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Apresentacao

Os microrganismos do solo participam na regulacdo de um grande ndimero

de processos de importancia ambiental e econdmica, como a ciclagem de
nutrientes, a agregacao do solo, o balanco de gases de efeito estufa entre

a litosfera e a atmosfera, a degradacdo de compostos xenobidticos, dentre
outros. Com a percepcao de que o controle destes processos ocorre por
interacbes complexas entre diferentes taxa microbianos, ha, atualmente, um
consenso sobre a necessidade de se adotar as comunidades microbianas como
as unidades basicas nas investigacdes de ecologia.

Os primeiros estudos sobre a funcdo e a composicao das comunidades
microbianas em amostras ambientais baseavam-se no isolamento e na
caracterizacdo de membros cultivaveis destas comunidades. Além de néo
permitirem a adequada representacdo da comunidade microbiana total,

dada a baixa culturabilidade dos organismos de amostras ambientais, estes
procedimentos sdo extremamente laboriosos, de modo que apenas uma
reduzida subamostra dos organismos obtidos pelas técnicas de plaqueamento
sdo efetivamente investigadas nestes estudos.

Vérias alternativas de investigacdo de comunidades microbianas, as quais
independem de isolamento e cultivo, tém sido propostas para contornar

esses problemas. Dentre estas, as mais utilizadas sdo baseadas em analises
de polimorfismo de regides do DNA amplificados pela reacdao em cadeia da
polimerase (PCR), os perfis de fisiolédgicos em nivel de comunidade (CLPP) e os
perfis de acidos graxos obtidos a partir de lipidios extraidos da microbiota do
solo.



Esta publicacdo dedica-se especificamente a apresentacdo e discusséo de
aspectos pertinentes ao uso de acidos graxos para o estudo de comunidades
microbianas do solo.

Edson Diogo Tavares
Chefe-geral da Embrapa Tabuleiros Costeiros
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Acidos Graxos como
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Marcelo Ferreira Fernandes
Guilherme M. Chaer

Quimica e origem microbiana de
acidos graxos

A utilizacao dos perfis de acidos graxos para a investigacdo da estrutura das
comunidades microbianas é baseada no fato de alguns grupos microbianos
serem relativamente enriquecidos em tipos quimicos especificos destes
compostos, 0s quais podem ser empregados como biomarcadores destes
grupos. Os principais biomarcadores de grupos taxonémicos como fungos,
bactérias gram-negativas, bactérias gram-positivas e actinomicetos sao
apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais acidos graxos utilizados como biomarcadores para diferentes grupos

micorbianos.

Grupo Microbiano Biomarcadores FAME*

18:2w6bc

Comentarios

Apresenta boa correlacdo
com o ergosterol, um
outro biomarcador de
fungos; também
abundantes como reserva
na fracdo de lipidios
neutros de eucariotos.

15:0i; 15:0a; 16:0i;
17:0i; 17:0a

18:1w7c; 17:0cy;
19:0cy

10-Me 16:0; 10-Me
17:0; 10-Me 18:0

16:1wbc

Também abundantes em
algumas bactérias do
grupo Cytophaga /
Flexibacter. O uso deste
acido graxo como
marcador de FMA é mais
apropriado quando este é
derivado da fracdo neutra
(lipidios neutros), a qual
ocorre exclusivamente em
esporos e vesiculas destes
fungos.

20:4w6¢c

Muitas vezes utilizado
como marcador para
protozodrios, mas também
ocorre em nematoides,
fungos e algas.

*Acidos graxos (FAME) sdo designados pelo nimero total de &tomos de carbono,
acompanhado do niimero de duplas ligacdes, com a posicdo da dupla ligacéo indicada a
partir do metil terminal (w) da molécula. A configuracdo da dupla ligacéo é indicada como
cis (c) ou trans (t). Por exemplo, 16:1w5c é um FAME com 16 4tomos de carbono,
contendo uma dupla ligacdo localizada a cinco carbonos a contar do w terminal na
configuracéo cis. Acidos graxos ramificados sédo designados como iso (i) ou anteiso (a)
se a ramificacdo metil estd a um ou dois &tomos de carbono, respectivamente, do W
terminal (e.g., 15:0i) ou pela posicdo do grupo metil a partir do terminal carboxilico da
molécula (e.g., 10-Me 16:0). Acidos graxos ciclopropilicos sdo designados pelo nimero

total de &tomos de carbono acompanhado do prefixo

“cy” (e.g., 17:0cy).
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Além de biomarcadores taxondmicos, alguns acidos graxos sao tipicos de
determinados grupos funcionais, o que permite o uso da técnica para monitorar
alteracdes em populacdes microbianas envolvidas em alguns processos
especificos.

Diversos protocolos de extracdo de acidos graxos tém sido propostos, os
quais diferem na abrangéncia dos compostos recuperados das amostras
de solo. Essas diferencas advém basicamente do uso ou ndo de etapas de
fracionamento de lipidios totais do solo e das reacdes empregadas para a
liberacdo de acidos graxos das células microbianas.

Um ponto em comum entre todos os protocolos é a andlise da mistura de
acidos graxos extraidos do solo por cromatografia gasosa. Para permitir o uso
desta técnica analitica, esses compostos necessitam ser convertidos em formas
mais volateis, como os ésteres metilicos de acidos graxos (FAME, do inglés,
fatty acid methyl ester) produzidos por meio de reacdes de metilagdo. Além dos
acidos graxos, outros compostos de cadeias hidrofébicas laterais de interesse
taxondmico, tais como cadeias de fitanil e de amino diidroxialcanos e alquenos,
também podem ser metilados por reacdes especificas. Embora os produtos
metilados destes compostos ndo sejam FAMEs, o uso desta denominacao sera
generalizado nesta publicacdo por questdes de simplicidade.

Basicamente, dois mecanismos tém sido mais frequentemente utilizados para
converter acidos graxos de lipidios microbianos em FAMEs: a metandlise
alcalina branda e a saponificacdo seguida da metilacao dos acidos graxos
(saponificacdo/metilacdo). Detalhes sobre os procedimentos para a realizacédo
destas duas reacoes sdo fornecidos nos Anexos 1 e 2.

A metandlise alcalina branda é uma reacéo de transesterificacdo em uma Unica
etapa, catalizada por um alcali na presenca de metanol, eficiente principalmente
para a formacdo de FAMEs a partir de lipidios com ligacdes éster (Kates, 1986),

0s quais sdo abundantes em eucariotos e bactérias (Figura 1A).

(A) (B)
e~ YVYVY VYW
CH —.&—’WYVYVYV\
(|:H2—0H Ligagdo éter
el

Glicerol Glicerol

]

| 0
1]
<|:H—o—,c\

CH2—0|-| Ligagdo éster

Figura 1. Modelos genéricos de (A) lipidios de membrana plasmatica de bactérias e
eucariotos, com destaque para a ligacao éster, e (B) de arqueas, com destaque para a
ligacdo éter.

9
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Estas ligacOes éster sdo encontradas em trés classes principais de lipidios:
lipidios neutros, glicolipidios e fosfolipidios. Os lipidios neutros constituem
importantes fontes de reserva de energia celular em organismos eucariotos,
mas também podem ser formados pela hidrélise do fosfato de fosfolipidios
apés a morte celular. Os glicolipidios sdo de ocorréncia muito variavel entre
os diferentes grupos microbianos, sendo exemplos das principais fontes
destes lipidios a membrana e a parede celular de bactérias Gram-positivas

e algumas Gram-negativas, e membranas fotossintéticas de cianobactérias

e algas. Diferentemente dos glicolipidios, os fosfolipidios sdo constituintes universais
e majoritarios das membranas celulares, sendo, por isto, a classe de lipidios mais
empregada nos estudos de comunidades microbianas. Além disto, em funcéo da
répida ciclagem dos fosfolipidios apés a morte celular (KING et al., 1977;
WHITE et al., 1979), a composicao de acidos graxos nesta classe de lipidios
é considerada um indicador da composicao da microbiota vidvel presente nas
amostras de solo.

A reacao de saponificacdo/metilacédo é eficiente para produzir FAMEs e outros
compostos metilados de cadeia longa a partir de lipidios celulares com ligacGes
éster, éter e amina, bem como a partir de acidos graxos e aldeidos livres no solo.
Esta reacao é feita em duas etapas, ambas sob alta temperatura, que incluem

a saponificacdo, catalizada por uma base (usualmente NaOH), e a metilacéo,
catalizada por &cido na presenca de metanol. Apds a primeira etapa sdo formados
sais de cadeia longa de metais alcalinos (sabdo), os quais, na segunda etapa, sao
convertidos nas formas volateis empregadas na andlise de cromatografia gasosa.
Além dos FAMEs, derivados de acidos graxos, outros compostos volateis como
os dimetil acetais também sdo produzidos a partir de lipidios com ligacdes éter por
estas reacdes (KATES, 1986). A recuperacao de compostos volateis derivados de
lipidios éter é uma vantagem, ja que os mesmos sd0 0s principais componentes
de membranas de arqueas (Figura 1B). Porém, as condicdes drasticas de pH

e de temperatura empregadas nesta reacdo tém sido relatadas de alterarem a
estrutura quimica de alguns acidos graxos e compostos correlatos, especialmente
os de cadeias com anel ciclopropil, utilizados como biomarcadores de bactérias
gram-negativas, e os de cadeias insaturadas, utilizados como biomarcadores deste
mesmo grupo de bactérias e de eucariotos (VULLIET et al., 1974; WROLSTAD et
al., 2005).

Outro aspecto diferencial entre os protocolos de extracdo é a utilizacdo ou néo
de uma etapa de fracionamento das classes de lipidios do solo previamente
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a producdo de FAMEs. No protocolo de extracdo mais frequentemente
empregado, o dos perfis de 4cidos graxos de fosfolipidios (PLFA), os FAMEs
sdo produzidos apenas a partir da fracdo dos fosfolipidios, apds a separacéao
prévia desta classe de lipidios das demais por meio de cromatografia de
adsorcdo em coluna de silica. Em alguns estudos a extracao de acidos graxos
a partir da fracdo neutra também é empregada com objetivos especificos, a
serem apresentados adiante. De modo geral, a reacdo utilizada para a formacéao
de FAMEs neste protocolo é a metandlise alcalina branda. Dois protocolos
alternativos empregam métodos diretos de extracdo de acidos graxos, nos
quais as reacoes para producdo dos FAMEs sdo realizadas na prépria amostra
de solo. Detalhes sobre a abrangéncia dos compostos extraidos, os métodos e
as vantagens e desvantagens de cada um dos trés protocolos sdo descritos na
préxima secéo.

Métodos de Extracao

Trés protocolos de extracado de acidos graxos e compostos correlatos tém
sido mais empregados para a andlise de comunidades microbianas do solo e
serdo apresentados nesta publicacao: 1) analise de perfis de acidos graxos

de fosfolipidios (PLFA, do inglés phospholipid fatty acid), 2) de acidos graxos
de lipidios com ligacdes éster (EL-FA, do inglés ester-linked fatty acid methyl
ester) e 3) de acidos graxos totais extraiveis, o qual deriva de um protocolo
comercial para identificacdo de culturas microbianas puras denominado MIDI®
(MIDI-FA). As abreviaturas PLFA, EL-FA e MIDI-FA sdo encontradas sob outras
formas sindnimas na literatura, como PL-FAME, EL-FAME e MIDI-FAME,
respectivamente. Embora os trés métodos difiram quimicamente quanto

a capacidade de extracdo de compostos do solo, observa-se a ocorréncia
esporadica na literatura da associacdo errGnea entre algumas destas siglas e o
método efetivamente empregado.

Acidos Graxos de Fosfolipidios (PLFA)

Dentre os protocolos baseados na andlise de acidos graxos, o do PLFA é o
mais comumente utilizado em estudos de ecologia microbiana. Os materiais e
procedimentos para a andlise de PLFA s&do detalhados no Anexo 3.

Este método consiste em trés etapas principais: a extracdo dos lipidios totais
do solo, o fracionamento do extrato em classes de lipidios neutros, glicolipidios
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e fosfolipidios, e a producdo de FAMEs a partir da fracdo fosfolipidios.

Na primeira etapa, os lipidios totais do solo sdo extraidos sob agitacdo com
uma mistura monofasica de metanol, cloroférmio e tampéao fosfato 50 mM,
nas proporcoes de 2:1:0,8 (BLIGH; DYER, 1959). Em seguida, procede-se a
particdo da mistura de solventes nas fases organicas e aquosa e a recuperagao
desta primeira fase, na qual se encontram os lipidios totais do solo.

Na segunda etapa, o extrato de lipidios totais de solo é fracionado por
cromatografia de adsorcdo em coluna de silica nas fragdes neutra,
glicolipidica e fosfolipidica, apds eluicdo com cloroférmio, acetona e metanol,
respectivamente.

Finalmente, os fosfolipidios sdo submetidos a reacdo de formacado de FAMEs
para anélise cromatogréafica. De modo geral, a reacdo empregada para esta
etapa é a metandlise alcalina branda. N6s conhecemos apenas um trabalho
em que os FAMEs foram gerados a partir de fosfolipidios pelo uso das reacdes
de saponificacdo/metilacado acida (MALOSSO et al., 2004). Apés a formacao
dos FAMEs, a mistura de reacdo é dividida em duas fases pela adicdo de
hexano e a fase orgénica aspirada, evaporada sob atmosfera de N, ultrapuro,
ressuspendida em volume reduzido de hexano e transferida para frascos (GC
vials) para a anélise por cromatografia gasosa.

A principal vantagem do método de PLFA é a inclusdo apenas de acidos graxos
derivados de células viaveis, ja que a ciclagem dos fosfolipidios ap6s morte
celular é muito rapida (KING et al., 1977; WHITE et al., 1979). Além disto, este
fracionamento reduz a possibilidade de extracao de acidos graxos derivados

de fontes ndo-microbianas. Embora o uso de saponificacdo/metandlise em
substituicdo a metandlise alcalina branda possibilite a inclusdo de FAMEs
derivados de fosfolipidios de arqueas, em adicao aos de bactérias e eucariotos,
a escolha desta reacdo deve levar em consideracao que as condicdes drasticas
de pH e temperatura podem resultar em danos na estrutura de alguns acidos
graxos de importancia taxondmica e comprometer a interpretacao destes
biomarcadores.
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Alguns autores apontam o alto custo e o maior tempo requerido para a extracao
como as principais desvantagens do método PLFA em relacdo aos outros
protocolos de extracao (SCHUTTER; DICK, 2000; STEGER et al., 2003).

Acidos Graxos de Ligacéo Ester (EL-FA)

O EL-FA é um método de extracao direta de acidos graxos do solo, descrito
por Schutter e Dick (2000). Os materiais empregados e os procedimentos para
este protocolo sao detalhados no Anexo 2. De modo simplificado, este método
consiste na utilizacdo da reacdao de metandlise alcalina branda diretamente

na amostra de solo. Com isso, os FAMEs obtidos com este protocolo sao
derivados de acidos graxos com ligagcdes do tipo éster em lipidios neutros,
glicolipidios e fosfolipidios. Comparativamente ao PLFA, a incluséo de lipidios
neutros constitui-se em uma potencial fonte de interferéncia na andlise da
microbiota viavel, ja que estes podem ser derivados de reservas de energia em
eucariotos e também de células mortas. Este potencial de interferéncia deve
ser avaliado na escolha do método, j& que a proporcao entre lipidios neutros

e fosfolipidios nas amostras de solo pode variar dependendo dos tratamentos
empregados (Figura 5). Em funcdo dos eucariotos utilizarem lipidios neutros
como reserva de energia, estas interferéncias devem ser mais problematicas
para a avaliacdo de biomarcadores deste grupo microbiano. As células mortas
constituem a principal fonte de interferéncia por lipidios neutros de procariotos,
ja que estes ndo armazenam energia sob essa forma. No entanto, as relacdes
entre as quantidades de diversos acidos graxos biomarcadores de bactérias nas
fracoes neutras sdo baixas (< 15%) (FERNANDES, 2006). Do mesmo modo,

a quantificacdo de acidos graxos derivados de glicolipidios (fracao acetona no
fracionamento em coluna de silica) de diversos solos mostrou que estes lipidios
constituem fontes quantitativamente menos importantes de acidos graxos

(< 12% dos acidos graxos totais), ndo representando grande potencial de
interferéncia nos resultados obtidos pelo método do EL-FA, comparativamente
ao PLFA.

A andlise de EL-FA é bastante rapida e simples, ndo envolvendo ainda a
utilizacdo de altas temperaturas e acidos e bases concentradas, como no
método baseado no procedimento MIDI®, a ser descrito abaixo.
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Além disto, comparativamente ao PLFA e ao MIDI-FA, etapas de concentracao
de extratos de acidos graxos sob atmosfera de nitrogénio ultrapuro na anélise
de EL-FAME sao minimizadas ou, muitas vezes, dependendo das amostras,
tornam-se desnecessarias. Isto resulta em maior rapidez das anélises e em
economia de custos com a aquisicao de nitrogénio ultrapuro. Além da economia
com N,, o EL-FAME também dispensa o uso de colunas de cromatografia de
afinidade com silica.

Acidos Graxos Totais Extraiveis pelo Procedimento Comercial MIDI®
(MIDI-FA)

Originalmente, esse protocolo foi proposto para a extracédo total de acidos
graxos e compostos correlatos de culturas puras com a finalidade de
identificacdo taxonOmica de isolados microbianos. A identificacdo é feita

pela comparacdo entre o perfil cromatogréafico obtido a partir do isolado

em questdo e uma biblioteca de perfis de acidos graxos de microrganismos
conhecidos (SASSER, 1990). Os kits de reagentes prontos para uso, o sistema
de identificacao de picos cromatogréaficos e as bibliotecas de perfis de acidos
graxos requeridos para a identificacao de culturas puras sdo comercializados
pela Microbial Identification Inc. (Newark, Delaware, EUA). Mais tarde, este
protocolo foi estendido para a extracdo de acidos graxos de amostras de solo
com a finalidade de descrever a estrutura da comunidade microbiana destas
amostras (CAVIGELLI et al., 1995; BUYER; DRINKWATER, 1997). Para este
objetivo, no entanto, o pacote comercializado pela MIDI nao é requerido.

O MIDI-FA, assim como o EL-FA, é um método de extracdo direta, porém
diferindo deste por utilizar a reacao de saponificacdo/metandlise acida para
gerar os FAMEs.

O MIDI-FA consiste de quatro etapas: saponificacdo, metilacdo, recuperacao
dos compostos metilados e uma lavagem da fase orgéanica. Na primeira etapa,
o solo é tratado com uma solucdo de NaOH preparada em uma mistura de
agua e metanol (1:1, vol/vol) e aquecido a 100°C. Durante esta operacdo as
células sao lisadas e os acidos graxos sdo separados dos lipidios celulares e
convertidos em sais de sddio (sabdo). A etapa de metilacdo tem por finalidade
aumentar a volatilidade dos compostos formados na saponificacdo, de modo
a torna-los mais adequados a anélise cromatogréafica. Esta reacao ocorre apés
a adicdo de uma mistura de acido forte e metanol ao conteudo dos frascos,
seguida por incubacao a 85°C. Para a recuperacado dos FAMEs produzidos,
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hexano é adicionado aos frascos de modo a resultar na particdo em duas
fases, uma orgénica, contendo os FAMEs e outra aquosa-alcodlica, contendo
compostos mais polares. A fase organica é entdo aspirada, transferida para
novos tubos e tratada com solucdo alcalina fraca para lavagem de residuos
acidos. A fase organica é novamente aspirada e analisada por cromatogafia
gasosa.

Pelo fato da reacdo de saponificacdo/metandlise acida incluir mais etapas que
a de metandlise alcalina branda, o MIDI-FA é operacionalmente mais complexo
que o EL-FAME. Conforme ja citado anteriormente, a saponificagcdo/metandlise
acida possibilita a extracdo de compostos derivados de lipidios de arqueas, em
adicdo aos de bactérias e eucariotos, porém pode danificar a estrutura quimica
de alguns biomarcadores importantes. Além disto, pelo fato desta reacdo ser
capaz de gerar compostos metilados a partir de acidos graxos livres do solo,
ela aumenta a probabilidade de contaminacdo dos extratos por compostos
nao-celulares. A elevada co-extracao de compostos de origem vegetal, como
ceras, cutina e suberina, foi observada em amostras de solo ricos em matéria
organica submetidas ao método MIDI-FA (Figura 2), (FERNANDES, 2006).

120,0 OTrigo
o Trigo
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100,0 I Floresta (Pinus)

O Floresta (Mista)

20,0

Esteres Metilicos de Acidos Graxos (nmol g' solo)
@
g
=3

0,0 - T .
PLFA \egetais PLFA microbianos MIDI vegetais MIDI microbianos

Figura 2. Quantidades de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) de origem vegetal e
microbiana extraidos de solos sob diferentes usos pelos procedimentos de PLFA e MIDI.
As hastes verticais indicam + 1 D.P. FAMES microbianos incluem os biomarcadores

de fungos e bactérias. Os FAMEs vegetais incluem compostos derivados de cutina e
suberina detectados nos extratos de solo, como acidos graxos hidroxilados no carbono
terminal, alcodis de cadeia longa e acidos dicarboxilicos.
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Além disto, a eficiéncia de extracdo de acidos graxos utilizados como
biomarcadores microbianos pelo método MIDI-FA decresce com o aumento dos
teores de matéria organica do solo (FERNANDES, 2006).

Em termos de rapidez do processamento das amostras e custos, o MIDI-FA é
intermediario aos métodos de PLFA e EL-FA. Os materiais empregados e os
procedimentos para este protocolo sdo detalhados no Anexo 1.

Usos

Estrutura da comunidade microbiana

As anélises de perfis de acidos graxos tém sido utilizadas para investigar as
respostas da estrutura da comunidade microbiana a diversos fatores como uso
do solo (WALDROP et al., 2000; CHAER et al., 2009a), sistemas de cultivo
(ESPERSCHUTZ et al., 2007), preparo do solo (CHAER et al., 2009b), adicao
de residuos organicos (WATTS, 2010), xenobiéticos (ZHANG et al., 2010),
dentre outros.

Apds a obtencdo dos perfis de acidos graxos de amostras sob diferentes
condicdes, inferéncias a respeito das alteracdes na estrutura da comunidade
sdo feitas a partir de comparacdes univariadas das concentracdes de
biomarcadores de grupos microbianos especificos; de comparacdes
multivariadas, considerando-se a variacdo em todos os acidos graxos
concomitantemente; ou ainda, de modo simplificado, pela relacao entre as
somas das massas de biomarcadores de fungos e bactérias (relacao fungo/
bactérias). Para as duas primeiras estratégias de comparacdo mencionadas, as
massas molares de cada acido graxo de um cromatograma sao, geralmente,
relativizadas pela soma das massas de todos os acidos graxos detectados

na amostra. Este tipo de relativizacdo enfatiza as diferencas na composicéo
relativa dos acidos graxos presentes nas amostras, ao invés de diferencas na
quantidade absoluta dos mesmos. Deste modo, comunidades que apresentem
biomassas totais distintas, porém com mesma contribuicdo relativa dos
diferentes tipos de acidos graxos para o total extraido de cada amostra, serdo
interpretadas como tendo estruturas idénticas.

Quando comparacdes univariadas sdo empregadas, as varidveis respostas
podem ser constituidas por biomarcadores individuais ou pela soma de
biomarcadores de um determinado grupo microbiano. Assim, como exemplo,
variacdes na proporcdo de bactérias gram-positivas nas comunidades
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microbianas de diferentes tratamentos podem ser comparadas pelas analises
univariadas dos biomarcadores 15:0i, 15:0a, 16:0i, 17:0i e 17:0a, ou pela
soma destes cinco biomarcadores (Figura 3).

15:0i 15:0a 16:0i
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0.00 0.000 0.000
MM MG MN MM MG MN MM MG MN
17:0i 17:0a Total GP
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0.030 T = 0.300 .
0010 I = T 0.025 T 0.250 =
0.030 0.020 0.200 I
. 0,015 0.150
0,010 0.100
0,010 0.005 0.050
0.000 0.000 0.000
MM MG MN MM MG MN MM MG MN

Figura 3. Fracdes molares de biomarcadores individuais (15:0i; 15:0a; 16:0i; 17:0i e
17:0a) e totais (Total GP) de bactérias gram-positivas relativas ao contetdo dos acidos
graxos microbianos extraidos de amostras de um Argissolo Amarelo dos tabuleiros
costeiros de Sergipe sob diferentes usos do solo (MM = milho em monocultura; MG =

cultivo de milho em alamedas de gliricidia; MN = mata nativa).

No caso de comparacdes de biomarcadores individuais, diferencas entre
tratamentos quanto a participacdo de um determinado grupo microbiano sao
inferidas a partir de mudancas conjuntas significativas em todos ou na maioria
dos biomarcadores desse grupo.

Quando a estrutura das comunidades é descrita pela relacdo fungos/bactérias,
a soma das massas molares dos marcadores fungicos (18:1Tw2c e 18:1w9c) é
dividida pela soma das massas molares dos biomarcadores de bactérias (15:0i
, 15:0a, 16:0i, 17:0i, 17:0a, 18:1w7c, 17:0cy e 19:0cy), sendo as razdes
obtidas avaliadas como varidveis respostas univariadas (Figura 4).
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Figura 4. Relacdo entre as massas de acidos graxos biomarcadores de fungos e de
bactérias em areas de um Argissolo Amarelo mantidas ha oito anos sob pousio com
dominancia de Brachiaria, cultivadas com consércio milho e guandu sob sistema de
plantio direto (MG-PD), cultivo minimo (MG-CM), preparo convencional (MG-PC) e com
monocultivo de milho sob preparo convencional (MM-PC). As hastes verticais indicam =+
1D.P.

Variacdes nos biomarcadores utilizados para o célculo desta relacdo variam
entre autores, sendo que as principais variagdes incluem a utilizacdo apenas
do 18:2w6c como marcador de fungos e a adicdo de acidos graxos de
actinomicetos (16:0 10-Me, 17:0 10-Me e 18:0 10-Me) como biomarcadores
de bactérias.

Quando a abordagem multivariada é empregada, as estratégias de andlises,
geralmente, incluem: a representacao grafica da similaridade entre as
estruturas das comunidades microbianas sob diferentes condi¢cées por meio

de técnicas de ordenacdo (ex. non-metric multidimensional scaling, NMS),
(KRUSKAL, 1964); a descricao dos biomarcadores associados as variacdes na
estrutura das comunidades, utilizando-se correlacdes entre as concentracdes
dos biomarcadores e os eixos das ordenacdes; e testes de hipdtese de
ndo-diferenca multivariada entre os tratamentos (ex. multiresponse permutation
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procedures, MRPP), (BIONDINI et al., 1985). Andlises de correlacéo entre a
estrutura da comunidade microbiana e varidveis univariadas descritoras do
ambiente fisico (pH, temperatura, umidade do solo, concentracdes de nutrientes
individuais, etc), da produtividade agricola (producao de graos, frutos, parte
aérea, raizes ou fitomassa total), de processos e varidveis de solo de naturezas
microbianas, fisicas e quimicas (taxa de emiss&@o de N,O, taxa de lixiviagdo de
nitrato, agregados estaveis, densidade do solo), dentre outros, podem ser feitas
por técnicas estatisticas como os modelos de regressdao em arvore (BREIMAN
et al., 1984) ou pelo teste de Mantel (DOUGLAS; ENDLER, 1982). Correlacdes
entre a estrutura da comunidade microbiana e outras varidveis multivariadas
(composicdo da flora, por exemplo) também podem ser feitas por estas duas
técnicas.

Uma preocupacdo comum entre usudrios da técnica de acidos graxos para

o levantamento das estruturas das comunidades microbianas refere-se a
adequacédo do uso dos acidos graxos 18:1w9c e 18:2w6c como biomarcadores
de fungos, ja que os mesmos também ocorrem em grandes quantidades em
plantas. A utilizacdo destes compostos como biomarcadores de fungos tem
sido considerada adequada em funcédo da alta correlagdo apresentada entre as
concentracdes destes acidos graxos na fracao fosfolipidica e as concentracdes
de ergosterol, um marcador exclusivo de fungos, em uma série de solos com
diferentes teores de matéria organica e pH (FROSTEGARD; BAATH, 1996).
Mais recentemente, Kaiser et al. (2010) demonstraram que a contribuicdo de
fontes vegetais destes marcadores nos extratos de solo obtidos pela técnica
de PLFA sdo minimas. No entanto, pelo fato destes resultados terem sido
obtidos com a técnica do PLFA, a adequabilidade do uso de acidos graxos
como marcadores de fungos ndo é, necessariamente, valida para os protocolos
alternativos.

Os trés protocolos apresentados tém sido apresentados como capazes de
diferenciar amostras de solo sob tratamentos distintos quanto a composicéo
dos &cidos graxos (DRENOVSKY et al., 2004; SCHUTTER; DICK, 2000).

No entanto, deve-se atentar para a possibilidade de que essa diferenciacéo
pode estar relacionada a fatores alheios as variagdes na estrutura da
comunidade microbiana. Dentre estes fatores, a extracao de &cidos graxos
nao-microbianos, a modificacdo da estrutura quimica de biomarcadores
importantes e a ocorréncia de variacdes na eficiéncia de extracdo em funcao
dos teores de matéria organica das amostras de solo merecem atencéao
especial (FERNANDES, 2006). O protocolo MIDI-FA é muito eficiente na
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extracdo de diversos compostos de cadeia longa de origem vegetal, como os
constituintes de ceras, suberina e cutina, especialmente em solos sob florestas
e com altos teores de matéria organica (Figura 2). Além disto, as reacoes

de saponificacao/metandlise acida utilizadas neste protocolo possuem alto
potencial de alterar a estrutura de biomarcadores poliinsaturados e ciclicos de
importancia taxondmica. Finalmente, decréscimos na eficiéncia de extracao

de biomarcadores microbianos por este protocolo em funcdo do aumento dos
teores de matéria organica do solo tém sido reportados (FERNANDES, 2006).

Os problemas relacionados acima para o MIDI-FA sdo menos intensos ou
inexistentes no protocolo de extracdo por EL-FAME. Deste modo, diferencas
na interpretacao das estruturas das comunidades microbianas de amostras

de solo extraidas por EL-FA e PLFA devem ser menos relevantes que as
observadas entre MIDI-FA e PLFA. O uso comum da reacao de metandélise
alcalina branda para a geracdo de FAMEs nos protocolos de EL-FA e de PLFA
é um fator importante para reduzir as interferéncias relacionadas as alteracodes
das estruturas quimicas de biomarcadores microbianos. As condicdes mais
brandas de temperatura e pH utilizadas no EL-FA também contribuem para
reduzir a co-extracdo de substancias interferentes derivadas de residuos
vegetais, comparativamente ao MIDI-FA. Embora a extracdo destes compostos
seja verificada em extratos de EL-FA, a capacidade dos mesmos interferirem
expressivamente na determinacdo da estrutura das comunidades microbianas é
relativamente pequena, ja que, proporcionalmente aos marcadores microbianos,
as quantidades extraidas destes compostos é muito reduzida. De fato, os
acidos graxos derivados de reservas microbianas constituem-se a principal
fonte potencial de interferéncia na determinacdo das comunidades microbianas
de amostras de solo pela técnica do EL-FA. Essa interferéncia é maior na
quantificacdo dos componentes eucariotos das comunidades (Figura 5), a

que os procariotos nao utilizam os acidos graxos como fontes de reserva de
energia. Interacoes significativas entre o método de extracdo (PLFA e EL-

FA) e o tipo de cobertura vegetal foram verificadas para as quantidades de
marcadores de fungos recuperadas de amostras de solo, 0 mesmo nao sendo
valido para os marcadores de procariotos (FERNANDES, 2006).
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Figura 5. Relacdo molar de um acido graxo biomarcador de fungos (18:1w9c) nas fracdes
de lipidios neutros e fosfolipidios, extraidas de um Argissolo amarelo dos tabuleiros
costeiros de Sergipe sob diferentes usos da terra [pousio natural com Brachiaria; cultivo
consorciado de milho e guandu sob plantio direto (MG-PD), cultivo minimo (MG-CM),

e preparo convencional (MG-PC); e monocultura de milho sob preparo convencional
(MM-PC)].

Estes resultados indicam que as diferencas proporcionais nos biomarcadores
de procariotos entre amostras de solo devem ser constantes entre o EL-FA e
o PLFA. Deste modo, espera-se que a interpretacado das variacdes na estrutura
das comunidades microbianas seja equivalente entre os dois métodos, caso
apenas os acidos graxos marcadores de procariotos sejam incluidos nas
anélises dos dados.
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indice de Diversidade Microbiana

O uso das técnicas de acidos graxos para célculos de indices de diversidade
deve ser visto com cautela. O nimero de tipos distintos de acidos graxos
detectados nas andlises cromatogréaficas tem sido utilizado para expressar

a riqueza taxon0mica da amostra, de modo anélogo ao indice de riqueza de
espécies (nUmero de espécies). Um primeiro ponto a ser ressaltado nesta
avaliacdo é o de que muitas espécies contém varios tipos distintos de acidos
graxos, de modo que ndo ha, necessariamente, uma relacdo direta entre o
numero de acidos graxos e o nimero de espécies na amostra. Assim, uma
riqueza elevada de acidos graxos pode ser encontrada mesmo em amostras
com um numero reduzido de espécies, desde que cada uma destas espécies
possua uma alta diversidade de acidos graxos em sua composicao celular.
Além disto, diferencas na riqueza de &cidos graxos entre amostras podem
surgir ou serem superestimadas em razao da utilizacdo de valores absolutos
fixos para o limite minimo de area determinado para integracdo dos picos em
cromatogramas de amostras distintas. Assim, amostras com maior biomassa
tenderdo a apresentar maior riqueza que amostras com menor biomassa,

pelo fato de mais compostos atingirem o limite minimo de area selecionado
para integracdo dos picos cromatograficos. Este mesmo problema também
representa uma fonte potencial de interferéncia na analise da estrutura da
comunidade microbiana descrita acima. Como alternativa para minimizar esta
tendéncia dependente da biomassa, sugere-se a utilizacdo de valores absolutos
variaveis entre amostras para a integracado dos picos. Estes valores minimos
podem ser estabelecidos para cada amostra, em relacao a area do pico do &cido
graxo 16:0, o qual esta presente em todos os organismos. De acordo com
nossa experiéncia, valores minimos de integracdo equivalentes a 3% da area
do 16:0 resultam em ndmero elevado de picos (cerca de 25) comuns em quase
todas as amostras, independentemente da biomassa microbiana. E importante
ressaltar que o uso de protocolos de extracao direta, especialmente o MIDI-FA,
podem contribuir para superestimar o indice de riqueza das amostras em funcao
da ocorréncia de contaminantes derivados de fontes ndo-celulares.

Outra questao que demanda cuidado é a utilizacdo de acidos graxos no calculo
do indice de equitabilidade (“eveness”). Amostras com elevada equitabilidade
possuem um alto nimero de espécies com nimeros (ou massas) similares de
individuos pertencentes a cada uma delas. Usualmente, quando os perfis de
acidos graxos sao utilizados para a determinacao deste indice, pressupde-se
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que uma amostra possua alta equitabilidade quando a distribuicdo das massas
totais de acidos graxos extraidos da mesma seja aproximadamente equitativa
entre os diferentes tipos de acidos graxos detectados. Pelo fato dos organismos
apresentarem proporcdoes distintas dos diversos tipos de acidos graxos em sua
composicao celular, ndo ha, necessariamente, uma correspondéncia direta entre
a equitabilidade das massas dos acidos graxos e a equitabilidade do nimero

ou da massa de individuos pertencentes aos diferentes grupos microbianos.
Uma amostra com distribuicdo aproximadamente equitativa do nimero (ou
massa) de individuos entre suas espécies componentes pode apresentar baixa
equitabilidade de acidos graxos, desde que um ou mais destes acidos sejam
proporcionalmente dominantes na composicéo celular destes organismos.

Biomassa Microbiana

A andlise de acidos graxos pode ser utilizada para determinacdo da biomassa
microbiana, desde que a recuperacdo dos acidos graxos seja quantitativa nas
diferentes etapas do protocolo. Adicdes de quantidades conhecidas de padrdes
internos de acidos graxos pouco comuns em microrganismos (ex. 19:0) tém
sido utilizadas para quantificar a porcentagem de recuperacao de acidos graxos
de diferentes etapas e, deste modo, estimar a quantidade total destes acidos
nas amostras. No protocolo de PLFA, estas adicdes sao feitas geralmente antes
da reacdo de metilacdo, na forma de 19:0, ou apés esta reacdo, na forma de
éster metilico de 19:0. No entanto, estas adicGes ndo asseguram a recuperacao
quantitativa dos compostos nas fases anteriores de extracao.

Para aumentar a recuperacédo quantitativa em todas as fases, passos
consecutivos de adicdo e retirada de volumes multiplos de solventes organicos
podem ser realizados nas etapas de transferéncia de fracdes e nas particoes de
fase de todo o processo do protocolo de PLFA. Normalmente, apds a particao
de fases de misturas de solventes, a fase organica ndo pode ser totalmente
aspirada sob o risco de contaminacao desta com a fase aquosa. Deste modo,
sugere-se que apés a remocao de cerca de 70-80% do volume da fase
orgéanica, passos de adicdo e remocao sucessivos de volumes equivalentes

do solvente organico sejam repetidos trés vezes. Este procedimento deve

ser utilizado nas particbes com cloroférmio na fase de extracao dos lipidios
totais do solo, na transferéncia do extrato concentrado para as colunas
cromatograficas de afinidade, na particdo com hexano para a recuperacao

de FAMEs apés metandlise e na transferéncia dos FAMEs para os frascos

de cromatografia (GC vials) ap6s a concentracéo sob N, ultrapuro. Com a
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utilizacdo deste procedimento foram encontradas correlacdes elevadas entre

a soma dos 4acidos graxos extraidos pelo protocolo de PLFA e a biomassa
estimada de acordo com o método de fumigacdo-incubacdo em uma série de 29
amostras de solos com teores de matéria organica e texturas variadas (Figura
6); (FERNANDES, 2006).

140 1 O

y=68.369%x
R?=0.8971

—_

=) > (=

(=] (=] (=]
L L L

PLFA total (nmol'é solo)

&
(=]
L

C-BM FI (mg C g'l solo)

Figura 6. Correlacdo entre o total de PLFA e o carbono da biomassa microbiana
quantificado pelo método da fumigacédo-incubacéo (kc = 0,41) de amostras de solo com
variacbes do contetido de carbono orgénico (9 a 42 g kg'), textura (areia franca a franco

argilosa) e pH (5,4 a 7,1).

Correlacdes entre a soma de acidos graxos extraidos pelos métodos de
extracdo direta (EL-FA e MIDI-FA) e a biomassa quantificada por métodos
tradicionais baseados na fumigacao das amostras ndo foram determinadas,
porém espera-se que contaminantes nao-celulares, especialmente no método
MIDI-FA possam interferir nesta correlacdo. Quantidades elevadas de acidos
graxos com hidroxilas terminais (12:000H, 14:0u0H. 16:0uOH), alcodis (16:0
alcool) e acidos dicarboxilicos (16:0 dicarboxilico), tipicos de ceras, suberinas
e cutinas de plantas, foram detectados em extratos de amostras de solo
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com altos teores de matéria organica obtidos pelo método MIDI-FA (Figura
2), (FERNANDES 2006). Além disto, conforme ja comentado anteriormente,
a eficiéncia de extracado de acidos graxos de amostras de solo pelo método
MIDI-FA varia em funcédo dos teores de matéria organica do solo, o que
impossibilita a comparacao dos valores absolutos de biomassa obtidos entre
amostras distintas quanto a esta variavel.

Relacdes entre FAMEs Indicadores de Estresse Microbiano

As relacdes entre alguns acidos graxos extraidos da fracdo fosfolipidica sédo
alteradas sob condicdes de estresse. Desse modo, diferencas nessas relacdes
em amostras obtidas de ambientes distintos indicam alteracdes fisioldgicas
na comunidade microbiana em resposta a algum fator de estresse do meio.
Por exemplo, o aumento da relacédo entre isbmeros trans e cis de FAMEs
monoinsaturados podem indicar que a comunidade microbiana encontra-se
sob privacdo de nutrientes ou sob algum outro tipo de estresse ambiental
(GUCKERT et al., 1986; KIEFT et al., 1994; PIETIKAINEN et al., 2000).
Condicoes de estresse também levam ao aumento da proporcdo de acidos
graxos ciclopropilicos para os seus precursores monoendicos (Figura 7).
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Figura 7. Indicador de estresse microbiano descrito pela relacdo entre os PLFAs 19:0cy e 18:1w7c,
extraidos de amostras de um Argissolo amarelo submetido a adicdo de residuos vegetais com
diferentes composicdes quimicas e a variacGes temporais na umidade do solo. Os tratamentos de
residuos incluem o controle (sem adicdo de residuos vegetais), a adicdo de palha de milho (lignina 3%)
e de fibra de casca de coco (lignina 45%). Os residuos foram adicionados na proporcédo de 4 mg C

g’ solo. A fase pré-seca correspondeu ao periodo de incubacdo de zero a 160 dias, sob potencial de
agua no solo de -0,12 MPa. A fase de seca correspondeu ao periodo de incubacdo de 160 a 290 dias,
a -1,5 MPa. Apés este periodo o solo foi reumedecido e mantido a -0,12 MPa. As amostragens foram
feitas aos 112, 212 e 350 dias ap6s inicio da incubacéo.
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Por exemplo, a relacédo entre o PLFA 19:0cy e o seu precursor 18:1Tw7c tém
sido proposta com um indicador do status fisiolégico de comunidades de
bactérias Gram-negativas (BOSSIO; SCOW, 1998; BOSSIO et al., 1998).
Nessas bactérias, os precursores sdo crescentemente convertidos para acidos
graxos ciclopropilicos a medida que as bactérias transitam de um estado de
crescimento para um estado de auséncia de crescimento.
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Anexo 1

Protocolo de extracdo de acidos graxos totais baseado
no protocolo comercial MIDI (MIDI-FAME)

Vidrarias

Tubos de centrifuga (35 ml), com tampas de rosca com revestimento de

re teflon.

Tubos de vidro (13 x 100), com tampas de rosca com revestimento de
teflon.

Frascos para cromatografia gasosa (GC vials), com capacidade de 2 ml,
com tampa de pressdo ou de rosca.

Equipamentos

Balanca semi-analitica.

Agitador de tubos tipo vortex.

Banho-maria (até 100°C).

Centrifuga com rotor compativel com tubos (20x125 mm) e velocidade de
480 xg.

Mesa agitadora orbital.

Cromatégrafo a gads com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) e
coluna cromatografica capilar (5% bifenil-95% dimetilpolisiloxano, 25 m).

Reagentes

Hidréxido de sodio (NaOH).
Metanol.

Acido cloridrico.

Hexano.

Procedimento

Adicionar 3 g de solo na umidade de campo em um tubo de vidro de
centrifuga (35 ml).

Adicionar ao solo 3 ml de uma solucdo de NaOH (3,75 M) preparada em
agua:metanol (1:1, v/v) e fechar os tubos com tampa revestida de teflon.
Homogeneizar conteldo dos tubos em um agitador tipo vortex por 15 s.
Colocar tubos em banho-maria a 100°C por 30 min.
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Apds retirar os tubos do banho-maria, adicionar 6 ml de uma mistura de
acido cloridrico 6,0 M e metanol, na proporcédo de 1:0,85.

Apds fechar os tubos, homogeneizar conteddo em vortex, por 15 s.
Incubar tubos em banho-maria a 85°C, por 10 min.

Adicionar 3 ml de hexano ao tubos para promover a particao das fases
organica e aquosa.

Agitar tubos em vortex por 15 s.

Centrifugar tubos por 10 min (480 x g).

Aspirar fase orgéanica (superior) com uma pipeta e transferir para tubos de
vidro (13 x 100 mm) com tampas de rosca revestidas com teflon.
Adicionar 3 ml de solucédo alcalina (0,3 M de NaOH) e misturar contetido
em mesa agitadora orbital, com baixa velocidade (50-80 rpm), por 5 min.
Transferir fase organica para frascos de cromatografia (GC vials) de 2 ml.
Injetar amostras em cromatdgrafo a gas equipado com coluna capilar
(5% bifenil-95% dimetilpolisiloxano, 25 a 30 m) e detector de ionizacdo
de chama (FID). O equipamento deve ser programado para promover um
incremento de 50C por min, desde 120 a 270°C. As temperaturas do
injetor e do detector sdo de 250°C e 280°C, respectivamente.

Proceder a identificacdo dos picos cromatograficos com base nas
comparacdes dos tempos de retencdao de FAMEs microbianos das
amostras e de padrées comerciais (ex. BAME e FAME 37, Supelco).
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Anexo 2

Protocolo de extracéo de Acidos Graxos com Ligacdes
Ester (EL-FAME) (adaptado de Schutter e Dick, 2000)

Vidrarias

Tubos de centrifuga (35 ml), com tampas de rosca com revestimento de
teflon.

Frascos para cromatografia gasosa (GC vials), com capacidade de 2 ml,
com tampa de pressdo ou de rosca.

Redutores de volume (inserts) com capacidade de 200 ulL para frascos de
cromatografia gasosa (GC vials).

Tubos de ensaio.

Equipamentos

Balanca semi-analitica.

Agitador de tubos tipo vortex.

Banho-maria (37°C).

Evaporador de solventes para tubos, com conex&o a tanque de N2
ultrapuro e controle de temperatura (37-40°C).

Centrifuga com rotor compativel com tubos (20x125 mm) e velocidade
de 480 x g.

Cromatégrafo a gads com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) e
coluna cromatografica capilar (5% bifenil-95% dimetilpolisiloxano, 25 m).

Reagentes

Hidréxido de sé6dio (NaOH).
Metanol.
Hexano.
Tolueno.

Procedimento

Adicionar 3 g de solo na umidade de campo em um tubo de vidro de
centrifuga (35 ml).
Adicionar ao solo 15 ml de uma solucao de KOH (0,2 M) preparada em
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metanol e fechar os tubos com tampa revestida de teflon.

- Homogeneizar conteudo dos tubos em um agitador tipo vortex por 15 s.

- Colocar tubos em banho-maria a 37°C por 60 min. Homogeneizar
o conteldo dos frascos a cada 10 min. utilizando um agitador do tipo
vortex.

- Adicionar 3 ml de acido acético 1 M e homogeneizar tubos em vortex.

- Adicionar 10 ml de hexano aos tubos para promover a particdo das fases
organica e aquosa e homogeneizar em vortex.

- Centrifugar tubos por 10 min (480 x g).

- Transferir fase organica com hexano (superior) com uma pipeta e
transferir para tubos de ensaio.

- Secar o hexano contendo os FAMEs a 37-40°C sob N, ultrapuro.

- Ressuspender FAMEs em hexano e transferir para um tubo de
cromatografia ambar (GC vials). Em geral, a utilizacao de redutores de
volume (inserts) ndo é necesséria.

- Injetar 1 uL das amostras em cromatégrafo a gas equipado com coluna
capilar (5% bifenil-95% dimetilpolisiloxano, 25 m) e detector de ionizacao
de chama (FID). O equipamento deve ser programado para promover um
incremento de 5°C por min, desde 120 a 270°C. As temperaturas do
injetor e do detector sdo de 250°C e 280°C, respectivamente.

- Proceder a identificacdo dos picos cromatograficos com base nas
comparacdes dos tempos de retencdo de FAMEs microbianos das
amostras e de padrdes comerciais (ex. BAME e FAME 37, Supelco).

Comentarios dos autores

- Utilizar luvas descartaveis de nitrila durante todo o procedimento.

- As adicOes de solventes organicos, acidos e bases, assim como a
transferéncia da fase organica entre tubos, devem ser feita em capela de
exaustao.

- Embora o uso de pipetas de Pasteur para adicdo de solventes organicos
e a aspiracdo e transferéncia da fase organica entre tubos tenha sido
recomendado por diversos autores, o uso de micropipetas com ponteiras
de alta qualidade nao resulta em contaminacao das amostras.
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Anexo 3

Protocolo de analise de Acidos Graxos Derivados de
Fosfolipidios (PLFA)

Vidrarias

Tubos de centrifuga (35 ml), com tampas de rosca com revestimento de
teflon.

Frascos para cromatografia gasosa (GC vials), com capacidade de 2 ml,
com tampa de pressao ou de rosca.

Redutores de volume (inserts) com capacidade de 200 pL para frascos de
cromatografia gasosa (GC vials).

Tubos de ensaio.

Funis de vidro.

Erlenmeyers 50 ml.

Equipamentos

Balanca semi-analitica.

Agitador de tubos tipo vortex.

Banho-maria (37°C).

Cuba a vacuo (manifold) para acoplamento e eluicdo de colunas de silica;
Evaporador de solventes para tubos, com conex&o a tanque de N,
ultrapuro e controle de temperatura (37-40°C).

Centrifuga com rotor compativel com tubos (20x125 mm) e velocidade de
480 x g.

Cromatégrafo a gds com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) e
coluna cromatografica capilar (5% bifenil-95% dimetilpolisiloxano, 25 a
30 m).

Mesa agitadora.

Etapas

Extracao dos lipidios totais do solo

Solventes e solucdes
Cloroférmio, metanol, tampao fosfato 50 mM (relacédo 1:2:0,8).
Agua deionizada e solucio de NaCl 2 M.
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Procedimento

Pesar 3 g de solo em um tubo de centrifuga de 35 ml. Também faca um
branco sem solo.
Adicione agua deionizada suficiente para trazer a umidade do solo para
50% e adicione a mesma quantidade de tampao fosfato de potassio
100 mM (pH 7,0) para fazer um tampao 50 mM. Adicione cloroférmio e
metanol de acordo com a relacdo acima.

Exemplo: 3 g de solo seco com contelddo gravimétrico de

agua de 0,432 corresponde a 4,30 g de solo umido (1,30 g

ou ml de H,O presente). Nesse caso, precisa-se de 1,5 ml de

H,O total. Adicione 0,2 ml H,0 + 1,5 ml de tamp&o fosfato

0,1 M.

Adicione 7,5 ml de metanol e 3,75 ml de cloroférmio.

Agite por 2 h e deixe em repouso por 24 h.
Centrifugue os tubos por 12 min a 2000 rpm e despeje o sobrenadante
em um filtro Whatman #1 previamente dispostos em funis de vidro
apropriados. Colete o filtrado em Erlenmeyer de 50 ml).
Adicione as mesmas quantidades de cloroférmio e metanol aos tubos e
centrifugue novamente por 5 a 6 minutos. Repita esse procedimento mais
2 vezes.
Adicione solucédo de NaCl 2 M ao filtrado para separar as fases. O
volume da solucdo de NaCl deve ser igual ao volume total de cloroférmio
adicionado nos passos 2 e 4.
Transfira a fase do cloroférmio (fase do fundo) para tubos de ensaio
novos e seque sob N, ultrapuro (99,9%).
Se necessario, nesta fase, os extratos secos podem ser congelados

(-20°C) sob N, ultrapuro até continuagéo do procedimento.

Separacédo de lipidios
Consumiveis e solventes

Colunas de cromatografia de adsorgcdo com silica de 3 ml (Supelco cat. #

505048 Supelclean LC-Si SPE tubes, ou equivalente)

Cloroférmio, acetona, metanol
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Procedimento

Adicione 2 ml de cloroférmio em cada coluna.

Adicione os lipidios secos as colunas -> dissolva em aliquotas de 0,5 ml
de cloroférmio e transfira para a coluna. Repita esse passo mais 2 vezes.
Adicione trés vezes 2 ml de cloroférmio para separar os lipidios neutros.
Adicione trés vezes 2 ml de acetona para separar os glicolipidios. Os
volumes acumulados de cloroférmio e acetona utilizados na eluicdo das
colunas podem ser descartados.

Troque os tubos de ensaio para a coleta dos fosfolipidios (ex. tubos pyrex
de 10 ml).

Adicione trés vezes 2 ml de metanol para separar os fosfolipidios (ndo
descartar).

Imediatamente seque o metanol contendo os fosfolipidios sob N,.

Se necessério, nesta fase, os extratos secos podem ser congelados
(-20°C) sob N, ultrapuro até continuacdo do procedimento. E importante,
no entanto, que o metanol seja totalmente evaporado.

Metilacdo alcalina branda
Solventes e Solucées
KOH 0,2 M (1.12 g KOH dissolvido em 100 ml H,0O).
Metanol e tolueno.
Acido acético 1 M (5.72 ml de 4cido acético em 100 ml H,0).
Agua deionizada.
Hexano.

Procedimento

Dissolver os fosfolipidios secos pela adicdo de 1 ml de 1:1
metanol:tolueno, agitar os tubos e adicionar 1 ml de KOH 0,2 M.
Aquecer em banho-maria a 38-42°C por 15 min.

Adicionar 2 ml de 4gua deionizada, 0,3 ml de acido acético 1 M e 0,5 ml
de hexano.

Homogenize o conteddo dos frascos em vortex e deixe em repouso para
separacdo das fases. Antes de proceder o proximo passo, as fases devem
estar transparentes.

Remova o hexano e transfira para novos tubos.

Adicione e remova o hexano mais duas vezes.
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- Seque o extrato de hexano sob N, (leva menos de uma hora para secar).

- Redissolva os ésteres metilicos em 80 uL de hexano e transfira para
inserts de 200 pL dispostos dentro de frascos ambar de cromatografia de
2 ml. Repita mais uma vez a lavagem com o hexano.

- Complete o volume total dos inserts com hexano e feche o frasco GC
com tampa de teflon apropriada.

- Injetar 1 pL das amostras em cromatografo a gas equipado com
coluna capilar (5% bifenil-95% dimetilpolisiloxano, 25 m) e detector
de ionizacdo de chama (FID). O equipamento deve ser programado
para promover um incremento de 5°C por min, desde 120 a 270°C.
As temperaturas do injetor e do detector sdo de 250°C e 280°C,
respectivamente.

- Proceder a identificacdo dos picos cromatograficos com base nas
comparacdes dos tempos de retencdo de FAMEs microbianos das
amostras e de padrdes comerciais (ex. BAME e FAME 37, Supelco).

Comentarios dos autores

- Utilizar luvas descartaveis de nitrila durante todo o procedimento.

- As adicOes de solventes organicos, acidos e bases, assim como a
transferéncia da fase organica entre tubos, devem ser feitas em capela de
exaustao.

- Embora o uso de pipetas de Pasteur para adicdo de solventes organicos
e a aspiracdo e transferéncia da fase organica entre tubos tenha sido
recomendado por diversos autores, o uso de micropipetas com ponteiras
de alta qualidade nao resulta em contaminacao das amostras.

- O uso de rotores para tubos de 50 ml equipados com adaptadores de
borracha para tubos de 35 ml, ao invés de rotores de 35 ml, é fortemente
recomendado para minimizar o risco de quebra dos tubos de vidro durante
a centrifugacéo.

- Caso haja interesse em analisar a composicdo dos FAMEs dos
lipidios neutros, a fracao eluida com cloroférmio deveréa ser coletada
separadamente da fracdo eluida com acetona e tratada para a producao
de FAMEs de modo idéntico ao utilizado para a fracao fosfolipidica.
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