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Acetobacter diazotrophicus (antiga denominação de
Gluconacetobacter diazotrophicus) é uma bactéria Gram
negativa capaz de fixar nitrogênio atmosférico e utilizar o
monossacarídio glicose como fonte de carbono. O
metabolismo utilizado para esta obtenção de energia é via
fermentação oxidativa, sendo também possível haver
concomitante fixação de nitrogênio para haver crescimento
e multiplicação celular. Como produto intermediário do
metabolismo de glicose por G. diazotrophicus , antes de
ser observado aumento da biomassa há formação de ácido
glicônico (STEPHAN et al., 1991). O ácido glicônico é um
acidulante muito utilizado na indústria de alimentos que,
como outros acidulantes, apresenta doze características
relevantes  para sua aplicação na indústria de alimentos: 1)
atua como flavorizante acentuando o aroma dos alimentos
(CHOTANI et al., 2000); 2) controla o pH dos alimentos
atuando como tampão (EVANGELISTA, 1994); 3) previne
o crescimento de microorganismos devido à sua ação
bactericida e fungicida (BARBOZA; FREITAS;
WASCZYNSKYJ, 2002); 4) apresenta efeito sinergístico
em relação aos antioxidantes, previnindo o escurecimento
não enzimático do produto (BARBOZA; FREITAS;
WASCZYNSKYJ, 2002); 5) causa modificação de textura
em produtos de confeitaria (AGÊNCIA NACIONAL DE
VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 1999); 6) modifica o ponto de
fusão de produtos alimentícios, como, por exemplo,
quando usado na fabricação de queijo mole (AGÊNCIA
NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 1997); 7) realça
a cor, sabor e atua como preservativo de carnes (AGÊNCIA
NACIONAL DE VIGILÂNCIA SANITÁRIA, 1998); 8)
seqüestra metais prejudiciais que aceleram a deteorização
da cor, sabor, além de causar turvação dos alimentos

(CARVALHO et al., 2005); 9) melhora a textura e sabor
das geléias e gelatinas (CARVALHO et al., 2005); 10)
causa a inversão de açúcares, evitando sua cristalização
(AQUINO et al., 2004); 11) auxilia na extração de pectina
e pigmentos naturais (ÍTAVO et al., 2000); 12) estabiliza
o ácido ascórbico (BARBOZA; FREITAS; WASCZYNSKYJ,
2002). Neste trabalho, tem-se como objetivo a longo
prazo, a utilização de G. diazotrophicus como ferramenta
biotecnológica para produção de ácido glicônico em escala
industrial. Para tal, visa-se obter a médio prazo mutantes
aleatórios que mostrem amplificação na síntese deste ácido
orgânico. A expressão diferencial de proteínas nestes
mutantes são de importância porque podem ser
identificadas cadeias polipeptídicas responsáveis pela
regulação da transcrição, ativação/modulação de atividade
ou diretamente envolvidas na via metabólica para produção
deste ácido. A eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) é uma
ferramenta muito útil para análise comparativa do perfil
protéico destes mutantes. Entretanto, tem-se que
desenvolver uma técnica para a extração das proteínas
presentes em bactérias de modo a obter um número
razoável de cadeias polipeptídicas. Este método permitirá,
no futuro, fazer uma boa diferenciação dos mutantes
obtidos através da técnica de eletroforese bidimensional e/
ou identificação da cadeia polipeptídica por espectrometria
de massa. Neste trabalho, teve-se como objetivo adaptar
um método para a extração eficiente e caracterização do
“pool” protéico das proteínas da bactéria G.diazotrophicus,
visando poder fazer uma analogia da maior capacidade de
síntese de ácido glicônico com a síntese de uma
determinada proteína. Para isto foram utilizadas: uma cepa
selvagem PAL5 e quatro cepas mutantes dessa bactéria
denominadas como: K416, K417, IA5, 16 A11.
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Eletroforese de proteínas

Para o presente estudo foi utilizado o sistema de
eletroforese da Biorad e a metodologia de preparação
dos géis descrita por Laemmli (1970). Para o gel de
corrida foi utilizada acrilamida na concentração de
12% e de 4% no gel de aplicação da amostra. A
corrida foi realizada durante sete horas sob uma
tensão de 100V. Os marcadores de alta massa
molecular foram obtidos a partir dos seguintes padrões
de proteínas (em kDa): 200,0–miosina ; 116,2 -ß-
galactosidase; 66,2-soralbumina ; 45,0-ovalbumina. Os
marcadores de baixa massa molecular foram obtidos a
partir dos seguintes padrões de proteínas (em kDa):
97,4 -fosforilase b; 66,2 –soralbumina ; 45,0–
ovalbumina; 31,0-anidrase carbônica; 21,5-inibidor de
tripsina; 14,4- lisozima. As proteínas dos géis foram
coradas com o reagente de cor “coomassie blue
R250”, durante uma noite, e descoradas com uma
solução de metanol/ácido acético/água (40: 10: 50),
durante três horas.

Preparação de amostra de extrato protéico
da bactéria G. diazotrophicus  para análise
das cadeias polipeptídicas 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 líquido contendo por
litro: 100g de glicose, 5g de extrato de levedura, 0,5g
de MgSO4 e pH 6,0. Este crescimento foi realizado em
frasco de 125 mL durante 48 horas e sob forte
agitação. Os “pellet(s)” foram solubilizados em 10 mL
de tampão Tris-HCl pH 8,0 (0,1 M),  acrescido de 100
mL de  Triton X-100. Para realização da extração,
inicialmente, os extratos foram homogeneizados em
blender durante 2 minutos e posteriormente,  em 3
ciclos de ultra-som de duração de 2 minutos . Após
estas etapas de homogeneização 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
proteínas.  As proteínas precipitadas com acetona,
após a centrifugação, foram solubilizadas em 200 µL
do tampão Tris-HCl pH 8,0 (0,1M). Desta amostra,
aproximadamente 10 vezes concentrada, foram
retirados 20 µL e aplicados em gel de poliacrilamida,
utilizando-se as condições e padrões conforme descrito
acima. Na Tabela 1 pode-se observar a massa
molecular e o número de cadeias polipeptídicas obtidas
nos extratos. Na Fig. 1 encontra-se o gel de
poliacrilamida contendo as cadeias polipeptídicas
provenientes dos extratos das diferentes amostras da
bactéria G. diazotrophicus, cepa selvagem PAL5 e de
seus outros quatro mutantes (K416, K417, IA5,
16A11). É importante salientar que este estratégia
metodológica foi utilizada tomando-se como base

Tabela 1. Valores de massa molecular das cadeias
polipeptídicas de extratos protéicos de
G.diazotrophicus, separadas por eletroforese SDS-
PAGE, com indicação de intensidade de coloração de
suas bandas: a) altamente corada (+++), b)
intensidade de coloração média (++), c) fracamente
corada (+) e d) ausência de coloração.

Desta forma, pode-se fazer os cálculos de massa
molecular e fazer uma análise comparativa, tendo-se
como amostra de referência a cepa selvagem
denominada PAL5 (Tabela 1). Na Tabela 1 e Fig.1
pode-se verificar que o extrato obtido da cepa
selvagem PAL5 apresentou 16 cadeias polipeptídicas
cujas massas moleculares variaram de 70,3 a 15,7
kDa. Entretanto, para o extrato da cepa PAL5 estas
bandas em sua maioria se apresentaram com menos
intensidade  de coloração dos que as obtidas para os
extratos das cepas mutantes. Isto pode ser explicado
pelo fato desta cepa ser mais resistente a extração ou
dela mostrar menor formação de biomassa no meio

trabalhos anteriores realizados com G.diazotrophicus e
outras bactérias, tais como: 1) tampão glicina 0,2 M
pH 2,2 com agitação de 20 min a temperatura
ambiente (FUJIMOTO et al., 1991; McCOY;
WILTBERGER; WINTER, 1976); 2) 0,05% Triton X-
100 com incubação durante 2h e 40C (BLANCO et al.,
2005); e 3) 2% dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE),
variando tempo e temperatura de incubação (MERLE et
al., 2003).
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Conclusão

Fig.1. Perfil eletroforético das proteínas extraídas de
células de Gluconoacetobacter diazotrophicus, (1)
PAL5, (2) K416, (3) K417, (4) IA5, (5) 16 A11. Os
marcadores de massa molecular estão nos poços 6 e 7
e (MM) refere-se aos valores de massa molecular em
kDa
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utilizado. Outro fator que merece destaque é a
ausência de uma cadeia polipeptídica (39,5 kDa) para
as cepas mutantes IA5 e 16A11 (Tabela 1), tomando-
se como referência a cepa PAL5. A cepa mutante
K416 deve ser vista com atenção pelo fato da maior
intensidade de bandas (+++) observada em seu
extrato protéico. Finalmente que deve ser considerada
a presença de material protéico de alta massa
molecular no topo do gel (PAL5, K417, IA5, 16A11),
indicando a presença de cadeia polipeptídica com
massa molecular acima de 200 kDa. A existência
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
concentração de acrilamida.
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