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RESUMO

Os exopolissacarídeos (EPS) são macromoléculas produzidas por distintos
microrganismos, incluindo as bactérias ácido lácticas (BAL), como linhagens
probióticas de Enterococcus. Esses possuem além de propriedades bioativas, como
antioxidantes, que neutralizam o estresse oxidativo no hospedeiro e reduz a
utilização de produtos artificiais nocivos à saúde, comprovada eficácia terapêutica e
alta disponibilidade, sendo também indicado a diversas aplicações biotecnológicas.
Nesse cenário, as tendências do consumo de alimentos saudáveis abrem novas
perspectivas para a aplicação de biopolímeros como o EPS produzido por BAL
como aditivos e ingredientes funcionais. Diante disso, objetivou-se a produção,
extração e avaliação das atividades antioxidantes de EPS produzidos por
Enterococcus sp. isolado a partir de queijo coalho artesanal do Estado de
Pernambuco, através da eliminação dos radicais: 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
hidroxila, 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico (ABTS) e superóxido, por
meio de ensaios realizados em laboratório, utilizando o EPS nas seguintes
concentrações: 0,2 0,5 1 1,5 e 2 mg/mL. Os resultados obtidos foram aplicados em
equações matemáticas, de acordo com cada método utilizado, e comparados com o
ácido ascórbico como controle positivo. Além disso, foi utilizado a média e desvio
padrão para o teste ANOVA com significância de p < 0,05. Dentre os resultados
encontrados é notável as atividades antioxidantes desenvolvidas pelo EPS 133v
através da capacidade em eliminar os radicais livres. O radical DPPH, atingiu o
mínimo de 16% (0,2 mg/mL) e na fração máxima (2 mg/mL) 27% de capacidade de
eliminação, o ABTS e o superóxido apresentaram o mínimo de 56% e 42% e a
máxima de 72% e 47%, respectivamente, entretanto o radical hidroxila apresentou
capacidade de eliminação unicamente na concentração máxima (2 mg/mL). Diante
disso, é perceptível que o EPS 133v de Enterococcus sp. tem alto potencial de
exploração para o desenvolvimento de ingredientes alimentares funcionais ou
aditivos com benefícios econômicos e para a saúde.

Palavras-chave: atividades biológicas, bactérias ácido láticas, ensaios in vitro.



ABSTRACT

Exopolysaccharides (EPS) are macromolecules produced by different
microorganisms, including lactic acid bacteria (LAB), as probiotic strains of
Enterococcus. These have, in addition to bioactive properties, such as antioxidants,
which neutralize oxidative stress in the host and reduce the use of artificial products
harmful to health, proven therapeutic efficacy and high availability, are also indicated
for several biotechnological applications. In this scenario, trends in healthy food
consumption open new perspectives for the application of biopolymers such as EPS
produced by BAL as additives and functional ingredients. Therefore, the objective
was to produce, extract and evaluate the antioxidant activities of EPS produced by
Enterococcus sp. isolated from artisanal coalho cheese from the State of
Pernambuco, by scavenging the radicals: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH),
hydroxyl, 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic (ABTS) and superoxide,
through tests carried out in the laboratory, using EPS at the following concentrations:
0.2 0.5 1 1.5 and 2 mg/mL. The results obtained were applied in mathematical
equations, according to each method used, and compared with ascorbic acid as a
positive control. In addition, the mean and standard deviation were used for the
ANOVA test with a significance of p < 0.05. Among the results found, it is remarkable
the antioxidant activities developed by EPS 133v through its ability to eliminate free
radicals. The DPPH radical reached a minimum of 16% (0.2 mg/mL) and in the
maximum fraction (2 mg/mL) 27% of scavenging capacity, ABTS and superoxide
presented a minimum of 56% and 42% and the maximum of 72% and 47%,
respectively, however, the hydroxyl radical showed scavenging capacity only at the
maximum concentration (2 mg/mL). Therefore, it is noticeable that the EPS 133v of
Enterococcus sp. has high exploration potential for the development of functional
food ingredients or additives with economic and health benefits.

Key-words: biological activities, lactic acid bacteria, in vitro assay.
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1. INTRODUÇÃO

Os exopolissacarídeos (EPS) são polímeros de carboidratos com várias

composições e propriedades químicas produzidas por bactérias ácido láticas (BAL),

além de outros microrganismos. Onde, suas características estruturais influenciam

diretamente em suas diversas funções (DI et al., 2018). Esses EPSs, por sua vez,

podem contribuir beneficamente à saúde do hospedeiro através das suas

propriedades prebióticas. Além disso, possuem excelente capacidade antioxidante,

suprindo a perda de elétrons dos radicais livres ou estruturas celulares afetadas por

eles durante o processo de oxidação. As propriedades antioxidantes in vitro dos

EPSs microbianos são investigadas através da determinação da atividade

sequestradora de diferentes radicais, entre eles o DPPH, ABTS, hidroxila e dos

radicais superóxido, frente a resolutividade aos estresses oxidativos (WANG et al.,

2017; MIN et al., 2019; XU et al., 2019).

As propriedades tecnológicas desejáveis dos EPS são atribuídas a diversos

fatores como: cepa, estrutura molecular, tipo de ligação e grupos funcionais, além

da concentração desses biopolímeros, quando aplicados nos setores alimentícios,

exibindo ampla expansão de mercado, trazendo benefícios econômicos e à saúde.

O uso de BAL produtoras de EPS na fabricação de produtos lácteos têm

apresentado excelentes resultados para a melhoria das características reológicas

desses alimentos, além de serem utilizados na produção de queijos e iogurtes

(LYNCH et al., 2018). Em consequência disso, crescentes análises abriram novas

perspectivas sobre inúmeras funções tecnológicas de moléculas/metabólitos

derivados de bactérias, como o EPS produzido por linhagens probióticas do gênero

Enterococcus.

Na preocupação com a segurança alimentar, a preferência por antioxidantes

derivados de recursos naturais pode minimizar os efeitos nocivos, incluindo outras

aplicações benéficas. De modo que, o isolamento de novos microrganismos e

subsequente avaliação do potencial de produção de EPS é uma ferramenta

importante para a obtenção de novas macromoléculas com propriedades químicas e

tecnológicas.

Por sua vez, as tendências do consumo de alimentos saudáveis abrem novas

perspectivas para a aplicação de biopolímeros como o EPS produzido por BAL

como aditivos e ingredientes funcionais.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

- Avaliar as atividades antioxidantes dos exopolissacarídeos (EPS) produzidos

por Enterococcus sp. isolados a partir de queijo coalho artesanal, de um

laticínio localizado no Estado de Pernambuco, Brasil.

2.2 ESPECÍFICOS

- Produzir e extrair exopolissacarídeos (EPS) a partir de linhagem de

Enterococcus sp. isolado de queijo de coalho artesanal, utilizando soro de

queijo;

- Avaliar a atividade antioxidante do EPS utilizando os radicais: DPPH,

hidroxila, ABTS e superóxido;

- Determinar a significância estatística entre os dados.

3. REFERENCIAL TEÓRICO

3.1 GÊNERO Enterococcus spp.

Enterococcus são bactérias Gram-positivas anaeróbias facultativas que

apresentam formato de cocos ovais. São encontradas principalmente no trato

gastrointestinal de humanos e outros animais, sendo amplamente distribuídos na

natureza. A ocorrência de Enterococcus spp. nos alimentos se deve principalmente

à sua resistência a condições adversas durante a produção e armazenamento e de

sua alta adaptabilidade ao meio (CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2017).

Apresentam capacidade de crescimento na presença de NaCl em concentrações de

5 a 10% e pH entre 4,6 a 9,9, ainda, são capazes de sobreviver em temperaturas de

até 63,5ºC por 30 minutos, constituindo a microbiota residual dos alimentos (DOMIG

et al., 2003; BERGHE et al., 2006).

Esse gênero (Enterococcus) pertence ao grupo das bactérias ácido láticas

(BAL), extremamente importantes na indústria alimentícia, principalmente em

produtos lácteos fermentados e outros derivados do leite. Durante a produção de

queijo, os fatores de pasteurização do leite desempenham um papel fundamental na

seleção microbiana, onde aproximadamente mais de 50% dos Enterococcus spp.



sobrevivem à pasteurização de curta duração em alta temperatura (72°C/15s), e

outras populações suportam temperaturas de processamento ainda mais altas

(85°C/16s) (ZIARNO, 2006). Bactérias do gênero Enterococcus são comumente

encontradas em queijos cottage e coagulados com coalho feitos de leite cru e

pasteurizado (GIRAFFA et al., 1997)

Há um grande interesse biotecnológico por esse grupo de microrganismos,

devido a produção de biopolímeros, bacteriocinas e ao aumento na absorção

intestinal de nutrientes, além de outras características probióticas. Embora, possam

atuar como patógenos oportunistas, principalmente em pacientes

imunocomprometidos, sendo Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis as

espécies mais reportadas, ainda, existem linhagens dessas mesmas espécies, mas

probióticas, sendo comprovadas diferenças genéticas entre elas. Além disso,

infecções enterocócicas derivadas de alimentos ainda são pouco relatadas, ainda

que, a detecção de fatores de virulência possa auxiliar nesses diagnósticos

(REDONDO, 2008; CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2016; GUZMAN et al.,

2019; LEE et al., 2019; SANTOS et al., 2020).

Por sua vez, metabólitos microbianos de Enterococcus, como os

exopolissacarídeos, que podem ser produzidos por diferentes BALs, são muito

utilizados para diversas funcionalidades como: saúde, agricultura e nutrição, devido

a sua eficácia terapêutica e alta disponibilidade (SINGH et al., 2017).

3.2 EXOPOLISSACARÍDEOS E APLICAÇÕES

Os exopolissacarídeos (EPS) são macromoléculas extracelulares de alto

peso molecular que podem ser produzidas por bactérias, fungos e/ou algas

verde-azuladas. Esses polissacarídeos são compostos por muitos monossacarídeos

ligados entre si através de ligações glicosídicas (PEREIRAA et al., 2019). O papel

fisiológico que o EPS desempenha nos microrganismos está relacionado à proteção

das células bacterianas contra condições extremas, como estresses bióticos e

abióticos, além de estar envolvido na adesão superficial e formação de biofilme

(DONOT et al., 2012). Dessa maneira, os EPSs podem ser classificados em dois

grupos distintos: homopolissacarídeos (HoPSs), composto por unidades repetidas

de um mesmo tipo de monossacarídeo e heteropolissacarídeos (HePSs), composto



de duas a oito subunidades repetidas de monossacarídeos diferentes, com base em

sua composição química e mecanismos biossintéticos (SAADAT et al., 2019).

Figura 01. Representação esquemática dos tipos de homopolissacarídeos e heteropolissacarídeos

(traduzido e adaptado de DABA et al., 2021).

É geralmente reconhecido que as suas diversas características estruturais e

moleculares implicam diretamente nas suas múltiplas funções (DI et al., 2018). Há

um número crescente de estudos sobre a produção de EPS extracelular com

propriedades promotoras da saúde, fisiológicos e atividades biológicas, como:

antioxidante, antibacteriana, antitumoral, imunorreguladora, hipoglicemiante,

anti-hipertensiva e redutora de colesterol, além de promover a colonização de

probióticos no trato gastrointestinal do hospedeiro (KIM et al., 2010; ARENA et al.,

2014, PORTER & MARTENS, 2017, XU et al., 2019; PV et al., 2019). Esses EPSs

que possuem propriedades biológicas são considerados importantes polímeros

naturais com diversas aplicações biotecnológicas e industriais (MOHAMED et al.,

2018; AYYASH et al., 2020).

Na indústria alimentícia, esses polímeros atuam como agentes espessantes,

emulsificantes e estabilizadores naturais, o que elevam sua importância nesse setor

(AYYASH et al., 2020). Além disso, as BALs produtoras de EPS podem melhorar as

características reológicas e sensoriais de produtos lácteos fermentados, como

queijos e iogurtes (GALLE et al., 2011; LYNCH et al., 2018).



Há evidências significativas de que EPSs de BAL apresentam potencial para

influenciar a saúde do hospedeiro, podendo modular a função imunológica e atuar

nos níveis de probióticos no trato gastrointestinal. Em geral, os

heteropolissacarídeos podem ser considerados efetores da imunidade do

hospedeiro, enquanto os homopolissacarídeos estão mais associados à modulação

da microbiota intestinal, com efeitos prebióticos (LYNCH et al., 2018).

Além de que, alguns fatores como: peso molecular, configuração da ligação

glicosídica, conformação da cadeia, grupos funcionais, grau de substituição, bem

como os métodos de extração e isolamento adotados são fundamentais na

determinação de seus efeitos na saúde do hospedeiro, bem como nas atividades

antioxidantes desenvolvidas e outras atividades biológicas, o que explica sua

abrangente capacidade funcional (WANG et al., 2015; BHAT & BAJAJ, 2018).

3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXOPOLISSACARÍDEOS

Os microrganismos são fontes importantes de vários metabólitos e

propriedades medicinais essenciais. Sua adaptabilidade e sobrevivência são

realizados por vários desses metabólitos, como os exopolissacarídeos (DEMAIN,

2014). As BALs, são caracterizadas como Generally Recognized as Safe (GRAS –

Geralmente Reconhecido como Seguro) e possuem diversas aplicações industriais

e sanitárias e podem produzir EPS com propriedades bioativas, como antioxidantes,

a fim de agregar valor ao alimento e reduzir o uso de produtos artificiais e aditivos

(MORADI et al., 2021).

Fatores como o tempo de estocagem e concentração de metabólitos podem

contribuir com o aumento da capacidade antioxidante, desempenhando algumas

aplicabilidades como: agentes protetores, agentes terapêuticos, alimentos

funcionais e aditivos na preservação de produtos nutricionais (NASCIMENTO.,

2017; ANDREW et al., 2020).

De acordo com Wang, et al., 2017, vários estudos foram realizados sobre as

atividades antioxidantes in vitro de EPS microbiano, pois eles mostraram-se

essenciais na resolução de vários estresses oxidativos. Evidências comprovadas

destacam que a produção excessiva de radicais livres acelera o envelhecimento do

corpo e podem causar doenças cardiovasculares, câncer e diabetes (LIGUORI et

al., 2018). Isso ocorre quando esses átomos reativos interagem com um ou mais



elétrons desemparelhados em sua camada externa e são formados pela

metabolização do oxigênio pelo organismo (CHANDRASEKARAN et al., 2017).

Assim, agentes antioxidantes protegem os sistemas biológicos da toxicidade dos

radicais livres e são extremamente importantes para manter a saúde do consumidor.

Dessa maneira, a literatura disponível, relata que o EPSs de BAL pode ser

um promissor substituto de antioxidantes sintéticos para evitar os efeitos colaterais

graves que podem ser produzidos por estes agentes químicos (TANG et al., 2017).

4. METODOLOGIA

4.1 PRODUÇÃO E EXTRAÇÃO DO EPS

O EPS 133v da linhagem Enterococcus sp. foi cultivado em Erlenmeyer,

contendo 500 mL de soro de queijo desproteinizado crescido em 24h na

temperatura de 30ºC. O soro de queijo utilizado no presente estudo foi obtido de um

laticínio localizado no Estado de Pernambuco, Brasil. Após esse período, a cultura

foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi coletado.

O açúcar total foi determinado pelo método do ácido fenol sulfúrico, que

resume-se à desidratação dos açúcares em meio ácido concentrado e posterior

formação de complexo dos mesmos com fenol. O sistema de reação compreende 1

mL de amostra e 1 mL de fenol ao qual se adiciona 5 mL de ácido sulfúrico

concentrado. Como a reação é exotérmica, é resfriada a temperatura ambiente

antes de fazer a leitura da absorbância a 490 nm (DUBOIS et al., 1956).

Para remover a proteína produzida durante o processo de fermentação,

descrito acima, 0,1 M de NaCl foi adicionado ao sobrenadante e mantido a 4°C

durante a noite centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante contendo

EPS foi tratado pela adição de 70% de etanol por 24h a 4°C. Ainda, foi centrifugado

novamente nas mesmas condições descritas acima e o volume coletado foi

dissolvido em água milli-Q (Millipore, Xangai, China) e liofilizado para obtenção do

EPS bruto.



4.2 TESTES DE ATIVIDADES ANTIOXIDANTES

4.2.1 Capacidade de eliminação do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A capacidade do EPS para eliminar o radical livre DPPH foi realizada de

acordo com SHIMADA et al., 1992. As amostras de EPS (0,2 - 2 mg/mL) a 0,5 mL

foram misturadas com 0,5 mL da solução de DPPH 0,1 mM (em etanol a 95%) e

reagiram no escuro por 30 min a temperatura ambiente. A absorbância foi medida a

517 nm. O branco foi preparado substituindo o EPS por metanol e o controle foi

utilizado o DPPH e etanol. O ácido ascórbico foi usado como controle positivo em

todos os ensaios antioxidantes. A capacidade do EPS de reduzir o DPPH foi

quantificada pelo uso da equação dada:

𝐷𝑃𝑃𝐻 (%) =  ( 1− 𝑂𝐷 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
𝑂𝐷 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 ) 𝑥 100

4.2.2 Capacidade de eliminação do radical hidroxila

A capacidade do EPS em eliminar o radical hidroxila foi medida com a reação

Fenton (ZHANG et al., 2013). A mistura de reação contendo 0,25 mL de verde

brilhante (0,435 mM), 0,50 mL de sulfato ferroso FeSO4 (0,5 mM), 0,375 mL de

peróxido de hidrogênio H2O2 (3,0%, p/v) e 0,25 mL de EPS (0,2 - 2 mg/mL) foi

incubada em temperatura ambiente por 20 min, e a absorbância foi medida a 624

nm. A atividade de eliminação de radicais hidroxila é expresso diante da fórmula

abaixo, onde: As é a absorbância na presença da amostra, A0 é a absorbância do

controle sem a amostra, e A é a absorbância sem a amostra e o sistema da reação

Fenton.

𝑂𝐻 (%) =  ( 𝐴𝑠 − 𝐴0
𝐴 − 𝐴0 ) 𝑥 100

4.2.3 Capacidade de eliminação do radical
2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico (ABTS)

O ensaio para avaliar a capacidade do EPS em eliminar o radical ácido

2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico (ABTS) foi realizado pelo método

descrito por WEI et al., 2018, com algumas modificações. A solução ABTS (7 mM)

foi misturada com persulfato de potássio (2,45 mM), reagindo no escuro à



temperatura ambiente por 16 h para produzir o radical livre ABTS. Posteriormente, a

solução ABTS foi diluída com etanol (95%) até uma absorbância de 734 nm. Em

seguida, amostras contendo 0,2 mL de EPS (0,2 - 2 mg/mL) foram adicionadas a 1

mL de solução ABTS e mantidas no escuro à temperatura ambiente por 20 min. A

leitura foi executada em espectrofotômetro a 734 nm. A atividade de eliminação do

radical ABTS foi conduzida utilizando a fórmula:

𝐴𝐵𝑇𝑆 (%) =  ( 1− 𝑂𝐷 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎
𝑂𝐷 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 ) 𝑥 100

4.2.4 Capacidade de eliminação do radical superóxido

A avaliação da capacidade do EPS em eliminar o radical O2- foi determinada

de acordo com o método de WANG et al., 2017 com pequenas modificações. Em

resumo, 0,25 mL de EPS (0,2 - 2 mg/mL) foi misturado com 1 mL de solução

tampão Tris-HCl (50 mM/pH 8,2), mantido a 25°C por 20 min. Em seguida, 0,1 mL

de solução de pirogalol (30 mM) foi adicionado e a mistura foi mantida a 25°C por 5

min. Por fim, 0,5 mL de HCl foi adicionado ao sistema para terminar a reação. O

espectrofotômetro foi calibrado com solução tampão Tris-HCl, e a absorbância foi

detectada em 325 nm. A atividade de eliminação do radical O2- foi calculada através

da fórmula abaixo, onde, A0 é a absorbância da reação de Tris-HCl com pirogalol,

A1 é a absorbância da solução EPS mais o O2-, e A2 é a absorbância da solução

tampão Tris-HCl e solução de amostra EPS.

 𝑂2−(%) = [ 1− (𝐴1 − 𝐴2)
𝐴0 ] 𝑥 100 

4.2 ANÁLISE ESTATÍSTICA

Todos os dados foram expressos como média ± desvio padrão e a análise

estatística foi realizada pelo método ANOVA, p < 0,05 foi reconhecido como

significativo. Os gráficos foram elaborados com o software GraphPad Prism 9.3.1.



5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

5.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO RADICAL DPPH

O DPPH é uma ferramenta amplamente aceita para estimar as atividades de

eliminação de radicais livres por antioxidantes, por ser um radical livre e estável.

Quando os radicais DPPH são capturados, a cor da mistura da reação muda de

roxo para amarelo. De acordo com a figura 02 (A), a capacidade antioxidante do

EPS aumenta conforme o aumento da concentração, exibindo uma tendência de

atividade proporcional às concentrações utilizadas. O EPS utilizado na concentração

mínima (0,2 mg/mL) apresentou 16% de atividade antioxidante e a máxima (2

mg/mL) com 27%. O controle positivo (ácido ascórbico) exibiu atividade antioxidante

acima de 85% nas mesmas concentrações (0,2 - 2 mg/mL).

JIA et al., 2019 reportou que a fração EPS purificada (A23-2 e A23-4) obtida

de E. faecium (WEFA23) exibiu atividade de eliminação de DPPH inferior a 20% na

concentração de 2 mg/mL. No entanto, em concentrações mais altas como de 5

mg/mL de EPS de E. faecium (MS79) obteve capacidade de eliminação de 76%

para esse mesmo radical (AYYASH et al., 2020). Diante disso, essa atividade

antioxidante pode ocorrer devido à presença de grupos funcionais do EPS que

podem doar elétrons para reduzir os radicais a uma forma mais estável ou reagir

com os radicais livres, se tornando um potencial agente para explorações

biotecnológicas e aditivos alimentares funcionais.

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO RADICAL HIDROXILA

O radical hidroxila (OH) é considerado o mais reativo dos intermediários,

formado quando H2O2 reage com a reação de Fenton (HALLIWELL et al., 1989). A

capacidade de eliminação do radical hidroxila foi medida de acordo com a reação

mencionada. O EPS 133v de Enterococcus sp. apresentou atividade antioxidante

apenas na concentração 2 mg/mL, apresentada na figura 02 (B). Indicando que sua

capacidade de eliminar o radical pode acontecer a partir dessa fração, ou seja, a

concentração de EPS teria que subir para que sua capacidade antioxidante

utilizando o radical hidroxila também fosse maior, mais uma vez demonstrando que

o potencial antioxidante do EPS avaliado está diretamente relacionado com sua



concentração na solução. Esse é um dado relevante quando se deseja avaliar

polissacarídeos para utilização em alimentos.

Ainda, esses resultados podem indicar que o EPS não obteve boa atividade

sequestrante do radical em concentrações menores, provavelmente devido à baixa

disponibilidade de doação de hidrogênio. Do mesmo modo que, o ácido ascórbico

(controle positivo) alcançou o máximo de 51% (2 mg/mL) de capacidade de

eliminação, reforçando que o radical hidroxila não apresentou sua melhor eficácia

nesse ensaio.

Outros resultados mostram que o EPS de Bacillus aerophilus (rk1) em

ensaios in vitro apresentaram captação do radical hidroxila a partir da concentração

0,5 mg/mL com valores acima de 20% (GANGALLA et al., 2021) .Além disso, MIN et

al., 2019 reportou 80% de atividade na concentração de 10 mg/mL por EPS de L.

plantarum (JLAU103). Diante disso, é importante ressaltar que há uma correlação

entre as propriedades antioxidantes do biopolímero com sua conformação, estrutura

e massa molecular de seus componentes monossacarídeos, o que leva a diferentes

EPSs apresentarem resultados distintos (MOHAMED et al., 2018).

5.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO RADICAL ABTS

A atividade antioxidante utilizando o radical ABTS é amplamente utilizada

para determinar a atividade antioxidante de componentes químicos (MA et al.,

2018). Os resultados obtidos da atividade antioxidante do EPS 133v para o radical

ABTS estão apresentados na figura 02 (C). De acordo com a figura, a atividade

seguiu o padrão de correlação das avaliações anteriores utilizando outros tipos de

radicais, ou seja, de forma dose-dependente. Na concentração de 0,2 mg/mL de

EPS foi observado um resultado de 56%, enquanto na concentração máxima de 2,0

mg/mL apresentou 72% da capacidade de eliminar o radical ABTS, isso

correspondeu a 74% e 96%, respectivamente da atividade do padrão ácido

ascórbico.

De acordo com os resultados apresentado por AYYASH et al., 2020, que

estudaram o EPS de E. faecium (MS79), na concentração de 10 mg/mL do citado

EPS foi obtido uma atividade de 44%, bem inferior ao resultado apresentado pelo

EPS 133v estudado, que na concentração de 2 mg/mL obteve 72% de atividade

antioxidante. Ademais, MIN et al., 2019 relatou que o EPS de L. plantarum



(JLAU103) em concentrações menores que 2 mg/mL não ultrapassaram 30% da

capacidade de eliminar o radical mencionado, e que atingiu o máximo de 65,5% na

concentração de 10 mg/mL, reafirmando a relevância destes resultados para futuras

aplicações. Diante disso, este ensaio do radical ABTS se torna bastante promissor,

pois foi obtido um ótimo aproveitamento, mesmo em baixas concentrações, no que

se diz respeito a sua capacidade antioxidante.

5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO RADICAL ÂNION SUPERÓXIDO

O ânion superóxido é considerado um oxidante altamente potente que pode

reagir com diversas biomoléculas, e tem potencial de causar danos aos tecidos

(PAN & MEI., 2010). As concentrações de EPS 133v (Enterococcus sp.) estudadas

foram capazes de eliminar o radical superóxido (O2-) acima de 40%, sendo 0,5

mg/mL a maior delas com 47% de capacidade de eliminação, conforme mostrado na

figura 02 (D). O controle positivo apresentou 86% de atividade na concentração

mínima (0,2 mg/mL), enquanto na máxima obteve 99% (2 mg/mL).

De acordo com ABDHUL et al., 2014, o EPS de E. faecium (BDU7) na

concentração de 2 mg/mL, apresentou capacidade de eliminação do radical ânion

superóxido abaixo dos 20%, menor quando comparamos com os resultados aqui

mostrados. No entanto, os resultados desenvolvidos por ADESULU-DAHUNSI et al.,

2018, que extraiu o EPS produzido por Weissella cibaria (GA44), utilizando o dobro

da concentração (4 mg/mL), mostrou atividade antioxidante de 77%. Isso mostra

que, ainda assim, há um grande potencial do EPS 133v produzido por Enterococcus

sp. utilizado neste estudo, pois foi necessária uma baixa concentração de EPS (0,5

mg/mL) para se obter uma boa atividade sequestrante do radical em questão (47%).

Essa atividade de eliminação do radical de ânion superóxido (O2-) é capaz de

retardar as reações de degradação oxidativa, ou seja, reduzem a velocidade da

oxidação por um ou mais mecanismos, como inibição de radicais livres, o que indica

uma fonte natural alternativa com potencial atividade antioxidante deste EPS 133v

produzido por uma linhagem de Enterococcus sp. Sendo assim, e de acordo com a

literatura consultada, os resultados obtidos para o EPS analisado são promissores

não só para esse radical como também para os avaliados anteriormente e descritos

nos tópicos acima.



Figura 02. Atividades antioxidantes do EPS 133v (Enterococcus sp.). (A) Capacidade de eliminação
do radical DPPH. (B) Radical hidroxila. (C) Radical ABTS. (D) Radical ânion superóxido. Ácido
ascórbico como controle positivo em todos os ensaios. Os resultados apresentaram significância
p < 0,05.

6. CONCLUSÃO

Os testes in vitro têm se mostrado importantes ferramentas que auxiliam na

busca por substâncias bioativas, bem como na seleção de matéria-prima para

pesquisas que substituam os produtos sintéticos e diminuam os efeitos colaterais.

Nesse cenário, uma nova abordagem que represente o desenvolvimento de

microrganismos exercendo atividades antioxidantes e neutralizando o estresse

oxidativo no hospedeiro pode ser promissora. Os exopolissacarídeos de BAL têm

alto potencial para desenvolvimento de ingredientes alimentares funcionais ou



aditivos com benefícios econômicos e para a saúde. Neste trabalho, os ensaios

antioxidantes in vitro do EPS 133v produzido por Enterococcus sp. mostrou fortes

propriedades antioxidantes, principalmente para os radicais DPPH, ABTS e

superóxido, apresentando alto potencial de exploração biotecnológica e industrial,

sobretudo no setor alimentício, o que sugere ser uma fonte natural alternativa

vantajosa frente aos interesses do consumidor.
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