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Introducao

Acetobacter diazotrophicus (antiga denominacao de
Gluconacetobacter diazotrophicus) é uma bactéria Gram
negativa capaz de fixar nitrogénio atmosférico e utilizar o
monossacaridio glicose como fonte de carbono. O
metabolismo utilizado para esta obtencao de energia é via
fermentacao oxidativa, sendo também possivel haver
concomitante fixacdo de nitrogénio para haver crescimento
e multiplicacdo celular. Como produto intermediario do
metabolismo de glicose por G. diazotrophicus , antes de
ser observado aumento da biomassa ha formacao de acido
gliconico (STEPHAN et al., 1991). O &acido gliconico é um
acidulante muito utilizado na industria de alimentos que,
como outros acidulantes, apresenta doze caracteristicas
relevantes para sua aplicacado na indUstria de alimentos: 1)
atua como flavorizante acentuando o aroma dos alimentos
(CHOTANI et al., 2000); 2) controla o pH dos alimentos
atuando como tampao (EVANGELISTA, 1994); 3) previne
o crescimento de microorganismos devido a sua acao
bactericida e fungicida (BARBOZA; FREITAS;
WASCZYNSKYJ, 2002); 4) apresenta efeito sinergistico
em relacdo aos antioxidantes, previnindo o escurecimento
ndo enziméatico do produto (BARBOZA; FREITAS;
WASCZYNSKYJ, 2002); 5) causa modificacdo de textura
em produtos de confeitaria (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 1999); 6) modifica o ponto de
fusédo de produtos alimenticios, como, por exemplo,
quando usado na fabricacio de queijo mole (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1997); 7) realca
a cor, sabor e atua como preservativo de carnes (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 1998); 8)
seqliestra metais prejudiciais que aceleram a deteorizacao
da cor, sabor, além de causar turvacao dos alimentos

(CARVALHO et al., 2005); 9) melhora a textura e sabor
das geléias e gelatinas (CARVALHO et al., 2005); 10)
causa a inversao de acUcares, evitando sua cristalizacao
(AQUINO et al., 2004); 11) auxilia na extracdo de pectina
e pigmentos naturais (ITAVO et al., 2000); 12) estabiliza
o &cido ascérbico (BARBOZA; FREITAS; WASCZYNSKYJ,
2002). Neste trabalho, tem-se como objetivo a longo
prazo, a utilizacédo de G. diazotrophicus como ferramenta
biotecnoldgica para producéo de acido gliconico em escala
industrial. Para tal, visa-se obter a médio prazo mutantes
aleatérios que mostrem amplificacao na sintese deste acido
organico. A expressao diferencial de proteinas nestes
mutantes sdo de importancia porque podem ser
identificadas cadeias polipeptidicas responsaveis pela
regulacao da transcricdo, ativacado/modulacéo de atividade
ou diretamente envolvidas na via metabdlica para producéao
deste acido. A eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) é uma
ferramenta muito Util para andlise comparativa do perfil
protéico destes mutantes. Entretanto, tem-se que
desenvolver uma técnica para a extracado das proteinas
presentes em bactérias de modo a obter um nimero
razodavel de cadeias polipeptidicas. Este método permitira,
no futuro, fazer uma boa diferenciacdo dos mutantes
obtidos através da técnica de eletroforese bidimensional e/
ou identificacdo da cadeia polipeptidica por espectrometria
de massa. Neste trabalho, teve-se como objetivo adaptar
um método para a extracao eficiente e caracterizacdo do
“pool” protéico das proteinas da bactéria G.diazotrophicus,
visando poder fazer uma analogia da maior capacidade de
sintese de acido gliconico com a sintese de uma
determinada proteina. Para isto foram utilizadas: uma cepa
selvagem PALDS e quatro cepas mutantes dessa bactéria
denominadas como: K416, K417, IAG, 16 A11.
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Eletroforese de proteinas

Para o presente estudo foi utilizado o sistema de
eletroforese da Biorad e a metodologia de preparacao
dos géis descrita por Laemmli (1970). Para o gel de
corrida foi utilizada acrilamida na concentracéo de
12% e de 4% no gel de aplicacdao da amostra. A
corrida foi realizada durante sete horas sob uma
tensdo de 100V. Os marcadores de alta massa
molecular foram obtidos a partir dos seguintes padroes
de proteinas (em kDa): 200,0-miosina ; 116,2 -3-
galactosidase; 66,2-soralbumina ; 45,0-ovalbumina. Os
marcadores de baixa massa molecular foram obtidos a
partir dos seguintes padrdes de proteinas (em kDa):
97,4 -fosforilase b; 66,2 —soralbumina ; 45,0-
ovalbumina; 31,0-anidrase carb6nica; 21,5-inibidor de
tripsina; 14,4- lisozima. As proteinas dos géis foram
coradas com o reagente de cor “coomassie blue
R250”, durante uma noite, e descoradas com uma
solucado de metanol/acido acético/agua (40: 10: 50),
durante trés horas.

Preparacdo de amostra de extrato protéico
da bactéria G. diazotrophicus paraanalise

das cadeias polipeptidicas em eletroforese
(SDS-PAGE) e resultados

Para este estudo foram utilizados “pellet(s)”
bacterianos provenientes de culturas obtidas de
crescimento em 25 mL de meio liquido contendo por
litro: 100g de glicose, 5g de extrato de levedura, 0,5g
de MgSO, e pH 6,0. Este crescimento foi realizado em
frasco de 125 mL durante 48 horas e sob forte
agitacao. Os “pellet(s)” foram solubilizados em 10 mL
de tampao Tris-HCI pH 8,0 (0,1 M), acrescido de 100
mL de Triton X-100. Para realizacao da extracao,
inicialmente, os extratos foram homogeneizados em
blender durante 2 minutos e posteriormente, em 3
ciclos de ultra-som de duracao de 2 minutos . Apés
estas etapas de homogeneizacao o extrato bruto foi
centrifugado a 4000 rpm durante 15 minutos. Dois mL
do sobrenadante foram tratados com seis mL de
acetona e colocado no congelador durante 1 noite,
visando desengordurar o material e precipitar as
proteinas. As proteinas precipitadas com acetona,
ap6s a centrifugacao, foram solubilizadas em 200 uL
do tampao Tris-HCI pH 8,0 (0,1M). Desta amostra,
aproximadamente 10 vezes concentrada, foram
retirados 20 ulL e aplicados em gel de poliacrilamida,
utilizando-se as condicOes e padrdes conforme descrito
acima. Na Tabela 1 pode-se observar a massa
molecular e o nimero de cadeias polipeptidicas obtidas
nos extratos. Na Fig. 1 encontra-se o gel de
poliacrilamida contendo as cadeias polipeptidicas
provenientes dos extratos das diferentes amostras da
bactéria G. diazotrophicus, cepa selvagem PALS5 e de
seus outros quatro mutantes (K416, K417, IA5,
16A11). E importante salientar que este estratégia
metodoldgica foi utilizada tomando-se como base

trabalhos anteriores realizados com G.diazotrophicus e
outras bactérias, tais como: 1) tampao glicina 0,2 M
pH 2,2 com agitacao de 20 min a temperatura
ambiente (FUJIMOTO et al., 1991; McCOY;
WILTBERGER; WINTER, 1976); 2) 0,05% Triton X-
100 com incubacéo durante 2h e 4°C (BLANCO et al.,
2005); e 3) 2% dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE),
variando tempo e temperatura de incubacao (MERLE et
al., 2003).

Tabela 1. Valores de massa molecular das cadeias
polipeptidicas de extratos protéicos de
G.diazotrophicus, separadas por eletroforese SDS-
PAGE, com indicacao de intensidade de coloracao de
suas bandas: a) altamente corada (+ + +), b)
intensidade de coloracdao média (+ +), c) fracamente
corada (+) e d) auséncia de coloracéao.

703 ++ +++ ++H  H+
B8 .3 ++ +++ ++H  H+
B4 3 ++ +++ ++  H+
B0 B ++ ++H  +H H+
22 ++ +HH 4+
] +++ +++ ++H A+ +++
44 3 +++ +++ ++H  H+
395 +++ +++ +++ - -
374 +++ +++ +H 4+ ++
3259 + +++ ++ ++ ++
7 + +++ + + +
284 + ++ ++ ++ ++
254 + +++ ++ ++ ++
227 + +++ ++ ++ ++
178 + ++ ++ ++ ++
157 + ++ ++ ++ ++

Desta forma, pode-se fazer os célculos de massa
molecular e fazer uma analise comparativa, tendo-se
como amostra de referéncia a cepa selvagem
denominada PALS (Tabela 1). Na Tabela 1 e Fig.1
pode-se verificar que o extrato obtido da cepa
selvagem PALDS apresentou 16 cadeias polipeptidicas
cujas massas moleculares variaram de 70,3 a 15,7
kDa. Entretanto, para o extrato da cepa PALS estas
bandas em sua maioria se apresentaram com menos
intensidade de coloracao dos que as obtidas para os
extratos das cepas mutantes. Isto pode ser explicado
pelo fato desta cepa ser mais resistente a extracao ou
dela mostrar menor formacao de biomassa no meio
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utilizado. Outro fator que merece destaque é a
auséncia de uma cadeia polipeptidica (39,5 kDa) para
as cepas mutantes IAb e 16A11 (Tabela 1), tomando-
se como referéncia a cepa PAL5. A cepa mutante
K416 deve ser vista com atencao pelo fato da maior
intensidade de bandas (+ + +) observada em seu
extrato protéico. Finalmente que deve ser considerada
a presenca de material protéico de alta massa
molecular no topo do gel (PAL5, K417, IA5, 16A11),
indicando a presenca de cadeia polipeptidica com
massa molecular acima de 200 kDa. A existéncia
desta bandas com massa molecular acima de 200 kDa
junto com aquelas observadas abaixo de 14,4 kDa
indicam a necessidade de no futuro fazer este mesmo
estudo utilizando um gel com gradiente de
concentracao de acrilamida.

Fig.1. Perfil eletroforético das proteinas extraidas de
células de Gluconoacetobacter diazotrophicus, (1)
PALDB, (2) K416, (3) K417, (4) IA5, (5) 16 A11. Os
marcadores de massa molecular estao nos pocos 6 e 7
e (MM) refere-se aos valores de massa molecular em
kDa

Concluséao

O método se mostrou adequado ao tipo de matriz
utilizada e também se diferenciou de outros descritos
na literatura que utilizam outros tampodes. A utilizacao
do detergente Triton X-100 junto com as etapas de
homogeneizacao e concentracao das amostras
permitiu uma boa extracao, solubilizacao e
caracterizacdo da cadeias polipeptidicas. O método se
mostrou preciso e, com isto, péde-se observar
bandeamentos que permitem diferenciacao da cepa
selvagem em relacdo as cepas mutantes.
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