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RESUMO 

 

A exsudação de ácidos orgânicos pelas plantas e microrganismos é uma estratégia 

importante de adaptação ao ambiente envolvendo a solubilização de espécies 

insolúveis de fósforo e micronutrientes e a redução da toxidez de Al3+. Pode, ainda, 

contribuir para regulação da comunidade microbiana e para inibição de crescimento 

de plantas concorrentes. O objetivo desse trabalho foi o de estabelecer um 

procedimento para determinação de ácidos orgânicos em amostras de interesse 

agronômico e ambiental utilizando a técnica de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE). Foram analisados exsudados provenientes de diferentes bactérias 

solubilizadoras de fósforo e combinação das mesmas em meio de cultura. Foi 

utilizada uma coluna Rezex-ROA de exclusão iônica, específica para análise de 

ácidos orgânicos, preenchida com esferas de poliestireno-divinilbenzeno sulfonado e 

contendo a forma iônica H+. Como fase móvel uma solução aquosa de H2SO4 0,005 

mol/L e fluxo de 0,6 mL/min a pH 3,0. Foi identificada nas amostras a presença dos 

seguintes ácidos: acético, oxálico, cítrico, glucônico, málico, succínico, fumárico e 

propiônico nas faixas de concentração entre 5 e 6000 mg L-1.  O ácido mais 

abundante foi o glucônico, presente em 100% das amostras. A mistura de bactérias 

não altera significativamente a produção de ácidos orgânicos em comparação com o 

cultivo isolado. O procedimento adotado apresentou boa reprodutibilidade tanto 

qualitativa quanto quantitativamente e pode ser empregado para determinação de 

ácidos orgânicos em amostras de interesse agronômico e ambiental. 
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1.   INTRODUÇÃO 

1.1.   Ácidos orgânicos e a interação planta-solo-microrganismos 

As plantas e os microrganismos presentes no solo estão em constante 

interação entre si. As substâncias químicas liberadas tanto pelas raízes das plantas 

como pelos microrganismos são responsáveis por essa interação e são conhecidas 

como exsudados. Numa mesma planta, partes diferentes da raiz poderão contribuir 

para o crescimento de microrganismos ou combate-los, o que acarreta em 

mudanças na exsudação radicular, tanto qualitativa quanto quantitativamente (Yang 

e Crowley, 2000).  

A composição dos exsudados, via de regra, segue a composição encontrada 

no citoplasma das plantas. Azaizeh et al. (1995) encontraram, portanto, 

principalmente açúcares, ácidos orgânicos, aminoácidos e fenóis em amostras de 

exsudados de milho. É possível indicar que a composição dos exsudados sofra 

alguma alteração para que a planta se adapte ao ambiente uma vez que as mesmas 

são organismos sésseis.  

Em ambientes tropicais é comum a escassez nutricional devido ao 

intemperismo intenso das rochas e a adsorção de elementos químicos com os 

óxidos, hidróxidos e oxihidróxidos de ferro e de alumínio (Almeida e Velloso, 1982) 

abundantes nesses ambientes. Além disso, a absorção contínua de nutrientes pelas 

raízes cria uma zona de depleção nutricional de 1 a 3 mm a partir da superfície da 

raiz, onde o gradiente de concentração de nutrientes tem difusão lenta e a 

concentração de fósforo, por exemplo, pode diminuir de 5 a 10 vezes em relação a 

solução do solo longe da influência da raiz  (Kuzyakov e Xu, 2013). A exsudação de 

ácidos orgânicos é uma estratégia importante para a adaptação e sobrevivência da 

planta (Jones et al., 2004). 

Dentre as atividades destes ácidos na rizosfera, encontram-se: a solubilização 

e disponibilização de espécies insolúveis de fósforo e micronutrientes (Marschener 

et al.,1998); redução da toxidez do solo, principalmente devido à presença de Al3+ 

(Taylor, 1988; Kochian, 1995; Kidd et al., 2001); regulação da comunidade 

microbiana e inibição do crescimento de plantas concorrentes (Nardi et al., 2000). 

Os microrganismos que fazem algum tipo de interação benéfica com a planta 

são beneficiados pelos produtos da fotossíntese que fornecem energia (açúcares 

solúveis) para o seu metabolismo. Por outro lado, podem contribuir para o 
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crescimento das plantas liberando compostos similares aos hormônios, fixando 

nitrogênio atmosférico ou exsudando ácidos orgânicos e aumentando a solubilidade 

de formas de fósforo e outros elementos químicos essenciais (Olivares, 2009). 

A agricultura baseada em processos biológicos precisa entender os 

fundamentos que regulam os fluxos de massa e energia entre as plantas e 

microrganismos. O solo e sua complexidade, assim como a baixa concentração dos 

exsudados, constituem uma barreira metodológica importante no desenvolvimento 

das técnicas de avaliação desses fluxos. O trabalho em meio hidropônico ou em 

outros meios de crescimento podem simplificar o estudo e permitir a obtenção de 

uma avaliação bem aproximada quando usados métodos adequados tais como a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE ou HPLC, em inglês). 

 

1.2.   Metodologias para detecção de ácidos orgânicos em CLAE 

A cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) ou High performance liquid 

chromatography (HPLC) tem sido utilizada em muitos trabalhos para a detecção de 

ácidos orgânicos em amostras de diferentes procedências, inclusive na análise de 

exsudados de raízes (Jianbo et al., 1998, 1999). Ela tem a capacidade de realizar 

separações e análises quantitativas de uma grande quantidade de compostos 

presentes em vários tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, 

com alta resolução, eficiência e sensibilidade (Collins e Guimarães, 1988). 

Para detecção e quantificação de ácidos orgânicos por CLAE, pode ser usada 

uma coluna do tipo Octadecil Silano, ou simplesmente C18, que possui vasta 

aplicabilidade analítica e serve para separações em fase reversa. O recheio da 

coluna é feito de gel de sílica com diversos grupos funcionais hidrofóbicos, sendo o 

mais comum o octadecil. Sendo assim, a separação está diretamente ligada à 

diferença de polaridade entre os compostos da amostra. Compostos mais polares 

sairão primeiro para o detector, e compostos menos polares terão maior interação 

com a fase estacionária, ficando assim retidos na coluna por mais tempo. Como os 

ácidos orgânicos são muito polares essa coluna apresenta alguma dificuldade 

quando estão presentes muitos ácidos orgânicos diferentes numa amostra ou 

quando não se conhece previamente a natureza química da amostra. Normalmente, 

as fases móveis utilizadas para análises na C18 são misturas de tampões aquosos 

com solventes polares, como metanol e acetonitrila.  
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Pode-se também utilizar uma coluna de exclusão iônica, como a Rezex-ROA. 

Ela é preenchida com esferas de poliestireno-divinilbenzeno sulfonado e contém a 

forma iônica H+, indicada exatamente para análise de ácidos orgânicos. Esta 

técnica, na realidade, tem sido comumente utilizada para a separação de espécies 

moleculares, e não de íons. O processo de separação neste tipo de cromatografia 

está baseado em diferenças de tamanho molecular, formato estrutural e carga. 

Espécies completamente dissociadas são excluídas da fase estacionária e ânions 

são repelidos pela carga negativa da superfície, e ambos não sofrerão separação 

cromatográfica. As figuras 1 e 2 representam esquematicamente a formação da 

membrana de Donnan a partir dos grupos sulfonados carregados negativamente, e 

como ocorre a exclusão de íons indesejáveis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Esquema representativo de uma coluna de exclusão iônica (Fonte: www.chromacademy.com). 

Figura 2 - Superfície da fase estacionária. Ânions são repelidos, e as moléculas de interesse são direcionadas para o interior da 
membrana de Donnan (Fonte: www.chromacademy.com). 

Fase móvel 

Membrana de Donnan 

Líquido no interior da membrana 

Resina 
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Outro aspecto importante a ser destacado é a escolha da fase móvel. Nota-

se, nos trabalhos já realizados com ácidos orgânicos em CLAE, a utilização de 

modificadores ácidos, sejam eles orgânicos (acético ou fórmico) ou minerais (ácido 

sulfúrico ou ácido fosfórico) na fase móvel, que passa a ter um pH em torno de 2-3. 

Quando o analito que se deseja separar é um ácido orgânico, a tendência é que haja 

um equilíbrio entre o próprio ácido e sua forma ionizada, o que acarretaria, na 

prática, a presença de um pico alargado no cromatograma, devido a uma pequena 

variação no tempo de retenção de cada uma das formas presentes. Para corrigir 

este problema, adiciona-se um modificador ácido na fase móvel, que desloca o 

equilíbrio no sentido do ácido protonado. Assim, tem-se apenas um pico fino e 

melhor definido (Borges et al., 2012). 

 

1.3.   Transições eletrônicas e absorções na faixa de ultravioleta (UV) 

Para que seja feita uma boa escolha do comprimento de onda utilizado nas 

análises com o detector de UV, torna-se necessário o entendimento do fenômeno de 

absorção de luz, comum também a outros métodos espectroscópicos. A região do 

espectro de ultravioleta que é importante do ponto de vista estrutural vai de cerca de 

200 nm a 380 nm, também chamada de UV próximo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A energia de uma determinada radiação eletromagnética está relacionada ao 

seu comprimento de onda, como demonstra a equação, 

E = hc /  , 

na qual h é a constante de Planck, c é a velocidade da luz e  é o 

comprimento de onda da radiação. Quando uma molécula absorve a energia na 

Figura 3 - Espectro eletromagnético. 
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região do UV, ocorre uma transferência de elétrons de um orbital molecular 

ocupado, que normalmente é orbital não-ligante n ou orbital ligante π, para um 

orbital antiligante (σ* ou π*). Dessa forma, as transições são representadas como a 

seguir: π  π*. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Os grupos representados na Figura 4, e que absorvem a radiação ultravioleta, 

são denominados cromóforos. As duplas ligações entre carbonos, conjugadas ou 

não, e as ligações duplas entre carbono e oxigênio tem em comum a presença de 

elétrons de valência com energias de excitação relativamente baixas. Os ácidos 

orgânicos, em sua estrutura, possuem esses cromóforos, seja pela presença de 

anéis aromáticos ou pela própria carboxila, que caracteriza este grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Transições eletrônicas e seus níveis energéticos (Assis, 2013) 

Figura 5 - Estruturas moleculares dos ácidos fumárico e salicílico. 
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Sendo assim, a faixa de comprimento de onda mais utilizada, e de forma 

eficiente, para análise de ácidos orgânicos no UV varia entre 200 nm e 215 nm. 

1.4.   Revisão da literatura dos métodos utilizados para análise de ácidos 

orgânicos por CLAE 

Para que fosse testada e escolhida uma metodologia eficiente, foi realizado 

estudo prévio dos diferentes métodos já utilizados em análises qualitativas e 

quantitativas de ácidos orgânicos em amostras de diferentes matrizes, todas elas 

utilizando a técnica de CLAE. A Tabela 1 a seguir descreve, resumidamente, alguns 

desses trabalhos com seus respectivos métodos. 

 

Tabela 1 - Metodologias utilizadas para análise de ácidos orgânicos em CLAE. 

Matriz da 
amostra 

Ácidos 
orgânicos 
analisados 

Coluna 
utilizada 

Fase móvel 
utilizada 

Detecção UV 

() 
Referência 

Exsudados de 
raízes de milho 

Málico, cítrico, 
succínico e t-

aconítico 

GROM-SIL C-
18, 250x4 mm 

Solução 18 
mmol/L de 

KH2PO4 
215 nm 

Campos et al. 
(2002) 

Amostras de 
café da Etiópia e 

cultivares de 
café arábica 

Quínico, málico e 
cítrico 

Rezex ROA H+ 
(8%), 300x7,8 

mm 

Solução de 
H2SO4 0,005 N 

210 nm 
Scholz et al. 

(2015) 

Amostras de 
vinho 

Tartárico, málico, 
cítrico, lático e 

succínico 

C-18, 250x4,6 
mm 

Solução de 
H3PO4 0,12% e 

acetonitrila 0,1% 
212 nm 

Lima et al. 
(2010) 

Amostras de 
rizosfera de 

cafeeiro 

Cítrico, oxálico, 
acético, butírico 

e propiônico 

C-18, 250x4,6 
mm 

Solução de 
H3PO4 0,1% 

230 nm 
Silva et al. 

(2002) 

Amostras de 
rizosfera de 

plantas daninhas 

Acético, butírico, 
cítrico, oxálico e 

propiônico 

C-18 de fase 
reversa 

Solução de 
H3PO4 0,1% 

230 nm 
Silva et al. 

(2001) 

Amostras de 
resíduos de 
plantas de 
cobertura 

Oxálico, cítrico, 
tartárico, trans-

aconítico, málico 
e fumárico 

Aminex-HPX-
87H (BioRad) 

Solução de 
H2SO4 0,005 

mol/L 
210 nm 

Amaral et al. 
(2004) 

Extratos de 
Capsella bursa-

pastoris 

Oxálico, cítrico, 
málico, quínico, 

chiquímico e 
fumárico 

Nucleogel Ion 
300 OA 

Solução de 
H2SO4 0,01 N 

214 nm 
Grosso et al. 

(2011) 

Extratos de 
variedades 

comerciais de 
uva 

Cítrico, málico e 
tartárico 

C-18 250x4,6 
mm 

Solução de 
H2SO4 0,0085 N 

195 nm 
Muñoz-Robredo 

et al. (2011) 

 

Nota-se que em apenas um dos trabalhos descritos foi utilizada a coluna 

Rezex-ROA. A maior parte dos trabalhos utiliza colunas C-18, sendo que já se 

conhecia a composição básica das amostras. Neste presente trabalho, a coluna 

Rezex-ROA foi escolhida por ser específica para análise de ácidos orgânicos, e 

porque não se conhecia completamente as amostras. Dessa forma, foi eliminada a 

presença de picos que não estivessem relacionados à presença de ácidos 

orgânicos. 
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2.   OBJETIVOS 

2.1.   Objetivo geral 

Desenvolver um protocolo para análise de ácidos orgânicos exsudados por 

plantas e bactérias utilizando a técnica de CLAE. 

2.2.   Objetivos específicos 

 1 – Compreender a importância da exsudação de ácidos orgânicos por 

plantas e bactérias na interação entre elas e no crescimento vegetal; 

 2 – Avaliar diferentes metodologias para detecção de ácidos orgânicos por 

CLAE; 

 3 – Compreender a importância da técnica de CLAE em análises de interesse 

agronômico e ambiental; 

 4 – Avaliar modificações no perfil de exsudação de ácidos orgânicos em 

bactérias promotoras do crescimento vegetal isoladas e combinadas em pares. 

 

 

3.   METODOLOGIA 

3.1.   Condições cromatográficas 

Foi utilizado o sistema RP-HPLC YoungLin Acme 9000 (Seul, Korea) que 

consiste de dois detectores em série, um UV-Vis (YoungLin) operando a 210nm e 

um Índice de Refração; uma bomba isocrática, um injetor automático e um loop de 

100 μL para injeção manual da amostra. Foram programadas injeções de 20 μL de 

cada amostra. O sistema estava acoplado a um computador, que processa os dados 

pelo software Autochro 3000. Utilizou-se a coluna Rezex-ROA Organic Acid H+ (8%), 

de dimensões 300 x 7,8 mm. Foram testadas duas fases móveis diferentes: solução 

de H2SO4 0,005 mol/L em água Mili-Q (ultrapura) e solução de H3PO4 0,1% em água 

Milli-Q (ultrapura), ambas filtradas em filtro de membrana HA em ésteres de celulose 

(47 mm). No início dos testes, foi utilizada uma coluna Rezex-ROA com considerável 

tempo de uso. Foram feitos alguns testes variando-se a fase móvel e o comprimento 

de onda no detector de ultravioleta.  Metodologias de limpeza e regeneração da 

coluna também foram trabalhadas. Em seguida, a coluna foi substituída por uma 

Rezex-ROA nova, ainda não utilizada. Foi escolhida a fase móvel de H2SO4 0,005 

mol/L em água Milli-Q (ultrapura), filtrada em filtro HA em ésteres de celulose (47 

mm), com fluxo de 0,6 mL/min.  
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3.2.   Preparo dos padrões e das curvas analíticas 

Para determinação do tempo de retenção de cada ácido orgânico analisado, 

foram injetados padrões dissolvidos em água Mili-Q (ultrapura) em concentrações 

variadas. Os ácidos oxálico, cítrico, succínico, glucônico, málico, propiônico e 

fumárico foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, USA). O ácido acético utilizado 

foi da Vetec Química Fina (Rio de Janeiro, Brasil). Em seguida, foram injetados 

também os ácidos em conjunto, para verificação das condições de separação 

cromatográfica. Para fins de caracterização quantitativa das amostras, foram 

construídas curvas de calibração (concentração versus área do pico) para cada um 

dos ácidos identificados através da comparação com o tempo de retenção dos picos 

padrões. Em cada curva, foram utilizadas quatro concentrações diferentes, e as 

análises foram feitas em duplicata. 

 

3.3.   Preparo das amostras 

Foram analisadas amostras de exsudados de nove bactérias diferentes, 

individualmente e em combinações. Para fins de identificação, as amostras foram 

nomeadas da seguinte forma: B1, B2, B3, B6, B7, B8, B10, B12 e B13, onde cada 

número representa uma bactéria diferente. As bactérias foram cultivadas em meio 

Agar Nutriente. Após 24h, uma alçada foi transferida para tubo Falcon contendo 

meio líquido Caldo Nutritivo (composição: Beef Extract, Enzymatic digest of gelatin) e 

deixada overnight. Depois de crescidas overnight, as bactérias foram transferidas 

para o meio líquido NBRIP (meio utilizado para solubilizadoras de fosfato). Em 

seguida, as amostras foram filtradas, centrifugadas e congeladas. Antes de serem 

analisadas, elas foram homogeneizadas, e uma alíquota de 1,5 mL foi novamente 

centrifugada numa centrífuga Datamed Thermo Scientific Fresco 17. O 

sobrenadante foi transferido para o vial e inserido no amostrador automático do 

equipamento. Todas as amostras analisadas encontravam-se numa faixa de pH 

entre 4 e 5. 
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4.   RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1.   Tempo de retenção dos ácidos 

Na etapa de identificação dos tempos de retenção de cada um dos ácidos, o 

primeiro passo foi injetá-los individualmente. Enquanto foi utilizada uma coluna 

Rezex-ROA mais antiga, esse objetivo não foi atingido. O trabalho foi iniciado com 

uma fase móvel de H3PO4 0,1% em água Milli-Q (ultrapura), e em seguida alterada 

para a fase móvel de H2SO4 0,005 mol/L em água Milli-Q (ultrapura), porém sem 

alteração nos resultados obtidos. Os cromatogramas apresentavam, para todos os 

ácidos, apenas um pico num mesmo tempo de retenção. Foram testadas 

metodologias de limpeza e regeneração da coluna, que também não alteraram os 

resultados. Sendo assim, a coluna foi trocada por uma nova, que ainda não havia 

sido utilizada. Nesta nova tentativa, foi utilizada a fase móvel de H2SO4. Já nos 

primeiros testes, foram obtidos cromatogramas com boa resolução. Os tempos de 

retenção de oito ácidos orgânicos foram identificados separadamente, e em seguida 

foram misturados numa mesma solução para verificarmos a eficiência de separação 

da coluna. 

Como o equipamento fornece dados de absorção no ultravioleta em apenas 

um comprimento de onda, e não em varredura, alguns ácidos apresentaram 

intensidades muito maiores do que outros, mesmo estando em concentrações bem 

menores. Entende-se que nem todos os ácidos analisados apresentam absorção 

máxima no comprimento de onda utilizado (210 nm). Logo, não apresentarão picos 

tão intensos quanto outros, mesmo que as concentrações sejam muito maiores. 

A figura 6 apresenta o cromatograma obtido para a mistura dos oito ácidos 

analisados, e a tabela 2 apresenta os tempos de retenção de cada um deles, a 

concentração em que estavam (seguida do desvio padrão) e também o coeficiente 

de variação obtido. 
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Tabela 2 - Tempo de retenção (TR) em minutos e concentração (mg/L) de cada ácido na mistura. Valores de média (n=3) 
seguidos do desvio padrão (±SD) e coeficiente de variação (CV=SD*100/média). 

Número Ácido TR (min) Concentração (mg/L) CV 

1 Oxálico 7.37 38,9 ± 0,4 1,0 % 

2 Cítrico 9.32 377,3 ± 0,4 0,1 % 

3 Glucônico 9.95 1688,8 ± 7,0 0,4 % 

4 Málico 11.08 813,6 ± 4,8 0,6 % 

5 Succínico 13.83 2026,0 ± 3,6 0,2 % 

6 Acético 16.55 2655,4 ± 2,0 0,1 % 

7 Fumárico 18.03 15,2 ± 0,1 0,7 % 

8 Propiônico 19.55 1507,7 ± 2,4 0,2 % 

 

4.2.   Curvas de calibração 

Conhecendo-se os tempos de retenção dos ácidos, o segundo passo foi 

realizar análises dos ácidos em diferentes concentrações, verificando assim se 

haveria proporcionalidade entre concentração e intensidade / área dos picos. Dessa 

forma, foram construídas também curvas de calibração para cada um dos oito 

ácidos utilizados. Foi possível observar uma boa resposta do equipamento às 

variações de concentração realizadas, e consequente linearidade nas curvas de 

calibração. As figuras 7 e 8 apresentam os cromatogramas obtidos para os ácidos 

1 

2 

3 

4 
5 

6 
7 

8 

Figura 6 - Cromatograma da mistura de ácidos (fase móvel H2SO4 0,005 mol/L, fluxo 0,6 mL/min, UV 210 nm). 
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acético e glucônico, como exemplo, em diferentes concentrações, e a tabela 3 

descreve as curvas de calibração que foram utilizadas em cada caso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Cromatogramas de ácido acético em diferentes concentrações. 

Figura 8 - Cromatogramas de ácido glucônico em diferentes concentrações. 
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Tabela 3 - Curvas de calibração utilizadas (concentração VS área do pico). 

Ácido Equação da reta R2 Concentrações (mg L-1) 

Oxálico y = 14,3465x - 2,4480 0,9994 10, 20, 30, 40 

Cítrico y = 2,0692x - 4,8461 0,9994 20, 100, 300, 500 

Glucônico y = 1,2219x - 228,4029 0,9979 
250, 2250, 4250, 6250, 

8250 

Málico y = 1,7067x - 76,9196 0,9971 100, 900, 1500, 2250 

Succínico y = 1,1471x - 1,0265 0,9999 200, 500, 1500, 2500 

Acético y = 1,4951x - 89,8599 0,9729 100, 300, 500, 700, 900 

Fumárico y = 263,9870x - 253,8608 0,9916 2, 10, 20, 30 

Propiônico y = 1,3007x - 23,2489 0,9991 50, 100, 200, 300, 400 

 

4.3.   Análise das amostras bacterianas 

Com a metodologia bem definida e com os resultados satisfatórios tanto 

qualitativa quanto quantitativamente, o passo seguinte foi analisar as amostras de 

exsudados bacterianos, avaliando os ácidos que estavam presentes e suas 

respectivas concentrações. As figuras 9 e 10 apresentam os cromatogramas obtidos 

para as bactérias isoladas, e as figuras 11 e 12 para as combinações utilizadas. 
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Figura 9 - Cromatogramas das amostras de bactérias isoladas e controle (1 = oxálico / 2 = cítrico / 3 = glucônico / 
4 = málico / 5 = succínico / 6 = acético / 7 = fumárico / 8 = propiônico). 
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Figura 10 - Cromatogramas das amostras de bactérias isoladas (continuação) (1 = oxálico / 2 = cítrico / 3 = glucônico / 
4 = málico / 5 = succínico / 6 = acético / 7 = fumárico / 8 = propiônico). 

Figura 11 - Cromatogramas das amostras de bactérias combinadas (1 = oxálico / 2 = cítrico / 3 = glucônico / 4 = málico / 
5 = succínico / 6 = acético / 7 = fumárico / 8 = propiônico). 
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Figura 12 - Cromatogramas das amostras de bactérias combinadas (continuação) (1 = oxálico / 2 = cítrico / 3 = glucônico / 
4 = málico / 5 = succínico / 6 = acético / 7 = fumárico / 8 = propiônico). 
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Tabela 4 – Principais picos detectados nas amostras de meio de cultura das diferentes bactérias (B) e possível identificação 
por comparação com o tempo de retenção (TR) em relação aos padrões. Concentração média ± desvio padrão (n = 2). 

Amostra (bactérias 
isoladas) 

TR (min) Possível ácido Concentração (mg L-1) 

B1 

9,68 Glucônico 3298,6 ± 43,0 

10,41 Málico 561,5 ± 23,6 

14,01 Succínico 386,2 ± 14,6 

16,67 Acético 478,9 ± 1,7 

19,6 Propiônico 174,1 ± 1,6 

B2 

8,55 Cítrico 218,2 ± 0,5 

9,65 Glucônico 4309,5 ± 10,7 

10,42 Málico 173,6 ± 1,0 

16,65 Acético 440,4 ± 0,2 

18,17 Fumárico 22,8 ± 0,1 

19,63 Propiônico 269,2 ± 9,8 

B3 

8,57 Cítrico 302,9 ± 1,8 

9,65 Glucônico 2926,5 ± 3,8 

10,43 Málico 860,3 ± 2,9 

16,67 Acético 533,3 ± 2,0 

18,25 Fumárico 8,1 ± 0,1 

19,63 Propiônico 175,8 ± 0,6 

B6 

7,45 Oxálico 15,3 ± 0,9 

8,57 Cítrico 209,2 ± 7,8 

9,67 Glucônico 4847,9 ± 25,6 

10,43 Málico 391,6 ± 14,4 

16,67 Acético 288,5 ± 10,3 

18,22 Fumárico 16,1 ± 0,2 

19,63 Propiônico 232,6 ± 2,6 

B7 

7,43 Oxálico 12,0 ± 0,7 

8,58 Cítrico 202,8 ± 12,7 

9,67 Glucônico 4669,9 ± 33,4 

10,4 Málico 183,5 ± 17,7 

16,67 Acético 376,5 ± 3,4 

18,28 Fumárico 22,1 ± 0,1 

19,62 Propiônico 330,0 ± 19,2 

B8 

7,45 Oxálico 11,2 ± 0,5 

8,53 Cítrico 129,3 ± 1,1 

9,68 Glucônico 5450,7 ± 16,0 

10,48 Málico 206,9 ± 1,2 

16,63 Acético 358,1 ± 1,3 

17,93 Fumárico 11,8 ± 0,2 

19,63 Propiônico 291,2 ± 8,8 
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Tabela 4 (continuação) - Principais picos detectados nas amostras de meio de cultura das diferentes bactérias (B) e possível 
identificação por comparação com o tempo de retenção (TR) em relação aos padrões. Concentração média ± desvio padrão (n 
= 2). 

Amostras (bactérias 
isoladas) 

TR (min) Possível ácido Concentração (mg L-1) 

B10 

7,45 Oxálico 11,1 ± 0,3 

8,53 Cítrico 185,5 ± 6,2 

9,67 Glucônico 4236,7 ± 40,5 

10,48 Málico 182,5 ± 12,9 

16,63 Acético 408,4 ± 6,0 

17,92 Fumárico 20,7 ± 0,1 

19,62 Propiônico 267,1 ± 17,7 

B12 

8,67 Cítrico 53,8 ± 13,7 

9,83 Glucônico 1012,4 ± 20,0 

10,65 Málico 159,1 ± 8,0 

18,2 Fumárico 4,0 ± 0,1 

19,63 Propiônico 410,5 ± 1,4 

B13 

8,68 Cítrico 176,0 ± 9,5 

9,85 Glucônico 3972,5 ± 8,4 

10,65 Málico 352,3 ± 3,6 

16,65 Acético 418,2 ± 12,2 

18,15 Fumárico 8,5 ± 0,1 

19,63 Propiônico 277,0 ± 1,9 
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Tabela 5 - Principais picos detectados nas amostras de meio de cultura nas diferentes combinações de bactérias (B) e possível 
identificação por comparação com o tempo de retenção (TR) em relação aos padrões. Concentração média ± desvio padrão (n 
= 2). 

Amostras (bactérias 
combinadas) 

TR (min) Possível ácido Concentração (mg L-1) 

B1+B3 

8,68 Cítrico 227,0 ± 6,8 

9,85 Glucônico 2525,6 ± 34,6 

10,67 Málico 1549,6 ± 20,6 

16,65 Acético 346,3 ± 0,9 

18,22 Fumárico 9,3 ± 0,1 

19,63 Propiônico 166,4 ± 15,1 

B1+B12 

8,7 Cítrico 158,7 ± 11,9 

9,87 Glucônico 3692,2 ± 27,4 

16,65 Acético 394,7 ± 2,4 

19,63 Propiônico 425,5 ± 1,8 

B2+B10 

8,78 Cítrico 169,9 ± 12,4 

9,9 Glucônico 3822,3 ± 53,0 

10,65 Málico 178,6 ± 12,2 

16,68 Acético 418,1 ± 0,8 

18,53 Fumárico 20,4 ± 0,1 

19,63 Propiônico 332,2 ± 17,0 

B2+B12 

8,48 Cítrico 680,6 ± 10,0 

9,58 Glucônico 2747,9 ± 22,1 

10,38 Málico 3200,3 ± 35,6 

19,55 Propiônico 186,0 ± 1,5 

B3+B6 

8,72 Cítrico 194,3 ± 4,2 

9,85 Glucônico 3230,9 ± 1,3 

10,6 Málico 174,3 ± 4,8 

16,63 Acético 368,5 ± 0,3 

18,4 Fumárico 16,7 ± 0,1 

19,58 Propiônico 247,8 ± 17,2 

B3+B10 

8,42 Cítrico 211,0 ± 10,5 

9,5 Glucônico 3265,3 ± 15,4 

16,65 Acético 420,6 ± 6,4 

17,98 Fumárico 14,7 ± 0,5 

19,62 Propiônico 206,1 ± 11,7 

B6+B7 

8,78 Cítrico 192,5 ± 5,5 

9,9 Glucônico 3959,4 ± 24,6 

10,63 Málico 140,2 ± 6,6 

16,67 Acético 409,1 ± 2,1 

18,52 Fumárico 19,3 ± 0,2 

19,63 Propiônico 334,8 ± 15,0 
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Tabela 5 (continuação) - Principais picos detectados nas amostras de meio de cultura nas diferentes combinações de 
bactérias (B) e possível identificação por comparação com o tempo de retenção (TR) em relação aos padrões. Concentração 
média ± desvio padrão (n = 2). 

Amostras (bactérias 
combinadas) 

TR (min) Possível ácido Concentração (mg L-1) 

B8+13 

8,32 Cítrico 163,3 ± 8,0 

9,42 Glucônico 4582,2 ± 11,6 

10,2 Málico 317,4 ± 18,0 

16,57 Acético 370,7 ± 0,9 

17,83 Fumárico 7,2 ± 0,1 

19,53 Propiônico 276,6 ± 8,0 

B13+10 

8,32 Cítrico 181,6 ± 3,0 

9,43 Glucônico 4243,4 ± 8,2 

10,23 Málico 244,5 ± 3,1 

16,6 Acético 413,0 ± 0,6 

17,72 Fumárico 13,2 ± 0,1 

19,58 Propiônico 221,5 ± 6,1 

 

 

Os pequenos desvios no tempo de retenção em relação aos padrões 

analisados em alguns cromatogramas era esperado uma vez que podem ser 

observadas pequenas variações no pH entre uma amostra e outra. 

O ácido orgânico mais abundante nas amostras, e que estava presente em 

todas elas, foi o ácido glucônico, chegando a mais de 4000 mg L-1 em alguns casos. 

Outros ácidos, como o fumárico e o cítrico, foram detectados em concentrações 

muito menores. O primeiro esteve quase sempre presente numa faixa de 5 mg L-1 a 

15 mg L-1.  

Comparando-se os cromatogramas, pode-se verificar que as amostras de 

bactérias isoladas, em sua maioria, apresentaram mais semelhanças do que 

diferenças em sua exsudação. O perfil das amostras B1 e B3 foram os que mais se 

diferenciaram, com elevada concentração de ácido málico não identificada nas 

demais. O ácido málico também foi encontrado em concentrações mais elevadas na 

combinação entre estas duas bactérias. A bactéria B12 foi a que menos exsudou 

ácidos orgânicos, o que também foi verificado nas combinações em que esta 

bactéria estava presente (B1 + B12 e B2 + B12).  

Nas demais combinações, o perfil dos exsudados se aproximou das amostras 

de bactérias isoladas, tanto nos ácidos presentes quanto nas concentrações em que 

se encontravam, com algum aumento de concentração do ácido glucônico em 

alguns casos.  
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5.   CONCLUSÃO 

 

A metodologia utilizada para analisar ácidos orgânicos no sistema RP-HPLC 

YoungLin Acme 9000 (Seul, Korea), com a coluna Rezex-ROA nas condições 

cromatográficas estabelecidas mostrou-se eficiente tanto qualitativamente quanto 

quantitativamente. Portanto, foi possível identificar e quantificar ácidos orgânicos 

presentes em amostras de exsudados bacterianos, e infere-se que também possa 

ser utilizada na análise de exsudados de plantas com o mesmo propósito. O 

entendimento dos fundamentos que regulam a exsudação tanto de plantas quanto 

de microrganismos e sua composição é essencial para a agricultura baseada em 

processos biológicos, e a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência é uma 

importante ferramenta para a busca desse objetivo. 
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