1mg mL-1.  

A literatura tem citado que o valor do E24 diminuiu com o aumento do 

número de átomos de carbonos nos hidrocarbonetos alifáticos e parafinas 

líquidas, numa mistura complexa de n-alcanos, de cadeia longa demonstrando 

uma atividade emulsificante restritiva (ZHENG et al., 2011). Há relatos que 

bioemulsificantes de baixa massa molecular são capazes de reduzir a tensão 

de superfície para valores inferior a 40 mN m-1 (MULLIGAN, 2005), enquanto 

os bioemulsificantes com elevado massa molecular podem formar emulsões 

estaveis sem redução notável da tensão superficial (BATISTA et al., 2006). Os 

compostos que são ativos de superfície, como os EPSs produzidos por 

bactérias, são muitas vezes visto como auxiliares na degradação de 

hidrocarbonetos, aumentando a solubilidade desses substratos hidrofóbicos. A 

atividade de emulsificação dos EPSs é determinada por sua força na retenção 

da emulsão por um certo período de tempo (ZHENG et al., 2011).  

A 

B 
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4. CONCLUSÃO 

Todos os isolados analisados neste trabalho que apresentaram 

presença de goma em meio sólido apresentaram boa capacidade de produção 

de EPS, sendo que o maior produtor de biopolímero foi o isolado JAB6. A 

viscosidade dos biopolímeros é um fator importante demonstrando estar ligado 

à capacidade de emulsificação. Os EPSs rizobianos estudados são 

heteropolissacarídeos ácidos predominantemente de glicose e galactose como 

monômeros. Os heteropolissacarídeos podem ser utilizados como 

emulsionantes para formar emulsão entre água e hidrocarbonetos tais como, 

óleo diesel, óleo de soja ou tolueno, com estabilidade. As características das 

moléculas de cada tipo de óleo ou hidrocarboneto (tamanho e tipo de cadeia de 

carbono, ramificações, etc.) interferem na capacidade dos EPSs em emulsificar 

estes diferentes compostos hidrofóbicos. As soluções de alguns EPSs 

mostraram-se mais eficientes em formar camadas de emulsão em meio 

alcalino e em níveis elevados de salinidade. Quando o emulsionante 

apresentou alta atividade, independentemente da concentração, pH e 

salinidade, mostrou-se estável o que torna este produto adequado para a 

aplicação na recuperação de diferentes tipos de ambientes contaminados. Os 

EPSs dos isolados testados neste trabalho podem ser utilizados como agentes 

emulsificantes e estabilizantes de emulsões. 
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CAPÍTULO 5 – Considerações Finais 

Os estudos realizados com os isolados de rizóbios, avaliando o efeito da 

concentração dos íons metálicos Cu2+ e Cr6+, indicaram que houve influência 

da presença dos metais no meio de cultivo, em relação à produção da 

biomassa bacteriana e exopolissacarídeos. Em comparação à condição 

controle, desprovida dos íons metálicos, houve um queda acentuada na 

produção de EPS e biomassa celular das bactérias. Estes dados são muito 

importantes, uma vez que a produção de EPS é fundamental para o 

desenvolvimento e manutenção da vida microbiana como células livres ou em 

comunidades. Estudos futuros indicando qual a concentração dos íons 

metálicos que permite a produção de EPS são fundamentais.  

A aplicação de células mortas de rizóbios no processo de remoção de 

íons metálicos indicou que este tipo de biossorvente pode ser empregado com 

sucesso. No entanto, mais pesquisas são necessárias, como por exemplo, o 

por que as elevadas concentrações dos biossorventes apresentam baixa 

capacidade adsorvitiva. Apesar de haver algumas hipóteses na literatura, não 

há nenhum trabalho que concretize o que ocorre de fato. A nossa hipótese é 

que os biossorventes em concentrações elevadas tendem a formar 

complexações entre as células e os íons metálicos, formando aglomerados. 

Estes aglomerados reduzem a área de superfície e consequentemente, ocorre 

um menor contato entre íons metálicos e os sítios ativos presentes nas células. 

Outro estudo relevante no processo de remoção de íons metálicos é a 

aplicação de células vivas dos isolados de rizóbios empregados nesta 

pesquisa, bem como as células imobilizadas em alginato e os EPSs 

produzidos. Estudos como pH, temperatura e meios de cultivo, entre outros 

parâmetros devem ser analisados para posteriores pesquisas em escala real.  

A produção de colônias gomosas em placa de Petri contendo meio 

sólido pode indicar microrganismos capazes de boa produção de EPS. A 

aplicabilidade de heteropolissacarídeos como potenciais bioemulsificantes de 

óleos, hidrocarbonetos e outros compostos hidrofóbicos, parece ter a 

viscosidade como parâmetro chave a ser analisado. A concentração de EPS 

em uma solução óleo-água apresenta maiores camadas emulsificantes e mais 
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estáveis em óleos e hidrocarbonetos com cadeias moleculares distintas. Assim 

como, observamos que as variações de pH e salinidade alteram as taxas e 

emulsão de óleos diesel, é importante estudos envolvendo outros óleos com o 

mesmo design experimental. Desta forma pode-se indicar que o EPS com 

característica físico-química conhecida, tem capacidade emulsificação ótima de 

um determinado óleo, em pH e salinidade pré-definido. Outro fato que deve ser 

listado para pesquisas futuras é se a ação das enzimas degradadoras destes 

compostos hidrofóbicos apresentam atividade ótima na mesma faixa de pH e 

salinidade, que da atividade de emulsificação. 


