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RESUMO

A obtencdo otimizada de goma xantana a partir de cepas nativas esta condicionada a diversas
variaveis, sobretudo, aquelas inerentes a propria cepa microbiana utilizada no processo. Para
serem Uteis em aplicacbes industriais, é importante que as bactérias permanecam Viaveis,
mantenham suas fungdes celulares e propaguem-se bem apds a conservacao. As condigdes de
estocagem e manutencdo das bactérias devem preservar a pureza e suas caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, que em conjunto confirmam a identificacdo do género e da espécie
microbiana e garantem uma maior reprodutibilidade do rendimento e propriedades de seus
produtos metabdlicos. Este trabalho apresenta em seu primeiro capitulo uma revisdo da
literatura sobre os principais topicos relacionados ao estudo e, em seu segundo capitulo, traz
uma prospeccao de publicagdes cientificas dos Ultimos 10 anos, na qual s&o considerados 0s
principais autores, 0 numero de publicagdes anuais e os principais peridédicos que divulgam
trabalhos relacionados a composicdo de acidos graxos celulares bacterianos, que s&o
importantes caracteristicas fenotipicas usadas como biomarcadores taxonémicos de
microrganismos. Este capitulo serviu como base para definir a abordagem deste assunto no
estudo realizado posteriormente com a Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae
IBSBF 2103 descrito no capitulo 111, no qual sédo apresentados os dados de monitoramento
fenotipico e genotipico da cepa que foi mantida por seis meses nas condi¢cdes de
congelamento a -80°C e sob refrigeracdo (3-8°C) com repiques mensais em agar inclinado
YM. Os resultados revelaram a estabilidade da Xanthomonas quanto aos aspectos
morfocoloniais, perfil genético e bioquimico em ambos os métodos de preservacdo. Na
analise do perfil de acidos graxos da cepa, foram identificados e quantificados 13 compostos,
cuja concentracdo se mostrou mais estavel nas células mantidas a -80°C. A variacdo
guantitativa de alguns destes acidos indicou possivel caréncia de nutrientes ou estresse das
celulas cultivadas em &gar YM inclinado e mantidas sob refrigeracéo, as quais metabolizaram
goma xantana com viscosidade mais baixa e em menor quantidade. O perfil de fragmentacéo
cromossdmica obtido com enzima de macro restricdo Xbal e revelado por eletroforese de
campo pulsado apresentou apresentou 17 fragmentos distintos, com tamanhos de, no méaximo,
485kilobases (kb). N&o foram observadas variagcdes na fragmentacdo cromossomal entre 0s
subcultivos mantidos nas duas condi¢cdes de armazenamento durante o periodo avaliado. O
procedimento de manutencdo da cepa a -80°C resultou em menores variacbes nas
caracteristicas fenotipicas avaliadas, o que provavelmente influenciou positivamente as
caracteristicas quali e quantitativas da xantana produzida.

Palavras-chave: Acidos graxos bacterianos. Biopolimeros. Goma xantana. Xanthomonas
campestris. PFGE.



ABSTRACT

The optimized production of xanthan gum with native bacterial strains depends on several
conditions, particularly those inherent to the microbial strain used in the process. To be useful
in industrial applications, it is important that the bacteria remain viable, maintain their cellular
functions and propagate well after storage periods. The conditions of storage and maintenance
of the bacteria must preserve its microbiological purity, as well as, the phenotypic and
genotypic characteristics, which together confirm the identification of microbial gender and
species, ensuring metabolic production with better reproducibility in terms of yielding and
properties. The first chapter of this work comprises a literature review of the main topics
related to this study and, the second chapter provides a prospecting of scientific publications
from the last 10 years, in which are considered the main authors, the number of annual
publications and leading journals that publish articles related to the bacterial cellular fatty
acids, which is an important phenotypic characteristic used as taxonomic biomarkers of
microorganisms. The chapter Il served as the basis for the approaching of this subject in the
study with the Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103 described at the
Chapter 111, which shows phenotypic and genotypic monitoring data of the strain maintained
in freezing conditions at -80°C and in YM agar slant under refrigeration (3-8°C) during six
months. The results showed the stability of Xanthomonas regarding morphocolonial aspects,
genetic and biochemical profile in both preservation methods. The fatty acid analysis profile
of this strain showed 13 compounds, which were identified and quantified. The cells kept at -
80°C showed a more stable concentration of all fatty acids. The quantitative variation of these
fatty acids observed in the cells maintained on YM agar slant under refrigeration, is an
indicative of possible nutritional deficiencies or other stress condition associated to this
maintenance condition. Such cells metabolized xanthan gum with low viscosity and, in fewer
amounts. The chromosomal fragmentation profile obtained with the macro restriction enzyme
Xbal, revealed by pulsed field gel electrophoresis, showed 17 distinct fragments with
maximum size of 485 kilobases (kb). No variations in the chromosomal fragmentation profile
among the subcultures maintained in both storage conditions were observed during the
studied period. The maintenance procedure of the Xanthomonas strain at -80°C showed lower
variations in all phenotypic characteristics observed, which probably had a positive influence
on the qualitative and quantitative characteristics of the xanthan gum produced.

Keywords: Bacterial fatty acids. Biopolymers. Xanthan gum. Xanthomonas campestris.
PFGE.
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1 INTRODUCAO

As diferentes espécies de Xanthomonas podem sintetizar xantanas com caracteristicas
diferenciadas de viscosidade, textura, quantidade e estabilidade. Diante desta afirmativa,
quando h& conhecimento sobre o comportamento da espécie produtora é possivel estabelecer
se 0 polimero sintetizado € eficiente e se este pode ser conduzido para uma determinada
aplicacdo. Por este motivo, busca-se estudar as caracteristicas dos microrganismos produtores
deste biopolimero.

A Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae pertence & familia
Pseudomonaceae, sendo conhecida por ser o agente causal da mancha angular ou cancro
bacteriano em mangueiras. Esta subespécie, que se desenvolve em coldnias de pigmentacéao
clara ou ausente em meio contendo &agar, produz goma xantana em diferentes condicGes de
fermentacdo, apresentando bons resultados com o uso de fontes alternativas de substratos
fermentesciveis, de acordo com trabalhos publicados pelo grupo de pesquisa do Laboratério
de Analises Aplicadas e de Biomateriais (LAPBIM) da Universidade Federal da Bahia.

A goma xantana € um polissacarideo microbiano de grande importancia para a
aplicacdo industrial, pois possui excelentes propriedades pseudoplésticas, apresenta alta
viscosidade em baixas concentracGes e estabilidade em ampla faixa de pH e temperatura.
Estas caracteristicas tornam o polimero muito util na inddstria alimenticia, farmacéutica,
petrolifera e de produtos agricolas.

O maior problema na producdo de polimeros microbianos como a xantana estd
associado a reprodutibilidade das suas propriedades, principalmente devido a manutencdo da
pureza microbiana, concentracdo celular, fase de crescimento, tempo de multiplicacéo,
mutacdo intrinseca ou induzida por fatores externos e mutacGes genéticas durante a
manutencdo das cepas.

As técnicas de estocagem, transferéncia, cultivo e manutencdo das culturas bacterianas
devem preservar a pureza e as caracteristicas fenotipicas e genotipicas que em conjunto,
confirmam a identificacdo do género e da espécie microbiana. Portanto, 0 monitoramento da
pureza, comportamento bioquimico, perfil genético e de acidos graxos da cepa microbiana
pode contribuir para uma maior reprodutibilidade do rendimento e das propriedades de seus
metabdlitos.

Buscando contribuir com o0s estudos que tém por objetivo a melhoria das
caracteristicas qualitativas e quantitativas da producdo de biopolimeros bacterianos, o
presente trabalho foi desenvolvido a fim de avaliar se a cepa IBSBF 2103 da Xanthomonas

campestris pv. mangiferaeindicae sofre alteragdes ou influéncias nas suas caracteristicas
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fenotipicas, genotipicas e de producdo de xantana durante sua manutencdo em laboratério sob
duas condicBGes distintas de preservacdo, o ultracongelamento em meio liquido e o
resfriamento em agar inclinado.

Esta dissertacdo esta estruturada em trés capitulos. O primeiro é uma revisdo da
literatura, o segundo trata de uma prospecgdo tecnoldgica de artigos cientificos com o tema
“perfil de acidos graxos celulares de bactérias” e 0 terceiro capitulo aborda os resultados
obtidos durante seis meses de avaliagdo e monitoramento da cepa IBSBF 2103 da

Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae produtora de goma xantana.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Monitorar alteracGes fenotipicas e genotipicas da Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae IBSBF 2103 durante os procedimentos de manutencdo da cepa em duas
condicdes distintas de preservacdo, visando identificar a condicdo que resulte em menor
impacto sobre estas caracteristicas e sobre a capacidade de produgdo de goma xantana por

este microrganismo.

2.2 Objetivo Especifico
= Determinar o perfil bioquimico e fisiologico da X. campestris pv. mangiferaeindicae
preservada nas condic¢des de congelamento (ultra freezer a -80°C) e refrigeracéo (3 a 8°C);

= Estabelecer a composicdo qualitativa e quantitativa de acidos graxos celulares da X.

campestris pv. mangiferaeindicae por técnica de cromatografia gasosa;

= Determinar o perfil genético (fingerprint) da X. campestris pv. mangiferaeindicae por

meio da técnica de eletroforese de campo pulsado — PFGE;

= Avaliar os efeitos das condi¢bes de preservacdo e do tempo de estocagem da X.
campestris pv. mangiferaeindicae sobre a pureza microbiana, comportamento bioquimico e
fisiologico, perfil genético e de distribuicdo quantitativa e qualitativa de &cidos graxos

celulares desta cepa de Xanthomonas;

= Observar a ocorréncia de alterac6es de ordem fenotipica (bioquimica e composicéo de
acidos graxos) e genotipica da X. campestris pv. mangiferaeindicae, correlacionando com
possiveis variacBes quali e quantitativas da produgdo de goma xantana para estabelecer a

melhor técnica de preservacao desta cepa.
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1 Xanthomonas spp.

Originada do grego, a palavra Xanthomonas significa “xanthos” = amarelo ¢ “monas”
= unidade (KRIEG e HOLT, 1994; MAC FADDIN, 2000). O género Xanthomonas esta
distribuido em 1470 familias, apresentam 3636 genes Unicos. Dentre estes genes, merecem
atencdo os receptores de ferro, os sintetizadores de flagelo, aqueles envolvidos com
metabolismo energético, sistema secretdrio tipo 11, sistema secretorio tipo 111 e os envolvidos
com quimiotaxia (MOREIRA et al., 2005).

As células bacterianas de Xanthomonas normalmente apresentam flagelo Unico,
consequentemente dispem de motilidade, apresentam-se dispostas isoladamente em forma de
bastonetes retos, facilmente visiveis ao microscépio éptico. Caracterizam-se como Gram-
negativas, oxidase negativas, catalase positivas, ndo redutoras de nitrito, apresentam
resultados positivos para esculina e negativos para hidrolise da gelatina. Tém bom
crescimento na faixa de temperatura entre 28 - 30°C e ndo cresce a 40°C (KRIEG e HOLT,
1994; MAC FADDIN, 2000). O tempo medio de crescimento varia de 2 a 3 dias e
normalmente sdo aerébias ou microaerofilias, o que facilita o cultivo em laboratorio
(PAGLIARINI e DRUZIAN, 2007).

A maioria dos membros do género Xanthomonas produz um pigmento amarelo
associado a membrana celular externa, chamado xantomonadina (STARR et al., 1977).
Embora seja uma caracteristica importante para identificagdo do género, algumas linhagens
podem ndo apresentar a pigmentacdo. A auséncia da xantomonadina ndo exclui o organismo
do género se outras caracteristicas estiverem de acordo (GARRITY et al., 2005).

As Xanthomonas sdo quimio-organotréficas e estritamente aerdbias, com um tipo de
metabolismo respiratorio que requer oxigénio como aceptor de elétrons terminais. S&o
essencialmente fitopatogénicas, com excecao da espécie Xanthomonas maltophila, capazes de
provocar importantes doencas em uma extensa variedade de plantas cultivadas (herbaceas e
lenhosas), bem como em plantas nativas (GARCIA-OCHOA, 2000).

A espécie X. campestris tem sido dividida em mais de 140 patovares, indicando sua
alta diversidade patogénica (BERTHIER et al., 1993). A Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae por exemplo, é relatada como o agente causal da mancha angular ou
cancro bacteriano em mangueiras (GAGNEVIN, LEACH e PRUVOST, 1997;
NASCIMENTO e MARIANO 2004; TRINDADE et al., 2007) (Figura 1.A).

A subespécie mangiferaeindicae apresenta geralmente coldnias com aspecto brilhante

com bordas lisas e uma coloragdo esbranquigada em meio agar-nutritivo, pois ndo produz ou
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produz pouca xantomonadina (Figura 1.B), com excecdo de alguns patovares ou isolados de
um mesmo patovar (SWINGS, VAUTERIN e KERSTER, 1993).

Figura 1 - Sintomas da mancha angular em folhas de mangueira (A) e Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae cultivada em agar YM (B).

Fonte A: Trindade (2007) Fonte B: Acervo pessoal (2015)

A maioria dos patovares de X. campestris e outras espécies produzem
exopolissacarideos (EPS). Por serem bactérias fitopatogénicas em sua maioria, esta producao
de EPS esta relacionada com a sua sobrevivéncia em ambientes hostis, protecdo contra o
desidratacdo, concentracdo de minerais e nutrientes, reducdo do contato com moléculas
hidrofébicas ou carregadas e fixacdo na superficie do vegetal hospedeiro (BREWIN, 1991;
DUNGER et al., 2007; ROTTAVA et al., 2009) .

O EPS produzido por bactérias do género Xanthomonas € definido como goma
xantana. Em funcdo de suas excelentes propriedades fisico-quimicas e aplicacGes industriais,

os fatores que afetam sua producéo e caracterizacdo tém sido amplamente estudados.

2 GOMA XANTANA

A goma xantana é um heteropolissacarideo sintetizado por bactérias do género
Xanthomonas por meio de processo fermentativo aerébico, que utiliza a glicose ou sacarose
como principal substrato (BRANDAO et al., 2008) (Figura 2).



20

Figura 2 - Goma xantana produzida por X. campestris pv. mangiferaeindicae 2103.

Fonte: Acervo Pessoal (2015)

A sintese da goma xantana envolve algumas rotas metabdlicas, sendo que a via de
Entner—Doudoroff € citada como a principal delas. O catabolismo de glicose nesta via é cerca
de 80% até piruvato, o que da sequéncia a via do &cido tricarboxilico e a via da pentose-
fosfato responsavel por metabolizar toda glicose restante, como mostra a Figura 3 (LETISSE
etal., 2001; PORTELA et al., 2008).

Figura 3 - Biossintese da Goma Xantana.
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Fonte: Dawes e Sutherland (1992).
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A rota biossintética da goma xantana envolve pelo menos trés etapas, que tém inicio
com a conversao de acuUcares simples em precursores nucleotidicos; segue com o encaixe das
sub-unidades pentassacaridicas aos carreadores poliprenol-fosfato da membrana
citoplasmatica e a adicdo dos grupos acetil e piruvato; finalizando com a polimerizacao das
unidades pentassacaridicas e secre¢cdo do polimero (IELPI, COUSO e DANKERT, 1993; DA
SILVA et al., 2002).

A massa molecular da goma xantana é 2x10° Dalton (Da), podendo alcancar até
30x10° Da. A estrutura primaria do biopolimero normalmente consiste de uma unidade
pentassacaridica composta de D-glicose, residuos de &cido D-glucurdnico e de manose, em
uma propor¢do molar de 2:2:1, com quantidades varidveis de grupos substituintes piruvato e
acetil. A cadeia principal da xantana é composta por unidades de D-glicose (5-1,4) ligada a
cadeias laterais trissacaridicas compostas por unidades de manose (5-1,4) e de &cido
glucurdnico (5-1,2) (ROSALAM e ENGLAND, 2006; VIDHYALAK, VALLINACHIYAR e
RADHIKA, 2012).

Solucdes aquosas desse biopolimero apresentam excelentes propriedades reoldgicas,
atribuidas ao seu carater pseudoplastico, além de estabilidade da viscosidade em ampla faixa
de pH e temperatura (ROSALAM e ENGLAND, 2006). Comercialmente, este polissacarideo
é aplicado como estabilizante de emulsGes, agente de suspensdo e espessante no setor
alimenticio, farmacéutico e de produtos agricolas (GARCIA-OCHOA et al., 2000). Na
industria de petroleo, a goma xantana é utilizada como agente de controle de mobilidade na
recuperacdo do 6leo e lama de perfuracdo de pocos (SUTHERLAND, 2002).

O uso da xantana na industria de alimentos foi aprovado nos Estados Unidos em 1969
pelo Food and Drug Administration — FDA (FONTANIELLA et al., 2002). Desde sua
inclusdo na producédo alimenticia em larga escala, tem sido utilizada como substituto parcial
de gordura em bolos, reduzindo o teor gorduroso entre 50% a 60% sem alterar o aspecto e
caracteristicas organolépticas. Entre suas funcionalidades destaca-se também a manutenc¢éo da
estabilidade e atividade de &gua, diminuicdo do teor de umidade em aproximadamente 20%,
proporcionando um produto final com maior volume em relacdo ao convencional
(ZAMBRANO et al., 2005).

Do ponto de vista comercial, a goma xantana é o polissacarideo microbiano mais
importante, com uma producdo mundial de cerca de 30.000 toneladas por ano, movimentando
um mercado de aproximadamente 408 milhdes de dolares. As principais industrias produtoras
de xantana sdo Kelco (EUA), Rhone-Poulenc (Franca), Pfizer (EUA) e Mero-Rousselot-
Santia (Franca) (PRADELLA, 2006). Atualmente acredita-se que o volume de producédo
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ultrapassa o valor relatado em 2006, sendo o Grupo Fufeng (China) o maior produtor mundial
(FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2011).

Industrialmente existe um aumento na demanda por biopolimeros (goma xantana,
polihidroxialcanoato — PHA, alginato, entre outros) como substituintes parciais de
polissacarideos classicos como o amido e celulose, tanto por suas propriedades funcionais
Unicas, quanto por serem obtidos a partir de fontes renovaveis e sintetizados em menor tempo.

A xantana utilizada no Brasil ainda é importada na sua totalidade (BORGES et al.,
2009). Entretanto, de acordo com Menezes e colaboradores (2012), o pais possui 0s insumos
béasicos utilizados durante o processo, como 0 agucar de cana e o etanol (solvente usado na
precipitacdo do biopolimero), o que o torna um potencial centro de producéo deste polimero.

Neste contexto, a importancia da producdo de goma xantana no pais despertou o
interesse no desenvolvimento de pesquisas para caracterizacdo genética e fenotipica das
linhagens produtoras, a fim de compreender as relagdes com o rendimento de producdo e
qualidade do biopolimero (VAUTERIN, YANG e SWINGS, 1996; LUVIELMO,
VENDRUSCOLO e SCAMPARINI, 2007; MOITINHO, 2012).

A obtencdo otimizada de goma xantana a partir de cepas nativas, por exemplo, esta
condicionada a diversas variaveis entre as quais, aquelas inerentes a propria cepa utilizada no
processo, como a pureza microbiana, concentragdo celular, fase de crescimento, tempo de
multiplicagdo e mutagdo intrinseca ou induzida por fatores externos. Xantanas com
propriedades reoldgicas inadequadas, baixo rendimento e consequente custo de producédo
elevado, podem ser sintetizadas por sub-linhagens decorrentes do continuo cultivo da bactéria
durante a etapa de producdo do indculo (RAMIREZ et al., 1988). Algumas pesquisas relatam
que repiques sucessivos da bactéria aumentam a probabilidade de mutacdes espontaneas e
aleatdrias (KIDBY et al., 1977; RAIMANN et al., 2002).

De acordo com Kidby e colaboradores (1977), a probabilidade de degeneracdo da
cultura é diretamente proporcional ao nimero de geragdes microbianas envolvidas. Os autores
relataram que células de Xanthomonas mantidas por subcultivos periddicos a cada 14 dias
mostraram-se viaveis para producdo de xantana somente durante 3 meses de avaliacao.

Para serem Uteis em aplicac@es industriais, € importante que as bactérias permanegam
viaveis, mantenham suas funcGes celulares e propaguem-se apoOs desidratacao,
armazenamento e reidratagdo (MALIK, 1988; POTTS, 2001). A utilizagdo de inoculos de
Xanthomonas adaptados ao meio, estaveis e livres de sub-linhagens improdutivas, torna-se

fundamental para incrementar a produtividade do processo fermentativo.
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A manutengdo de células de Xanthomonas viaveis e estaveis constitui-se numa das
prioridades das pesquisas relacionadas a xantana. Os procedimentos conhecidos para a
preservacdo da bactéria sdo classificados apenas como adequados ou inadequados
(SALCEDO et al., 1992), e sdo poucos os relatos na literatura sobre o desempenho

quantitativo dos métodos utilizados para a conservagdo desse microrganismo.

3 MANUTENCAO E PRESERVACAO DE MICRORGANISMOS

A importancia da manutencdo e principalmente preservacdo de culturas bacterianas
advém da necessidade de se dispor do organismo ou espécime a qualquer momento, quer para
fins experimentais, didaticos, industriais ou estudos comparativos. Desta forma, conhecer a
melhor maneira de preservar culturas bacterianas e dispor de técnicas simples e eficientes para
isso é fundamental em laboratorios de microbiologia (SOLA, 2012).

Grande parte das técnicas utilizadas para a preservacdo de microrganismos envolve
tecnologias altamente especializadas, equipamentos sofisticados e sistemas de armazenamento
em ambientes de temperaturas muito baixas. Embora estes métodos sejam eficazes, sdo
geralmente muito caros e mais exigentes em relacdo a mdo-de-obra qualificada (HAYS et al.,
2005). Assim, técnicas alternativas (HUNT, GOUREVITCH e LEIN, 1958; LIAO e
SHOLLENBERGER, 2003) e também varia¢fes de métodos convencionais (HALIK, 1999;
VALENTINE et al., 2011) tém sido estudadas pelos pesquisadores da area a fim de instituir
tecnologias mais baratas e préaticas para a manutencdo de células vivas.

De acordo com Borowisk (2011) ha uma quantidade consideravel de técnicas,
convencionais e alternativas disponiveis para estoque e preservacao de isolados microbianos,
podendo ser divididas em propagativas (repiques periodicos), semi-propagativas (preservacao
em sementes, solo e agua estéreis) e nado-propagativas (liofilizacdo, ultracongelamento,
conservacao em nitrogénio liquido, silica gel e pérolas de vidro).

As técnicas de repiques continuos e ultracongelamento com agentes crioprotetores tém
sido muito empregadas nos laboratérios de microbiologia. Por constituirem o foco deste

trabalho, estas duas técnicas serdo descritas de forma mais detalhada.

3.1 Repicagem Continua ou Subcultivo

O repique ou subcultivo consiste na inoculagcdo do microrganismo em meio adequado,
incubacdo em ambiente favoravel a multiplicacdo e estocagem em baixas temperaturas apds
sua multiplicacdo (COSTA e FERREIRA, 1991; GREEN, 2008). Para minimizar o efeito da
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desidratacdo, os isolados devem ser conservados em tubos de ensaio com tampa rosqueavel
ou selados com parafina, armazenados em ambientes protegidos da luz e de variacdes de
temperatura, devendo ser mantidos preferencialmente entre 5 e 8°C (MURRAY, 2003).

O sucesso da manutencdo de microrganismos em placas ou tubos contendo meio
solido baseia-se na transferéncia asséptica de coldnias isoladas e bem desenvolvidas da
cultura antes que ocorra o esgotamento significativo dos nutrientes ou o acimulo em niveis
inaceitaveis de metabolitos prejudiciais ao desenvolvimento no meio de origem (SMITH e
ONIONS, 1994).

O repique continuo é considerado bastante pratico, pois tem baixo custo e os isolados
sdo facilmente recuperados. Por ser um método simples, caracteriza-se como técnica
tradicional de manutencao de culturas em laboratério, sendo bastante utilizada para se obter a
viabilidade de microrganismos, principalmente de bactérias (COSTA e FERREIRA, 1991;
ROMEIRO, 2006).

A grande vantagem da repicagem periddica refere-se a experiéncia adquirida por quem
manuseia as culturas, ja que, estando familiarizado com as caracteristicas das colénias, pode-
se reconhecer rapidamente uma contaminacdo ou alteracdo morfoldgica nas mesmas
(BOROWSKI, 2011).

No caso da preservacdo de bactérias do género Xanthomonas, houve uma preocupacao
por causa da instabilidade genética inicialmente creditada a esta bactéria (CADMUS et al.,
1976; KIDBY et al.,1977). Até a década de 90, acreditava-se que a manuten¢do em meio
solido inclinado ndo era adequada para preservar as culturas por mais de 3 meses, com
repiques a cada 14 dias (JEANES et al., 1976). Entretanto, Galindo, Salcedo e Ramirez (1994)
descreveram uma técnica de conservacdo de Xanthomonas campestris em meio solido YM
(yeast malt) em tubos inclinados. Apds repiques mensais durante 11 meses, observaram que a
bactéria ndo apresentou mudancas morfoldgicas nas colénias e nem alteracdo na sua
capacidade de producdo de xantana. Esta técnica de manutencdo da Xanthomonas a
temperatura de 4°C, com repiques a cada 30 dias passou a ser utilizada em vérios trabalhos
(GUPTE e KAMAT, 1997; SOUZA e VENDRUSCOLDO, 1999; ROTTAVA et al., 2009).

3.2 Ultracongelamento

O ultracongelamento esté relacionado a conservacdo de microrganismos em freezer
com temperatura em torno de -80°C e, por ser t&o consolidado na microbiologia, assim como

outras técnicas modernas, tem sido considerado um procedimento convencional para a
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manutencdo de culturas microbianas. Por outro lado, técnicas tradicionais, de baixa

tecnologia, passaram a ser consideradas alternativas (BOROWSKI, 2011).

A eficéacia do ultracongelamento de microrganismos € influenciada pela espécie, cepa,
tamanho e forma da célula, temperatura de incubagdo, composicdo do meio de crescimento,
pH, duracdo do armazenamento e meio de recuperacdo (ASHWOOD-SMITH, 1980; KIRSOP
e SNELL, 1984).

Apesar de microrganismos congelados sobreviverem sem um aditivo de protecao, a
presenca de crioprotetores adequados normalmente aumenta consideravelmente a
sobrevivéncia das culturas (HUBALEK, 2003). Estes agentes protegem a célula microbiana
dos efeitos deletérios do congelamento e descongelamento, impedindo a formacao de cristais
de gelo e estabilizando alguns componentes da membrana celular.

Dentre a variedade de crioprotetores existentes, os mais utilizados, com resultados
satisfatorios, sdo o dimetilsulfoxido, glicerol, soro sanguineo ou soro de leite, albumina, leite
desnatado, peptona, extrato de levedura, sacarose, glicose, metanol, polivinilpirrolidona
(PVP), sorbitol e extrato de malte. Para a maioria das células o glicerol é o agente mais
empregado porque, geralmente, € menos tdxico que o dimetilsuféxido (HUBALEK, 2003).

A concentracdo Otima do crioprotetor varia de acordo com o tipo celular, para
bactérias e leveduras recomenda-se o uso do glicerol 10% como agente crioprotetor
adicionado ao caldo de cultivo (SIMIONE, 1998). Alguns autores recomendam misturas
complexas como crioprotetores e que normalmente contém proteinas, glicideos ou polialcoois

em sua composicdo (LI et al., 2006).

4 IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DE BACTERIAS

Os microrganismos ndo possuem caracteristicas morfoldgicas suficientes que
permitam a sua distingdo. Frequentemente sdo classificados de acordo com a observacdo de
detalhes anatdémicos, entretanto, algumas culturas sdo muito semelhantes entre si para serem
classificadas por suas estruturas. No microscépio, espécies bacterianas que diferem quanto as
suas propriedades metabdlicas ou fisioldgicas podem parecer iguais apesar de serem pequenos
bastonetes ou pequenos cocos. Um tamanho maior ou a presenca de estruturas intracelulares
nem sempre significa uma classificacdo facil. Sendo assim, o0s microbiologistas
desenvolveram uma variedade de métodos que testam reacbes metabodlicas e outras
caracteristicas que possibilitam o agrupamento e identificacio de microrganismos
(TORTORA, FUNKE e CASE, 2012; ZANGENAH et al., 2013).
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As bactérias foram por muitos anos, identificadas através de provas bioquimicas
tradicionais, as quais podem levar até mais de 20 horas para gerar o resultado. Algumas cepas
ndo sdo muito bem identificadas pelo método tradicional, em que sdo preparados todos 0s
substratos de reacdo e a analise é feita em tempo mais longo (FRAZAO, 2014). No entanto,
resultados mais exatos e precisos podem ser obtidos com essa metodologia quando realizada
por métodos automatizados em microescala (ZANGENAH et al., 2013).

Os métodos bioquimicos tradicionais foram substituidos gradualmente por métodos
mais rapidos ou sistemas automatizados, tais como Vitek®, Biolog® e Bactray®. No inicio da
década de 70, o uso de substratos liofilizados em matrizes plésticas permitiu a identificacdo de
varios isolados clinicos em até 24 horas. Na segunda metade da década de 70, alguns sistemas
de identificacdo automatizados foram criados a partir destes testes rapidos (STAGER, 1997).

Assim, a utilizacdo de Kits contendo substratos bioquimicos e enzimaticos para a
identificacdo bacteriana simplificou e melhorou a precisdo das analises de caracterizagdo
fenotipica e por isso tem sido adotada em véarios experimentos (DUGGAL et al., 2012;
PACHECO, 2009).

O sistema Bactray® consiste em um kit para identificacdo bioquimica rapida para
bacilos Gram-negativos oxidase negativa, microrganismos fermentadores ou ndo da glicose e
bacilos Gram-negativos oxidase positiva. E composto por 3 conjuntos de provas biogquimicas
com 30 substratos desidratados que garantem sensibilidade ao sistema (LABORCLIN, 2015).

5 ACIDOS GRAXOS CELULARES BACTERIANOS

Os tipos e proporcBes de acidos graxos presentes nos lipideos da membrana
citoplasmatica e membrana externa das células bacterianas sdo importantes caracteristicas
fenotipicas destes microrganismos.

Os lipideos compdem estruturalmente as membranas bioldgicas de células bacterianas e,
em sua maioria, sao descritos como fosfolipideos. Outros lipideos, tais como os carotenoides,
sdo responsaveis pela pigmentacdo vermelha, laranja e amarela de alguns microrganismos e
alguns também funcionam como estoque energético (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

A composicdo de &cidos graxos nas células varia entre as diferentes espécies
bacterianas, podendo também variar dentro de uma mesma espécie, devido as diferencas de
temperatura, pois 0 crescimento em baixas temperaturas promove a biossintese de acidos de
cadeias mais curtas, enquanto o crescimento em temperaturas mais elevadas promove a sintese
de &cidos de cadeia laterais de fitanil, em vez de acidos graxos. Os &cidos graxos mais comuns

encontrados em lipideos de bactérias contém de 12 a 20 carbonos (MADIGAN et al., 2010).
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Os acidos graxos podem ser empregados como biomarcadores de grupos taxondémicos
de fungos, bactérias Gram-negativas, bactérias Gram-positivas, actinomicetos e
microeucariotos. Além disso, alguns acidos graxos sdo tipicos em funcdo de determinados
grupos funcionais adicionais, 0 que permite o uso de técnicas para monitorar alteracfes em
populagbes microbianas envolvidas em alguns processos especificos (FERNANDES e
CHAER, 2010).

Yang e colaboradores (1993) avaliaram 975 cepas de Xanthomonas que incluiam
representantes de sete espécies de Xanthomonas (X. albilineans, X. axonopodis, X.
campestris, X. fragariae, X. maltophilia, X. oryzae e X. populi), 134 patovares de X.
campestris e 2 patovares de X. oryzae e outras cepas relacionadas. Observaram que, pelo
menos, 65 diferentes acidos graxos foram encontrados em quantidades variaveis entre 0s
membros do género Xanthomonas estudados e que nove acidos graxos [acido undecandico (i-
C11:0), iso 3-hidroxiundecanoico (3-OH i-C11:0), 3-hidroxidodecandico (3-OH C12:0), iso
3-hidroxitridecandico (3-OH i-C13:0), iso-pentadecandico (i-C15:0), palmitoléico (C16:1w7),
palmitico (C16:0), i-C17:1 e iso-heptadecandico (i-C17:0)] foram identificados em mais de
99% das 966 estirpes, sendo portanto, considerados como 0s mais comuns no género.

N&o ha relatos da composicdo lipidica celular da subespécie Xanthomonas campestris
pv. mangiferaeindicae, por isso faz-se necessario um estudo da identificacéo e caracterizagéo
dos &cidos graxos desta cepa, uma vez que esta composicdo é Unica para cada espécie de

microrganismo, podendo ser empregada para classificacdo de grupos taxondmicos.

5.1 Biossintese dos Acidos Graxos Celulares Bacterianos

As bactérias sintetizam uma grande variedade de acidos graxos, e em geral, esses acidos
graxos sdo constantes para uma espécie em particular.

No processo de sintese dos lipideos simples, os acidos graxos séo montados quando dois
fragmentos de carbono, denominados acetil CoA (derivados do é&cido pirtvico), sao
sucessivamente adicionados um ao outro (Figura 4). As unidades de montagem das gorduras e
outros lipideos séo acopladas via reagdo de sintese de desidratacdo que requer energia, nem
sempre na forma de ATP. Os produtos da quebra de lipideos apds oxidacéo bioldgica suprem o
ciclo de Krebs (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).



Figura 4 - Biossintese de lipideos simples.
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Em cada etapa da sintese dos acidos graxos, os dois atomos de carbono que participam
do processo contam com o auxilio de uma proteina denominada proteina carreadora acil (ACP,
acyl carrier protein). A ACP liga-se ao acido graxo em crescimento a medida que € sintetizado,
liberando-o quando atinge seu comprimento final (MADIGAN et al., 2010). A Figura 5

representa este processo com o acido palmitico (C16:0), um acido graxo comum em células

bacterianas.

Lipideos
Simples
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Figura 5 - Biossintese do acido palmitico (C16:0).
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Embora os acidos graxos sejam sintetizados pela adicdo sequencial de dois fragmentos
de carbonos (acetil coA), no processo de crescimento da cadeia carbbnica, cada unidade
contendo dois carbonos é doada pelo malonato, um composto contendo trés carbonos que se
liga & ACP, formando malonil-ACP. A medida que cada residuo malonil ¢ doado, uma
molécula de CO, é liberada (MADIGAN et al., 2010).

A biossintese de acidos graxos € um processo essencial para a maioria das células vivas,
mas também é energeticamente cara. Sendo assim, 0s microrganismos preservam a quantidade
de lipideos em um nivel minimo satisfatorio por meio de mecanismos homeostaticos
(SCHUJMAN e DE MENDOZA, 2008).

Os lipideos neutros consistem em importantes fontes de reserva de energia celular em
eucariotos, podendo também ser formados pela hidrdlise do fosfato de fosfolipideos apds a
morte celular. Os glicolipideos s&o de ocorréncia muito variavel entre os diferentes grupos
microbianos, sendo encontrados em membranas e parede celular de bactérias e algas.
Diferentemente dos glicolipideos, os fosfolipideos sdo constituintes universais e majoritarios
das membranas celulares. Em funcdo da répida clivagem dos fosfolipideos apés a morte

celular, a composicao de acidos graxos nesta classe de lipideos é considerada um indicador da
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composi¢do da microbiota vidvel das amostras (KING, WHITE e TAYLOR, 1977; WHITE et
al., 1979).

5.2 Identificacdo de Acidos Graxos Celulares Bacterianos

Diversos protocolos tém sido empregados para extracdo e identificacdo de &cidos
graxos celulares, os quais diferem quanto ao tipo de compostos recuperados nas amostras.
Essas diferencas sdo associadas basicamente ao uso ou ndo de etapas de fracionamento de
lipideos totais e das reacbes empregadas para a liberacdo dos acidos graxos das células
microbianas.

Os protocolos mais comuns séo os de perfis de &cidos graxos de fosfolipideos — PLFA;
acidos graxos de lipideos com ligacbes ester (EL-FA) e acidos graxos totais extraiveis,
utilizando a técnica de identificacdo de ésteres metilicos de acidos graxos, tradicionalmente
conhecida pela sigla FAME (fatty acids methyl esters), que deriva do protocolo comercial
para identificacdo de culturas microbianas puras MIDI® (SASSER, 1990; FERNADES e
CHAER, 2010).

Estudos mostram que os resultados obtidos com a técnica FAME para identificacdo
microbiana, a partir de extratos totais de células, sdo equivalentes aqueles obtidos por métodos
mais tradicionais, complexos e demorados, como as provas bioquimicas, utilizadas para o
mesmo fim (HAACK et al., 1994).

A identificacdo dos acidos graxos totais extraiveis é feita por comparacdo entre o
perfil cromatografico obtido a partir da célula microbiana isolada e uma biblioteca de perfis
de &cidos graxos de microrganismos conhecidos (SASSER, 1990).

A andlise consiste em quatro etapas: saponificacdo, metilacdo, recuperacdo dos
compostos metilados e uma lavagem da fase organica. Na primeira etapa, 0 material biolégico
é tratado com uma solugdo de NaOH (1:1, v/v) e aquecido a 100°C para promover a lise
celular, liberando os acidos graxos dos lipideos celulares e convertendo-o0s em sais de sodio
(sabdo). A etapa de metilacéo, realizada em seguida, aumenta a volatilidade dos compostos
formados na saponificacdo, adequando-os a analise cromatografica. Esta reagdo ocorre apds a
adicdo de uma mistura de acido forte e metanol, seguida por incubacdo a 85°C. Os FAME
produzidos sdo recuperados com adicdo de um solvente organico (ex.: hexano) resultando na
separacdo da fase organica, que contém os FAME, e a fase aquosa-alcoolica contendo os
compostos mais polares. A fase organica é tratada com solucéo alcalina fraca para lavagem de

residuos acidos e analisada por cromatografia gasosa (FERNADES e CHAER, 2010).
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A técnica FAME tem sido utilizada em laboratdrios clinicos, de analise de alimentos e
laboratérios de analise de solos, onde a identificacdo de patdgenos ou de outros riscos
associados as bactérias deve ser realizada rotineiramente (GUO et al., 2010; PACHECO e
PINTO, 2010; FERNANDES, SAXENA e DICK, 2013). E utilizada também na
caracterizacgdo e diferenciacdo de espécies bacterianas (YANG et al., 2012; AZEVEDO et al.,
2014).

Segundo Pacheco (2009), mais de 300 acidos graxos e compostos relacionados ja
foram encontrados em bactérias analisadas pela metodologia FAME. A riqueza de
informacdes contidas nestes compostos pode ser avaliada ndo somente pela presenga ou

auséncia de cada acido, mas tambeém pela anélise quantitativa dos mesmos.

5.3 Nomenclatura de Acidos Graxos Celulares Bacterianos

As nomenclaturas abreviadas de &cidos graxos sdo bastante comuns. Sao constituidas
do nimero de carbonos na cadeia, seguida de dois pontos, o nimero de duplas ligacdes e sua
localizagdo a partir da proximidade com a metila da molécula. O grupo metila é o carbono
namero 1. Assim, um acido graxo com uma dupla ligacdo entre o sexto e o sétimo carbono, a
contar do grupo metila, € um &cido graxo w6 (émega 6).

A composicdo de acidos graxos de bactérias pode variar intensamente, incluindo
diferengas no comprimento de cadeia, presenca ou auséncia de duplas, anéis, cadeias

ramificadas ou grupos hidroxil (Figura 6).

Figura 6 - Estruturas de acidos graxos comuns em culturas microbianas: cadeia saturada (A), insaturada
com conformacéo cis (B), insaturada com conformagéo trans (C), configuragdo iso (D), configuracéo
anteiso (E), ciclopropano (F) e hidroxila (G).
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Fonte: Adaptacdo de Pacheco (2009)
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O écido graxo saturado apresenta uma cadeia carbdnica sem a presenca de duplas
ligacbes (Figura 6.A), enquanto que o insaturado possui duplas ligacGes na cadeia (Figura
6.B). No caso de acidos insaturados com duplas ligagbes na configuracdo cis, estes
apresentam hidrogénios ligados a dupla, na mesma posi¢do (Figura 6. B); no &cido graxo
trans, os hidrogénios ligados a dupla aparecem em posi¢des opostas (Figura 6.C). O termo
“iso” & empregado para indicar que um grupo metila ocorre no penultimo carbono da cadeia
(Figura 6.D) e o termo “anteiso” indica a presenga do grupo metila no antepentltimo carbono
da cadeia (Figura 6.E).

O numero e posicao das ligagdes duplas normalmente sdo especificos de uma espécie
ou grupo, sendo estas ligacGes adicionadas pela dessaturacdo de um acido graxo saturado. Os
acidos de cadeia ramificada e com numero impar de carbonos sdo biossintetizados utilizando
uma molécula iniciadora, que contém um acido graxo de cadeia ramificada ou um grupo
propionil (C3), respectivamente (MADIGAN et al., 2010).

O ciclopropano representado na Figura 6.F é um composto sintetizado a partir do
C16:1w7 cis com a adicdo do grupo carbono na posi¢do da dupla ligacdo. A Figura 6.G
corresponde a um acido graxo com 16 carbonos na cadeia, onde uma hidroxila é adicionada
ao segundo carbono, contado a partir da carbonila (PACHECO, 2009).

6 PERFIL GENETICO E TECNICAS DE SEPARACAO ELETROFORETICA

O emprego de técnicas de separacdo eletroforética para estudo da diversidade genética de
membros do género Xanthomonas pode ser feito por meio de varias abordagens (BARAK e
GILBERTSON, 2003). Analise do polimorfismo no DNA, utilizando-se a técnica de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) em conjunto com a avaliacdo da variabilidade
na agressividade de infestacdo da planta, foi empregada para avaliar a estrutura de uma
populagdo de Xanthomonas da Colémbia e da Venezuela e, em ambos os casos, houve alto
grau de diversidade entre os isolados (RESTREPO e VERDIER, 1997; VERDIER et al.,
1998). Isolados de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis provenientes de regides com
caracteristicas edafoclimaticas distintas foram avaliados por meio da técnica de polimorfismo
de comprimento de fragmentos amplificados (Amplified Fragment Length Polymorphism —
AFLP) e os resultados foram consistentes com aqueles obtidos a partir de RFLP, sendo que
algumas combinacgdes de primer do AFLP diferenciaram isolados que nédo se apresentaram
distintos no RFLP (RESTREPO et al., 1999).
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A eletroforese € uma técnica simples e versatil que permite a separagdo de proteinas e
acidos nucleicos. A eletroforese de campo pulsado (PFGE - pulsed-field gel electrophoresis)
foi desenvolvida em meados dos anos 80 e é considerada uma importante ferramenta para
estudos epidemiologicos, pois permite a comparacdo cromossomica entre 0S organismos
(DIJKSHOORN e TOWNER, 2001; TORTORA et al., 2012).

Na eletroforese de campo pulsado (PFGE), o DNA é submetido a dois campos
elétricos em angulos diferentes pelo tempo de pulso programado, por exemplo, a cada 4
segundos. O procedimento € baseado na utilizacdo de endonucleases de restricdo para gerar
fragmentos de alto peso molecular a partir da clivagem do DNA cromossémico, que séo
separados por meio da aplicacdo de um campo elétrico em dire¢des alternadas (LIEBANA,
2002).

No momento em que ocorre o redirecionamento do campo elétrico, as moléculas de
DNA sdo forgadas a se reorientarem paralelamente ao campo antes de migrarem em direcdo
ao polo positivo, sendo esta a principal diferenca entre a PFGE e a eletroforese em gel de
agarose convencional. O tempo gasto nesse processo de mudanca de orientacdo é denominado
tempo de pulso, no qual os fragmentos menores se adaptam mais rapidamente do que o0s
maiores (MAGALHAES et al., 2005).

Com relacdo as enzimas de restricdo, estas reconhecem e clivam somente uma
determinada sequéncia de bases nucleotidicas no DNA e sempre da mesma maneira
(TORTORA et al., 2012). Assim, a escolha das enzimas é uma etapa importante, pois devem
gerar poucos fragmentos para permitir a analise de todo o DNA cromossomal da bactéria
(MARTINEZ e TADDEI, 2008).

A interpretacdo da analise é realizada por meio da visualizacdo das bandas de
fragmentos de DNA em gel de agarose, corados geralmente por brometo de etidio, que ao ser

submetido a luz ultravioleta emite fluorescéncia (TENOVER et al., 1995).
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Resumo - Os 4&cidos graxos podem ser empregados como biomarcadores de grupos
taxonémicos de diversos microrganismos, como bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
Constituem a membrana citoplasmatica de todos os microrganismos e sdo tipicos em funcéao
de determinados grupos funcionais adicionais. Esta individualidade na composicdo dos acidos
graxos permite 0 uso de técnicas para monitorar alteracdes em populagcGes microbianas
envolvidas em processos especificos. Considerando a importancia da divulgacao de pesquisas
cientificas relacionadas com temas envolvendo metodologias para identificacdo e
caracterizacdo de bactérias, desenvolveu-se este estudo com o objetivo de fazer um
monitoramento tecnolégico tendo por base a busca por artigos relacionados com a
composicdo de acidos graxos celulares bacterianos, publicados nos ultimos 10 anos. Os
resultados revelaram quais 0s principais autores, o numero de publicacdes por ano e as
principais revistas académicas que publicam trabalhos sobre o tema abordado.

Palavras-chave — Biomarcadores. Lipideos. Membrana. Prospeccao.

Abstract - The fatty acids can be used as biomarkers of different taxonomic groups of
microrganisms, such as Gram-negative and Gram-positive bacteria. They are part of the
cytoplasmic membrane of all microorganisms and are typical in terms of specific additional
functional groups. The unique composition of fatty acids in each microorganism allows the
use of technigques to monitoring changes in microbial populations involved in specific
processes. Considering the importance of disseminating scientific research related to issues
involving methodologies for the identification and characterization of bacteria, this study was
developed with the aim of make a technological monitoring based on the search for articles
related to cellular fatty acid composition of bacteria, published in last 10 years. The results
revealed the main authors, the number of publications per year and the major academic
journals that publish papers about the topic.

Keywords — Biomarkers. Lipids. Membrane. Prospecting.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo dos perfis de &cidos graxos para a investigacdo da estrutura das
comunidades microbianas é baseada no fato de alguns grupos microbianos, como bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, serem relativamente enriquecidos em tipos quimicos
especificos destes compostos, 0s quais podem ser empregados como biomarcadores destes
grupos (PACHECO, 2009). Deste modo, muitos pesquisadores estdo analisando a composi¢ao
de &cidos graxos de celulas de microrganismos a fim de correlaciona-la com uma determinada
espécie microbiana (SILVA, 2006; GUO et al., 2010; YANG et al., 2012; AZEVEDO et al.,
2014).

Os é&cidos graxos sdao componentes lipidicos celulares, sendo que a maior parte das
moléculas desta natureza localiza-se na membrana celular, como os glicolipideos, 0s
fosfolipideos e também os acidos graxos constituintes dos lipopolissacaridios, com cadeia
carbonica variando de 9 a 12 atomos (WELCH, 1991). Devido ao grande nimero de &cidos
graxos encontrados na parede e nas membranas celulares e também pelo fato dessas
moléculas serem um traco genético estavel e altamente conservado dentro de um grupo
taxonémico, a composicao de acidos graxos pode ser utilizada com sucesso na identificacdo
de bactérias (STANGER e DAVIS, 1992). Para Dickstein e colaboradores (2001), essa
identificacdo pode ser especifica ou até intraespecifica.

Além de biomarcadores taxonémicos, alguns &cidos graxos sdo tipicos de
determinados grupos funcionais, o que permite o uso da técnica para monitorar alteracdes em
populacdes microbianas, inclusive de bactérias, envolvidas em processos especificos
(FERNANDES e CHAER, 2010).

Diversos protocolos de extracdo de &cidos graxos tém sido propostos, 0s quais diferem
na abrangéncia dos compostos recuperados das amostras estudadas, o que esta relacionado
basicamente com o uso ou ndo de etapas de fracionamento de lipideos totais obtidos e das
reaces empregadas para a liberacdo de acidos graxos das células microbianas. Fernandes e
Chaer (2010) apresentam em um estudo sobre microbiologia do solo, os métodos de extracéo
de acidos graxos totais baseados no protocolo comercial MIDI (MIDI-FAME), a extracdo de
acidos graxos com ligacOes éster por método adaptado de Schutter e Dick (2000), e a extracao
de acidos graxos derivados de fosfolipideos.

Na verdade, a analise de &cidos graxos de cadeia curta (acidos graxos volateis) ja era
rotineiramente utilizada para identificacdo de bactérias anaerobicas, mas somente com o
advento das colunas capilares de silica fundida, que permitem a recuperagdo de hidroxiacidos

e a resolucdo de muitos isbmeros, tornou-se possivel utilizar a cromatografia gasosa de ésteres
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metilicos de acidos graxos de células integras para identificar uma grande variedade de
microrganismos (FERNANDES, 2006).

O protocolo FAME (Fatty Acid Methyl Ester), que € normalmente o mais utilizado,
baseia-se na identificacdo de acidos graxos entre 9 e 20 carbonos de comprimentos. Os picos
sdo automaticamente nomeados e quantificados pelo sistema, que gera um relatério com o
nome do microrganismo sob identificacao.

Na pratica, as células bacterianas sdo tratadas para a liberacdo de seus acidos graxos,
estes sdo convertidos para uma forma derivada de metil éster, tornando-os volateis e passiveis
de andlise no cromatografo gasoso - CG (WELCH, 1991).

A amostra apoés a inje¢do na coluna do CG, sob um fluxo de hidrogénio e aumento
gradual de temperatura, tem seus acidos graxos separados pela diferenca dos tempos de
retencdo. Ao eluirem da coluna, o detector grava 0s picos e suas areas cuja quantidade relativa
reflete a concentracdo de acidos graxos presentes na amostra. O tempo de retencdo de uma
mistura conhecida de &cidos graxos € utilizado para calcular o comprimento da cadeia.

Para identificacdo de microrganismos, o perfil de acidos graxos obtido é comparado a
uma base de dados utilizando-se o programa de reconhecimento “Microbial Identification
System” (MIDI), o qual contém as bibliotecas “Sherlock” com mais de 100 mil analises de
isolados, obtidos de selecbes confidveis de varias partes do mundo para evitar agrupamentos
geogréficos (SASSER, 2001).

Considerando a relevancia da divulgacdo de artigos e demais trabalhos cientificos
relacionados com temas atuais envolvendo metodologias para identificacdo e caracterizacdo
de bactérias, o presente estudo foi desenvolvido com a finalidade de fazer um monitoramento
tecnoldgico baseado na busca por artigos cientificos relativos a este assunto, publicados nos

altimos 10 anos.

2 METODOLOGIA

Para a pesquisa da tecnologia descrita em artigos referentes a composi¢do de &cidos
graxos de bactérias, foi elaborada uma estratégia de busca que combinou palavras-chaves em
inglés para a andlise na base de dados Scopus do portal de periédicos da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e no buscador académico Science
Direct (Tabela 1). Foram analisados os artigos cientificos publicados nos tltimos 10 anos.



43

Tabela 1 - Escopo da busca nas bases de dados.

Palavras-chaves (titulo, resumo ou palavras-chave) N° de Artigos nas Bases Consultadas
Fatty acid Bacteriacells  Cellular Strains Bacteria | Science Direct Scopus - CAPES
X X 338 26503
X X 2054 79921
X X 1130 31776
X X 1586 45690

Nos artigos encontrados na busca utilizando as palavras fatty acid e bacteria cells
foram identificados os principais autores e as principais revistas que publicam trabalhos
relacionados com o tema do estudo, assim como a evolu¢do do numero de publicacdes nos
ultimos 10 anos e o assunto enfatizado em cada pesquisa.

Para contagem dos dados e construcdo dos graficos e tabelas desta prospeccao, foi
utilizado o software Excel® 2010 (Microsoft).

3 RESULTADOS
3.1 Conteudo dos Artigos Publicados

O monitoramento tecnoldgico realizado no portal de periédicos da CAPES, com as
palavras-chave fatty acid e bacteria cells, resultou em 26.503 artigos de varios idiomas, sendo
a maioria em inglés. Do total de artigos encontrados nesta base de dados (Figura 1), foi
verificado que 48% estdo relacionados ao tema pretendido nesta prospeccdo, 0s quais estdo
distribuidos entre os assuntos acidos graxos, lipidio, cromatografia gasosa, acido linoléico e
acido oléico. A Figura 1 foi construida a partir da relacdo disponibilizada no portal da

CAPES, contendo os principais temas dos artigos encontrados.
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Figura 1 - Nimero de artigos publicados no portal da CAPES de acordo com temas especificos.
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Visando obter artigos mais relacionados com o foco deste monitoramento, refinou-se a
busca com os temas &cidos graxos, lipidio e cromatografia gasosa para possibilitar uma
avaliacdo detalhada dos trabalhos. Desta ultima andlise foram obtidos 629 artigos, 0s quais

estavam distribuidos entre os temas apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Nimero de artigos por assunto ap6s o refinamento.

Assunto N° de Artigos

Bactéria 235
Fosfolipideos 89
Espectrometria de massas 86
Esteres 62
Proteinas de bactérias 45
Temperatura 31
Pseudomonas aeruginosa 20
Figado 20
Salmonella typhimurium 13
Listeria monocytogenes 12
Salinidade 11
Anaélise de acidos graxos 5

De acordo com os resultados obtidos na busca por artigos no portal da CAPES, foi
possivel constatar a divulgacdo de um grande nimero de pesquisas envolvendo a identificacao
da composicdo de acidos graxos, com énfase em alguns temas especificos como a
identificacdo bacteriana por espectrometria de massas, comparando o perfil de acidos graxos
celulares obtido por cromatografia gasosa com os perfis de bibliotecas especificas (PETER et
al. 2006; GU et al. 2010; NAGY et al. 2014) ou simplesmente a identificacdo dos acidos
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graxos e do contetdo de fosfolipideos presentes na membrana celular de bactérias conhecidas
(ERAS et al. 2008; YANG et al. 2012; AZEVEDO et al. 2014).

No buscador académico Science Direct, o resultado da busca também foi refinado para
que fossem obtidos os artigos com contetdos mais relacionados ao tema desta prospec¢do. O
grafico da Figura 4 apresenta a distribuicdo dos artigos em areas especificas e o numero de

publicagdes nos ultimos 10 anos no Science Direct.

Figura 2 - Namero de artigos publicados de acordo com temas especificos no Science Direct.
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Os artigos encontrados no tema acidos graxos celulares foram analisados de forma
mais detalhada e verificou-se que os trabalhos mostram a composicdo de acidos graxos da
membrana celular de algumas bactérias, como por exemplo o estudo da engenharia de
Escherichia coli para sintetizar os acidos graxos livres e a estrutura destes lipideos (HANDKE
et al.,, 2011; REBECCA et al., 2012), a composic¢do lipidica de Geobacillus thermophilic
(SIDDHARTH et al., 2014) e a composi¢do da membrana de Bacillus cereus e Salmonella
typhi (AYARI et al., 2009) (Tabela 3).

Apesar do grande numero de publicacBes relacionadas ao tema desta prospeccao,
notou-se que até 0 momento poucas espécies bacterianas foram caracterizadas quanto ao
perfil de &cidos graxos que compde sua membrana, indicando uma area de pesquisa que tem

um grande potencial de crescimento.
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Tabela 3 - Nimero de artigos publicados por espécie de bactéria.

Bactéria Analisada N° de Artigos
Escherichia coli 5

Salmonella
Pseudomonas
Lactobacillus

Bacillus
Geobacillus thermophilic
Acinetobacter baumannii

Bacterium moritella japonica
Rhodopseudomonas
Legionella pneumophila
Acinetobacter calcoaceticus
Syntrophomonas erecta
Campylobacter jejuni
Listeria monocytogenes
Enterobacter sakazakii

R = T e R e e e e e e N N SRR SRR R

Leishmania spp

3.2 Principais Periddicos

Foi possivel constatar, tanto na base da CAPES como no Science Direct, que as
principais revistas que publicam artigos na area de abrangéncia desta prospeccdo possuem
fator de impacto elevado, com uma média de 4,073. Esta informacdo pode ser util na escolha
do periddico para uma futura publicacéo, ja que este parametro indica o nivel de publicacdes e
citagdes de uma revista (Figura 3 e 4).

No portal da CAPES, das revistas obtidas na analise podem ser destacadas a
Applied and Environmental Microbiology, com o maior nimero de artigos relacionados (cerca
de 50 artigos), Bioresource Technology (30 artigos) e o Journal of Bacteriology (12 artigos),
entre outros periédicos com menor ndmero de artigos publicados (Figura 3).
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Figura 3 - Principais revistas que publicam artigos sobre &cidos graxos bacterianos citadas no portal

CAPES.
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notou-se que diferentes periddicos

apresentaram trabalhos relacionados com o tema, sendo que o0s principais foram o

Systematic and Applied Microbiology, com 16% dos artigos publicados e o Bioresource

Technology, com 12% (Figura 4). Os fatores de impacto variaram de 1,608 a 12,821 para 0s

periodicos encontrados neste buscador.

Figura 4 - Principais revistas que publicam artigos sobre &cidos graxos bacterianos citadas no Science

Direct.
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3.3 Publicagfes Anuais

Com relagdo ao numero de artigos cientificos divulgados por ano, disponibilizados no
portal da CAPES e Science Direct, foi verificado que nos ultimos 10 anos o estudo da
composicdo de acidos graxos de células de bactérias vém aumentando de forma linear,
conforme mostram as Figura 5 e 6.

Esta ascendéncia no nimero de artigos publicados a cada ano demonstra claramente o
avanco tecnoldgico nesta area da microbiologia com destaque para a identificacdo e

caracterizacdo de isolados bacterianos.

Figura 5 - Numero de artigos sobre acidos graxos bacterianos publicados nos Ultimos 10 anos,
disponibilizados no portal da CAPES.
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Figura 6 - NUmero de artigos sobre &cidos graxos bacterianos publicados nos dltimos 10 anos,
disponibilizados no Science Direct.
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3.4 Principais Autores

A partir dos resultados da anélise dos artigos das duas bases de dados, foram
identificados os principais autores que publicam artigos relacionados a composicao de acidos
graxos de bactérias nos ultimos 10 anos.

Notou-se que o maior nimero de artigos sdo de autoria de Yenkata Mohan, S.,
representando 46% dos artigos. Cerca de 12% sdo de autoria de Parish Tanya. Estes dados
podem ser visualizados no grafico da Figura 7, construido a partir dos resultados obtidos nas
bases Science Direct e Portal CAPES.

Figura 7 - Principais autores e o nimero de artigos publicados relacionados ao tema acido graxo celular
de bactérias, encontrados nas bases de dados Science Direct e portal da CAPES.
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Venkata Maohan, S.
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4 CONCLUSAO
A partir do monitoramento tecnoldgico dos artigos cientificos publicados desde 2004
no Portal da CAPES e no Science Direct, foi possivel constatar que existe um avancgo
crescente nas pesquisas sobre a composicdo de acido graxos bacterianos, sendo que 0s
principais periddicos que estdo disseminando este conhecimento sdo revistas académicas
altamente conceituadas, com fator de impacto médio elevado.
Dentro deste contexto de ascensdo e, considerando que, a caracteriza¢cdo da composi¢édo
de acidos graxos bacterianos € um campo vasto e ainda pouco explorado, fica evidente a

importancia do investimento em pesquisas neste assunto.
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CAPITULO 11l

Influéncia das CondicBes de Preservacao sobre o Perfil Genético e de Acidos Graxos
Celulares, Comportamento Bioquimico e Producdo de Goma Xantana da Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103.
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Influéncia das CondicGes de Preservacio sobre o Perfil Genético e de Acidos Graxos
Celulares, Comportamento Bioquimico e Producédo de Goma Xantana da Xanthomonas
campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103.

RESUMO

As condicOes de preservagéo, transferéncia, cultivo ou manutencdo de culturas microbianas
devem manter sua pureza, caracteristicas genéticas e fenotipicas que em conjunto confirmam
a identificagdo do género e da espécie microbiana e garantem uma maior reprodutibilidade do
rendimento e propriedades de seus produtos metabolicos. Buscando estabelecer o perfil
genético, bioquimico e de &cidos graxos celulares da Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae IBSBF 2103, assim como identificar possiveis alteracbes nestas
caracteristicas e sua relagdo com o rendimento e viscosidade da xantana produzida por este
microrganismo, o presente estudo monitorou a cepa, que foi preservada nas condi¢bes de
congelamento a -80°C e refrigeracdo (3-8°C) com repiques mensais em meio YM agar
inclinado, durante seis meses. Ao longo do periodo de avaliacdo, os resultados revelaram a
estabilidade da cepa 2103 da Xanthomonas quanto aos aspectos morfocoloniais, de perfil
genético e de reacdes bioquimicas nos dois métodos de preservacdo. Foi possivel estabelecer
o perfil de &cidos graxos da cepa, com a identificacdo e quantificacdo de 13 compostos, cuja
concentracdo se mostrou mais estavel nas células mantidas a -80°C. A concentracdo de alguns
destes acidos indicaram possivel caréncia de nutrientes ou estresse das células cultivadas em
agar inclinado e mantidas sob refrigeracdo, as quais sintetizaram goma xantana de viscosidade
mais baixa e em menor quantidade. O perfil genético obtido por eletroforese de campo
pulsado utilizando a enzima de macro restricdo Xbal gerou 17 fragmentos distintos, com
tamanhos de, no maximo 485 kilobases (kb). Ndo foram observadas variaces no perfil de
distribuicdo dos fragmentos de restricdo cromossomal entre os subcultivos mantidos nas duas
condicBes de armazenamento durante o periodo avaliado. O procedimento de manutencdo da
cepa a -80°C resultou em menores variacdes nas caracteristicas fenotipicas avaliadas, o que
provavelmente influenciou positivamente as caracteristicas quali e quantitativas da xantana
produzida.

Palavras-chaves: Acidos Graxos Bacterianos. Biopolimeros. Goma Xantana. PFGE.
Xanthomonas campestris.
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ABSTRACT

The conditions of storage, transfer, cultivation and maintenance of microbial cultures should
preserve its microbiological purity and phenotypic and genotypic characteristics, which
together, confirm the identification of microbial gender and species, ensuring metabolic
production with better reproducibility in terms of yielding and properties. In order to establish
the genetic profile, biochemical characteristics and composition of cellular fatty acids of
the Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103, as well as, to identify
possible changes in these characteristics and its relationship with the yielding and viscosity of
the xanthan produced by this microrganism, this study monitored the strain stored at freezing
conditions (-80°C) and subcultured monthly on YM agar slants at 3-8°C, during six months.
Throughout this period, the results showed the stability of this Xanthomonas strain concerning
to morphocolonial characteristics, genetic profile and biochemical reactions in both
preservation methods. The fatty acid analysis profile of this strain showed 13 compounds,
which were identified and quantified. The cells kept at -80°C showed more stable
concentration of all fatty acids. The quantitative variation of these compounds observed in the
cells maintained on agar slant under refrigeration, is an indicative of possible nutritional
deficiencies or other stress condition associated to this maintenance condition. Such cells
metabolized lower amounts of xanthan gum, with lower viscosity. The chromosomal
fragmentation profile obtained with the macro restriction enzyme Xbal, revealed by pulsed
field gel electrophoresis, showed 17 distinct fragments with maximum size of 485 kilobases
(kb). Variations in the chromosomal fragmentation profile among the subcultures maintained
in both storage conditions were not observed during the studied period. The maintenance
procedure of the Xanthomonas strain at -80°C showed lower variations in all phenotypic
characteristics observed, which probably had a positively influence on the qualitative and
quantitative characteristics of the xanthan gum produced.

Keywords: Biopolymers. Bacterial fatty acids. PFGE. Xanthan gum. Xanthomonas
campestris.
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1 INTRODUCAO

Bactérias fitopatogénicas do género Xanthomonas sdo amplamente pesquisadas por
serem responsaveis pela producdo industrial de goma xantana (GX), o polissacarideo
microbiano de maior importancia comercial (CAMEOTRA, 2007; MENEZES et al., 2012).
Diversas bactérias deste género produzem o biopolimero, sendo a espécie campestris a mais
utilizada para este fim (ROSALAM e ENGLAND, 2006; PALANIRAJ e JAYARAMAN,
2011).

A goma xantana € um polissacarideo de origem microbiana produzido pelas bactérias
do género Xanthomonas. Os polissacarideos microbianos sdo carboidratos poliméricos de alto
peso molecular presentes na membrana externa celular na forma de lipopolissacarideos (LPS)
ou entdo secretado como polissacarideo capsular (CPS) formando uma camada associada a
superficie celular, que também pode ser excretada no meio de cultivo como polissacarideo
extracelular (EPS) para possibilitar vida livre a célula microbiana, permitindo sua aderéncia e
colonizacdo em superficies onde os nutrientes se acumulam. Esses exopolissacarideos
protegem as células da desidratacdo e de outros fatores de estresse ambiental, além de ajudar
na fixacdo de minerais e nutrientes proximo a bactéria. A goma xantana é um EPS
heteropolimérico composto por glicose, manose e &cido glucurénico (KUMAR e MODY,
2007; CUTHBERTSON et al., 2009).

A producdo deste biopolimero é de grande interesse comercial e algumas subespécies
tém se destacado por obter altos rendimentos de goma xantana a partir da fermentacdo de
residuos industriais, como é o caso da Xanthomonas campestris mangiferaeindicae, avaliada
em estudos recentes em nosso grupo de trabalho (BRANDAO, ESPERIDIAO e DRUZIAN,
2010; BRANDAO et al., 2013; ASSIS et al., 2014).

Devido a sua estrutura, a xantana apresenta comportamento pseudoplastico, alta
viscosidade e solubilidade aquosa. Também apresenta estabilidade em ampla faixa de pH e
temperatura (GARCIA-OCHOA et al., 2000). E muito utilizada na industria alimenticia, em
formulacdes farmacéuticas, de moagem de papel, esmaltes ceramicos e produtos agricolas
(ROSALAM e ENGLAND, 2006).

As Xanthomonas sdo bactérias Gram-negativas, flageladas, com formato de bastonetes
retos, facilmente visiveis ao microscopio optico e crescem bem na faixa de temperatura entre
28 - 30°C (MAC FADDIN, 2000). O género caracteriza-se como oxidase negativo, catalase
positivo, ndo redutor de nitrito, reagem positivamente no teste de hidrélise da esculina e ndo

hidrolisam a gelatina, entre outras rea¢des bioquimicas. O tempo médio de crescimento € de 2
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a 3 dias e sdo normalmente aerdbias ou microaerdfilas, o que facilita o cultivo em laboratério
(PAGLIARINI e DRUZIAN, 2007).

O género Xanthomonas € caracterizado pela presenca acidos graxos de cadeia
ramificada ¢ do tipo “hidroxi”. A diversidade de acidos graxos encontrada neste género,
aliada ao fato de que essas moléculas se constituem um traco genético estavel e altamente
conservado em um grupo taxondmico, torna a analise deste perfil uma ferramenta valiosa na
identificacdo de estirpes novas e desconhecidas (YANG et al., 1993; VAUTERIN, YANG e
SWINGS, 1996).

A composicdo de 4&cidos graxos celulares vem sendo estudada por muitos
pesquisadores a fim de correlaciona-la com a espécie microbiana ou para monitorar alteragdes
em populagdes de microrganismos (GUO et al., 2010; YANG et al., 2012; AZEVEDO et al.,
2014). Entretanto, ndo foram encontrados relatos de estudos relacionando este perfil lipidico
com técnicas de armazenamento e manutencdo de bactérias ou com a producdo de
biopolimeros.

A manutencdo laboratorial de bactérias que produzem metabolitos de interesse
comercial tem se tornado um desafio constante para a biotecnologia. Além de manter a
viabilidade e estabilidade genética, as técnicas de conservacao desses microrganismos devem
ser préaticas e econdémicas. A instabilidade genética da Xanthomonas, inicialmente percebida
em alguns estudos foi motivo de preocupacdo até a década de 90 (CADMUS et al., 1976;
KIDBY et al.,1977). Acreditava-se que a manutencdo em meio sélido inclinado ndo era
adequada para preservar as culturas por mais de trés meses, com repiques a cada 14 dias
(JEANES et al., 1976). Mais tarde, novos procedimentos foram estabelecidos para a
preservacdo adequada de bactérias desta espécie, 0 que possibilitou a manutencdo de
caracteristicas morfoldgicas e de producdo de xantana (GALINDO, SALCEDO e RAMIREZ,
1994).

O presente estudo buscou estabelecer e monitorar o perfil bioquimico, genético e de
acidos graxos celulares da cepa IBSBF 2103 de Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae preservada na condi¢cdo de congelamento a -80°C em meio liquido
contendo glicerol como agente crioprotetor, e mantida sob refrigeracéo (3-8°C) em agar YM
(yeast malt) inclinado, com repiques mensais durante 6 meses, na tentativa de identificar
possiveis alteracGes fenotipicas e genotipicas, bem como a influéncia destas condic¢des sobre o

rendimento e qualidade da xantana produzida.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reativacdo do Microrganismo

A cepa liofilizada de Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103,
oriunda da Colecdo de Culturas do Instituto Bioldgico (IBSBF, Campinas/SP) foi suspensa
em 2,0 mL de caldo YM (Yeast Malt) estéril, contendo 0,3% de extrato de malte, 0,3% de
extrato de levedura, 0,5% de peptona e 1,0% de glicose. Apds incubacédo a 28°C por 24 horas
em estufa bacterioldgica, transferiu-se assepticamente uma aliquota de 100 uL. da suspensao
para placas de Petri contendo 0 mesmo meio YM com 2,0% (m/v) de &gar. Apos a inoculagéo

de superficie, o microrganismo foi incubado a 28°C por 48 h para permitir sua propagagao.

2.2 Manutencao do Microrganismo

A manutencédo da cepa reativada e propagada foi realizada de duas maneiras. Uma
parte foi transferida para tubos criogénicos contendo caldo YM e glicerol 10% (v/v) e
congelada em ultra freezer a -80°C (GALINDO, SALCEDO e RAMIREZ, 1994). Qutra parte
foi subcultivada em tubos selados contendo a4gar YM inclinado (28°C, 48 h) e armazenados
sob refrigeracdo (3 — 8°C), com repiques a cada 30 dias para outro tubo com meio de cultura
recente (JEANES et al., 1976).

A cada 30 dias, 0s repiques em &gar e a cepa reativada do freezer foram avaliados
guanto a pureza microbiana, perfil genético e bioquimico, capacidade de producdo da GX e

analise qualitativa e quantitativa de acidos graxos celulares.

2.3 Pureza Microbiana

A pureza microbiana dos repiques mantidos sob refrigeracdo e congelamento foi
avaliada pelas caracteristicas morfocoloniais do microrganismo no meio de cultura e,
microscopicamente, pelo estudo da forma, arranjo e reacdo de coloracdo das células
bacterianas a técnica de Gram.

2.4 Provas Bioquimicas

O acompanhamento do comportamento bioquimico foi realizado com o kit comercial
Bactray (Laborclin®) por meio dos seguintes testes: o-nitro-fenil-5-D-galactopiranosideo
(ONPG), arginina dehidrolase (ADH), lisina descarboxilase (LDC), ornitina descarboxilase
(ODC), sulfeto de hidrogénio (H,S), urease (URE), acetoina (VP), L-fenilalanina (PD),
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triptona (IND), citrato de sodio (CIT), malonato (MAL), ramnose (RHA), adonitol (ADO),
arabinose (ARA), salicina (SAL), inositol (INO), sorbitol (SOR), sacarose (SAC), manitol
(MAN), rafinose (RAF), cetrimide (CET), acetamida (ACE), maltose (MLT), esculina (ESC),
L-arginina (ARG), indol (IND).

A partir da suspenséo bacteriana padronizada frente a escala 0,5 de MacFarland (DO =
0,152 a 600 nm), transferiu-se 1 mL para o conjunto de reacdo, seguido de homogeneizagéo e
incubacdo a 28°C por 24 h. A leitura dos compartimentos de reacdo foi realizada a partir da

coloracéo desenvolvida, seguindo as instruc@es do sistema de identificacéo.

2.5 Perfil de Acidos Graxos

O processo de extracdo e esterificacdo dos lipideos celulares foi realizado com base no
protocolo descrito por Sasser (2009) para identificacdo de culturas microbianas puras,
denominado MIDI® (MIDI-FAME), com algumas adaptacdes.

A massa celular da Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103,
cultivada em agar YM, foi separada da goma gerada durante o cultivo por centrifugacdo a
18800 x g a 10°C\15 min. A biomassa sedimentada no tubo foi seca a 35°C em estufa
bacterioldgica, 24 h. A lise celular e liberacdo dos &cidos graxos na forma de sais de sddio foi
obtida por processo de saponificacdo (1 mL de NaOH 3,75M em metanol:agua, 1:1 ) com 30
mg da biomassa. Apds metilagdo (2 mL HCI 3M em metanol:agua, 2:1), os compostos foram
recuperados com a adicédo de isoctano (1,25 mL) por separacdo de fases. A fase inferior (hidro
alcoolica) foi descartada e a fase superior (organica), contendo os ésteres metilicos de acidos
graxos (EMAG) foi submetida a lavagem com solucdo alcalina (NaOH 0,3M) para remocao
dos residuos e extratos orgéanicos. A fase organica foi transferida para vials que foram
fechados em atmosfera inerte de N, para injecdo no cromatografo.

A identificacdo dos acidos graxos (AG) celulares foi realizada por comparacdo com 0s
tempos de retencdo do padréo de ésteres metilicos de acidos bacterianos (BAME, Supelco) e
confirmada por espectrometria de massas. A quantificagdo dos AG foi realizada por
normalizacdo, sendo os resultados expressos em percentagem relativa de area (FERNANDES,
SAXENA e DICK; NASCIMENTO et al., 2013; AZEVEDO et al., 2014).

Os EMAG foram analisados por cromatografia gasosa com deteccdo por ionizacgao de
chama — CG-DIC (Varian, CP 3800) e por espectrometria de massas — CG-EM (Perkin Elmer,
Claurus 500), utilizando uma coluna capilar CP-WAX 58 (FFAP) CB (25 m x 0,25 mm x 0,2
um) sob temperatura inicial de 150°C, com rampa a 180°C, 210°C até atingir 230°C. Os
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pardmetros analiticos foram: temperatura do injetor e detector de 250°C e 280°C,
respectivamente; fluxo de 1,3 mL.min™ para 0 gas de arraste He, 30 mL.min™ para 0 gas
auxiliar (make-up) N5, 30 mL.min™ para o H, e 300 mL.min™ para ar sintético; razdo de

divisdo (split) de 1:100; . O volume de 1pL foi injetado em triplicata.

2.6 Perfil Genético

O DNA gendmico total dos isolados de X. campestris pv. 2103 foi extraido utilizando
o0 protocolo descrito por Cooksey e Graham (1989) modificado. A partir de colonias recentes
e isoladas da X. campestris pv. 2103 oriundas dos subcultivos a 3 - 8°C e a -80°C, foram
preparadas suspensdes bacterianas em 1,0ml de solugédo salina 0,9% com turvagdo com OD
entre 0,5-0,6 a 450nm. Apds centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso com 300ul de tampdo (NaCl 1M; Tris-HCI 10 mM, pH 7,6) contendo 4uL de
lisozima (25mg/mL). O plug preparado com a adi¢éo de 300uL do gel a 2% e resfriado a 0°C
por 10 minutos, foi transferido para solugdo contendo 2ml do tampédo EC (Tris-HCI 6 mM,
NaCl 1M, EDTA 100 mM, Brij-58 0,5%, desoxicolato de sddio 0,2%, lauril sarcosine de
sodio 0,5%) com 40uL de lisozima (25mg/mL) e 5U/ml (5uL de solugdo a 2000U/ml) de
mutanolisina. Apos incubacdo a 37°C por 2 h, os plugs foram lavados 2 vezes, durante 30
min. em tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a 37°C. Apods adicdo de 2 mL de
tampdo ES (EDTA 93,19, lauril sarcosine de sodio 0,5g, proteinase K 0,1 mg/mL, agua
ultrapura 500 mL) as amostras foram incubadas a 55°C, 12 horas. Apds a lavagem dos plugs
com tampdo TE durante 1 h, estes foram transferidos para a solucdo contendo a enzima de
restricdo Xbal (20U/plug) e incubados a 37°C por 3h. A separacdo ocorreu em gel de agarose
a 1,2% em tampédo TBE 0,5x (tris 1M, &cido bérico 0,9M, EDTA 0,01M), a 14°C, durante 23
h, pulso de 2 a 30s e 6 V/cm. O gel, revelado com brometo de etidio, foi fotografado para
registro (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989).

2.7 Producgéo de Goma Xantana e Viscosidade Aparente

A partir de 50 mL de meio YM padrdo inoculado com a Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae IBSBF 2103 e incubado a 28°C, 24 h, em agitador rotativo a 180 rpm,
transferiu-se 20% do inéculo (~10" UFC/mL) para erlenmeyer (250 mL) contendo 80 mL do
meio fermentativo elaborado com 2,0% de sacarose, suplementado com 0,01% de uréia e
0,1% de KH,PO,. A fermentacdo aerdbica transcorreu em agitador rotativo a 28°C, 250 rpm
por 120 h (NERY et al., 2008).
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O caldo fermentativo contendo GX foi centrifugado a 10°C e 18800 x g (HITACHI,
CR-GIII) por 15 min. para remocdo celular. A goma foi precipitada com adi¢do de acetona
P.A. ao meio fermentado (3:1). O biopolimero obtido foi seco em estufa a 35 + 2°C durante
24 h e moido com auxilio de gral e pistilo para a determinacdo gravimétrica da producao (g.L~
1) e viscosidade aparente.

A viscosidade da GX foi medida em funcdo da taxa de cisalhamento de 25 a 1000 s * &
25°C em viscosimetro (Haake Rheotest) com dispositivo de cilindros concéntricos. Utilizou-
se 25 mL da solucédo aquosa de GX a 0,5% (m/v), preparada e mantida sob refrigeracdo a 4°C
por 12 h antes das medicOes. O efeito da taxa de cisalhamento na viscosidade da solugéo do
biopolimero foi descrito pelo modelo cinético de Ostwald-de Waele: ¢ = K.(y)n-1, onde K é 0
indice de consisténcia, n € o indice do comportamento do fluxo, p ¢ a viscosidade aparente e

Y, a taxa de cisalhamento.

2.8 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatistica descritiva simples para avaliacdo de
fatores como a média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo utilizando o software Excel
2010 (Microsoft). A inferéncia estatistica foi realizada pelo teste de Tukey a 5% de
significancia, no software Statistical Package for the Social Sciences - SPSS, verséo 13.0.

3 RESULTADOS

3.1 Pureza Microbiana

A manutencdo das caracteristicas morfocoloniais com aspecto gomoso, brilhante,
bordas lisas e sem pigmentacdo amarelada, tipico das coldnias de X. campestris
mangiferaeindicae, foi observada para todos os repiques preservados em agar YM mantidos
sob refrigeracdo (3-8°C), durante o periodo avaliado. As mesmas caracteristicas foram
observadas para a cultura inicial preparada a partir do inoculo liofilizado e nas culturas

ativadas apds armazenamento a -80°C (Figura 1).
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Figura 1- Repiques do 5° més de avaliagdo da Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 2103
propagada em agar YM ap6s manutencdo em ultra freezer a -80°C (A) e refrigeracéo por 3 - 8°C (B).

A reacdo de coloracdo das células ao teste de Gram, sob observacdo microscopica,
indicou resultado negativo. Em todos os repiques avaliados, foram observados bastonetes
retos e ndo pigmentados pelo corante. A manutencdo da negatividade ao corante Gram serviu
como prova auxiliar na confirmacdo da pureza microbiana ap6s a manutencdo por repique em
agar YM inclinado e sua estocagem em temperatura de refrigeracao.

A subespécie mangiferaeindicae apresenta geralmente um aspecto brilhante com
bordas lisas e uma coloragdo esbranquicada em meio &gar-nutritivo, pois ndo produz ou
produz pouca xantomonadina, pigmento caracteristico das bactérias do género Xanthomonas,
com excecao de alguns patovares ou isolados de um mesmo patovar (SWINGS, VAUTERIN
e KERSTER, 1993). Estas caracteristicas também foram relatadas por Pruvost e
colaboradores (1998) que avaliaram a diversidade fenotipica de 68 cepas de X.
mangiferaeindicae, sendo que destas, 5 cepas apresentaram coldnias com pigmentacao
amarelada. Entretanto, todas foram Gram-negativas.

O comportamento da Xanthomonas durante a sua manutencdo ja foi estudado por
outros autores. Galindo, Salcedo e Ramirez (1994), por exemplo, descreveram uma técnica de
conservacdao da Xanthomonas campestris NRRL B-1459 e sua variante, denominada E2, em
tubos com &gar YM inclinado, com repiques a cada 30 dias durante 11 meses. As cepas
estudadas foram avaliadas somente na condicdo de manutencdo sob refrigeracdo e ndo
apresentaram mudancas morfoldgicas nas col6nias e nem alteracdo na capacidade de
producdo de goma xantana em sistema de shaker. Apesar de algumas bactérias manterem-se
viaveis ap0s sucessivos repiques, pode ocorrer alteracdo de caracteristicas fenotipicas, como
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perda da patogenicidade ou viruléncia e até mesmo alteracdo na sua capacidade de
metabolizacdo de determinados substratos (KIDBY et al., 1977, ROMEIRO, 1996). Por isso,
ha a necessidade de verificagcdo periodica das caracteristicas dos isolados.

A comprovacdo da manutencdo da pureza microbiana é importante para confirmar que
a cultura ndo foi contaminada com outro microrganismo, principalmente no caso das células
armazenadas em &gar YM inclinado a 3-8°C e repicadas a cada 30 dias, que sdo mais
suscetiveis a contaminagdo. Esta observacdo garante que todos os lotes de goma xantana
foram produzidos a partir de culturas puras, e que durante o periodo avaliado, o

microrganismo manteve suas caracteristicas fisioldgicas e morfocolonias.

3.2 Perfil Fisioldgico e Bioguimico

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1, pode-se estabelecer um perfil
bioquimico minimo da cepa IBSBF 2103 da X. campestris, que foi avaliada por meio de 10
reacOes enzimaticas e 13 provas de utilizacdo de fontes de carbono a partir de substratos
especificos.

Foi observado que 0 microrganismo apresentou comportamento bioquimico e
fisiol6gico muito regular em todos os tempos e temperaturas de conservagdo, exceto nos dois
ultimos tempos avaliados (T4 e T5) com a técnica de repique e manutengdo a 3-8°C, para 0s
testes de esculina e sacarose, que passaram a apresentar resultado fracamente positivo e para
os testes de sorbitol e manitol, que passaram de fracamente positivo para negativo. Estas
variacdes estdo possivelmente associadas a deficiéncias metabdlicas pontuais em fungdo do
tempo de armazenamento no agar YM inclinado sob refrigeracdo e também, pela

interpretacdo visual do ponto final colorimétrico, que ndo mudou totalmente.
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Tabela 1 - Caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas da X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103.

T1 T2 T3 T4 T5 PRUVOST, et

Testes al. 1998*
-80°C 3-8°C -80°C 3-8°C -80°C 3-8°C -80°C 3-8°C -80°C 3-8°C N

Coloracao de
Gram
Pigmentacéo
da col6nia

apigmentada  apigmentada  apigmentada  apigmentada apigmentada apigmentada

Crescimento
na Cetrimida

Caracteristicas
morfologicas

ONPG - - - - - - - - - . N
L-Arginina - - - - - - - - . - -
Lisina - - - - - - - - - - -
Ornitina - - - - - - - - - - -
H,S (sulfeto) - - - - - - - - - - N

Urease - - - - - - - - - - -

Producéo de
acetoina (VP)

L-fenilalanina - - - - - - - - - - -

Reacdes enzimaticas

Indol - - - - - - - - - - -
Esculina + + + + + + + + + +

Citrato - - - - - - - - - - N

Malonato - - - - - - - - - - -

Ramnose - - - - - - - - - - -
Adonitol - - - - - - - - - - -
Salicina - - - - - - - - - - -
Inositol - - - - - - - - - - -
Rafinose - - - - - - - - - - -
Maltose - - - - - - - - - - +-
Arabinose + + + + + + + + + + -
Sorbitol
Sacarose
Manitol
Acetamida +

Utilizacdo de fontes de carbono
I+
I+
I+
I+
I+
I+
I+
I+

+
+
+
I+

I+
+ o+
+ o+
H o+
H o+
+
+
.
H o+
:

+/-

+
+
+
+
+
+
+
+
+

T1= 30 dias, T2= 60 dias, T3= 90 dias, T4= 120 dias, T5= 150 dias; (+) reacdo fracamente positiva; (+) rea¢do positiva; (-)
reacdo negativa; (+/-) variagdes entre as cepas estudadas; (N) ndo analisado. *X. campestris mangiferaeindicae.

Em relacéo as reacOes enzimaticas, com excecdo da esculina, as demais reacdes foram
negativas, comprovando que a X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103 n&o possui
as enzimas responsaveis pela hidrélise dos substratos. Considerando estas provas enzimaticas,
0 comportamento da cepa analisada foi similar aos resultados obtidos por Pruvost e
colaboradores (1998) que estudaram 68 cepas de X. campestris mangiferaeindicae. Gama e
colaboradores (2011) também encontraram resultados semelhantes para os testes da L-

arginina, urease e indol em 3 cepas deste microrganismo.



64

Os microrganismos produziram &cidos a partir da arabinose e também na rea¢do com a
sacarose. Para a maltose e manitol, além de outros substratos, Pruvost e colaboradores (1998)
encontraram cepas de X. campestris mangiferaeindicae que apresentaram reacao positiva e/ou
negativa (Tabela 1).

A Xanthomonas avaliada ndo degradou a glicose pela via butilenoglicélica, pois ndo se
observou a producdo de acetoina em nenhum dos tempos avaliados, conforme resultados
negativos do teste de VVoges-Proskauer (VP). Dessa forma, conclui-se que a fermentacéo da
glicose realizada pela bactéria ocorre pela via acida mista. A X. campestris pv. 2103 também
reagiu negativamente aos testes de desaminacdo da fenilalanina, hidrélise do triptofano pela
triptofanase, utilizagéo de citrato e malonato como fontes de carbono.

A X. campestris pv. 2103 ndo apresentou crescimento (turvacdo) em cetrimida. No
teste da acetamida verificou-se reacdo positiva, indicando que a bactéria utiliza esta
substancia como fonte de carbono. A reacdo também foi positiva para o teste de hidrélise da

esculina, detectada com citrato férrico amoniacal.

3.3 Perfil de Acido Graxo Celular Bacteriano

Os principais &cidos graxos da X. campestris pv. mangiferaeindicae 2103 foram
identificados por comparacdo com os tempos de retencdo do padrdo de ésteres metilicos de
acidos bacterianos (BAME, Supelco), injetados no CG-DIC e CG-MS (Apéndice A). Os
espectros de massa dos acidos graxos contidos no padrdo BAME, bem como suas estruturas
moleculares estdo dispostos no apéndice B.

Os microrganismos mantidos em ambas as técnicas de conservacao apresentaram o
mesmo perfil qualitativo de &cidos graxos ao longo do estudo (Figura 2). Em sua maioria, sdo

constituidos por estruturas de cadeia linear, conforme apresentado na Tabela 2.
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Figura 2 - Perfil cromatografico dos acidos graxos identificados na X. campestris pv. mangiferaeindicae
IBSBF 2103 mantida a -80°C e sob refrigeracdo em &gar YM inclinado, 5° més, obtidos por CG-DIC com
coluna capilar CP-WAX 58 (FFAP) CB.
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Tabela 2 - Especificacdo dos principais acidos graxos identificados na X. campestris pv. mangiferaeindicae
IBSBF 2103 por GC-DIC e GC-MS.

Sigla Acido Graxo Estrutura molecular

NI Né&o Identificado -
2-OH 10:0 Acido 2-hidroxidecanéico /07;1/\/\/\/
i-15:0 Acido iso-pentadecandico /OM
a-15:0 Acido anteiso-pentadecantico \OJO’\/\/\/\/\/\(\

. o
15:0 Acido pentadecandico W
. [e]
i-16:0 Acido iso-hexadecandico Y\/\/VW\)LO’
Lo
16:1w7 Acido palmitoleico
< . yon /O /
16:0 Acido palmitico NN NN

i-17:0 Acido iso-heptadecanéico S el
3-0H 12:0 | Acido 3-hidroxidodecanéico D

17:0* Ciclopropil C17:0 m

17:0 Acido heptadecandico 20 TR
18:1w9c Acido oleico /OW
18:1@9t Acido elaidico NI A A

Os principais EMAG identificados na cepa de Xanthomonas sob estudo foram
quantificados mensalmente durante o acompanhamento da manutengdo do microrganismo.
Realizou-se a normalizacdo das areas cromatograficas e os resultados foram expressos em
percentagem relativa de area (%).

A Figura 3 apresenta os resultados obtidos para as células microbianas recém-ativadas
e para as aliquotas do microrganismo preservado em freezer e mantido por repiques mensais
em agar durante o periodo de avaliag&o.

As concentracbes médias de todos os acidos graxos identificados nas amostras de

Xanthomonas campestris pv. 2103 estdo também detalhadas no apéndice C.
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Figura 3 - Variacdo da composicdo percentual média dos &cidos graxos da X. campestris pv.
mangiferaeindicae IBSBF 2103 estocada em freezer a -80°C e mantida por repiques mensais (3-8°C), no
primeiro més (TO) e nos 5 meses subsequentes (T1, T2, T3, T4 e T5).

30

& o N S I o )
.\;&‘- A o A \ & \’q\

A 5 ) 5 A
& N 5 N o8 £ O%c.. < o~

Principais Acidos Graxos

Dos principais AG identificados, 0s que se apresentaram em maior concentragdo em
ambas as condicGes de estocagem foram, nesta ordem, palmitoleico (C16:1w7); anteiso-
pentadecandico (a-C15:0); iso-pentadecanodico (i-C15:0); palmitico (C16:0); iso-
heptadecandico (i-C17:0) e o 3-hidroxidodecandico (3-OH C12:0).

A utilizacdo de perfis de AG para estudos taxondémicos do género Xanthomonas,
indica que centenas de cepas pertencentes a 7 espécies este género bacteriano (X. albilineans,
X. axonopodis, X. campestris, X. fragariae, X. maltophilia, X. oryzae e X. populi) contém pelo
menos 65 diferentes acidos graxos, em quantidades varidveis. Entre os 9 acidos graxos mais
comuns detectados em 99% das 966 estirpes de Xanthomonas testadas por Yang e
colaboradores (1993), quatro também foram identificados neste trabalho com a X. campestris
pv. manginferaeindicae 2103, que sdo os acidos 3-OH C12:0, i-C15:0, C16:1w7 e 0 C16:0.
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Pode-se observar que a Xanthomonas mantida sob congelamento apresentou as
menores variagBes na quantificacdo dos 6 principais &cidos graxos realizada durante os 6
meses, com coeficientes de variacdo de 3,1% a 17,6%, contra 9,8% a 30% calculados para o
microrganismo repicado e mantido sob refrigeracao.

A Figura 4 apresenta a variacdo da concentragdo média dos AG identificados em
maior concentragdo nos microrganismos mantidos nos dois métodos de preservacao, partindo

do perfil da cultura recém-ativada (tempo 0).

Figura 4 - Concentracdo média dos principais acidos graxos da X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF
2103 mantida sob congelamento (-80°C) e refrigeracéo (3 — 8°C), em funcéo do tempo.
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L 5

0 1 2 3 4 3
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——Cle:1wT —o—i-C17:0 ——3-0H C12:0

Tempo (meses)

A maioria dos acidos se comportou de forma semelhante ao longo dos meses, sendo
que as maiores variagdes foram detectadas nas células repicadas e mantidas sob refrigeracéo,
como no caso do acido palmitoleico (C16:1w7) que apresentava uma concentracdo média de
25% nos primeiros meses, chegando a 16% no ultimo més de avaliagdo. Ainda assim, esta
concentracdo foi superior ao valor encontrado por Vauterin, Yang e Swings (1996) que

quantificaram 13% deste mesmo &cido em outras espécies de Xanthomonas campestris.
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A concentragdo do &cido iso-pentadecandico (i-C15:0) manteve-se constante apenas
nos dois primeiros meses de repiques das células conservadas em refrigeragdo, com uma
concentracdo média em torno de 15%. Nas Gltimas avaliacGes deste método de conservacgéo
(3-8°C) houve uma reducéo, chegando a 12% no quinto repique (Figura 4), diferente do que
ocorreu com as células mantidas congeladas, as quais apresentaram médias mais proximas da
concentracgéo inicial (15,6%).

Foi observado que a manutencdo das células microbianas nos dois primeiros meses
favoreceu a producdo do acido graxo anteiso-pentadecandico (a-C15:0) que apresentou um
aumento de 61,6 e 65,7% no segundo més de repique das células congeladas e refrigeradas,
respectivamente, em relagdo ao més de ativagdo do microrganismo. No entanto, a partir do
terceiro més de repique as células mantidas congeladas apresentaram uma reducdo na
concentracdo deste acido, atingindo valores proximos aos do inicio da analise, enquanto que
nos repiques mantidos sob refrigeracdo o teor do &cido graxo a-C15:0 reduziu em mais de
50% (Figura 4).

Outros AG, como o palmitico (C16:0) e o 3-hidroxidodecandico (3-OH C12:0),
apresentaram variagdes semelhantes entre as técnicas de preservacdo estudadas, com
concentragfes médias inicias em torno de 12% e 6%, respectivamente, chegando a 13% e 7%
no final. Ambos os valores foram superiores aos encontrados por Vauterin, Yang e Swings
(1996) que quantificaram uma média de 4% para o C16:0 e 3% para 0 3-OH C12 em outras
espécies de Xanthomonas.

O é&cido graxo iso-heptadecandico (i-C17:0) também se manteve constante nos dois
primeiros meses, com uma media geral em torno de 7%, percentual similar ao encontrado por
outros autores (VAUTERIN, YANG e SWINGS, 1996). Houve uma variagdo na
concentracdo deste acido graxo a partir do terceiro repique, sobretudo nos valores obtidos
com as células mantidas sob refrigeracéo, as quais apresentaram um aumento superior a 70%
no terceiro més e atingiram um teor médio abaixo do valor inicial, no tltimo més de avaliagdo
(5,7%).

Outro dado relevante detectado neste estudo foi a proporcdo dos AG C18:1w9 cis e
trans nas células repicadas e mantidas sob refrigeracdo. Em condigbes normais, a
conformacdo cis ocorre com mais frequéncia nas duplas ligacdes dos AG naturais, sendo
portanto, mais abundante que o isémero trans na composicdo celular bacteriana. Entretanto,
varios fatores de estresse ambiental podem provocar aumento no nimero de isémeros trans e
reducdo dos isdbmeros cis (GUCKERT e HOOD, 1986; KIEFT e RINGELBERG, 1994;
PIETIKAINEN e HIUKKA, 2000; CRONAN, 2002). Tal fato foi observado na subcultura
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repicada e mantida em &gar YM inclinado, que a partir do 2° més apresentou elevagdo na
concentracdo do isdbmero trans do &cido graxo elaidico (C18:1w9t) até ultrapassar a
concentracdo do seu isémero cis (acido oleico, C18:1w9c) no 4° més de acompanhamento,
mantendo-se assim até a Gltima avaliacdo (Figura 5). Esta inversdo na propor¢do dos isbmeros
cis e trans ndo foi observada para a subcultura de Xanthomonas mantida a -80°C, que

apresentou a forma cis em maior concentracéo durante o periodo de avaliacéo.

Figura 5 - Relagdo da concentracio média entre os acidos graxos C18:109 cis e C18:1®9 trans da X.
campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103, mantida sob congelamento (--80°C) e refrigeracdo (3-8°C),
em funcao do tempo.
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Yang e colaboradores (2012) identificaram o perfil lipidico de uma espécie de
Acinetobacter, que também € uma bactéria Gram-negativa, e constataram que o acido oleico
(C18:1w9c) estava presente em maior concentracdo, com 42%. Neste experimento, a
Xanthomonas pv. 2103 apresentou um perfil de acidos graxos distintos como era esperado e
obteve o0 4cido palmitoleico (C16:1w7) em maior quantidade (Figura 5).

As bactérias Gram-negativas contém, em geral, alguma combinagéo de &cidos graxos
de cadeia saturada, insaturada, hidroxi e ciclopropanos. Além disso, elas ocasionalmente
também podem conter &cidos iso e/ou anteiso. Nas Gram-positivas predominam os acidos de
cadeia ramificada (PACHECO & PINTO, 2010).
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Whittaker (2009) usou a mesma técnica para identificar bactérias Gram-negativas e
identificou que os principais acidos graxos sdo de cadeia linear, a exemplo dos &cidos
saturados C12:0, C14:0, C15:0 e C16:0, alguns hidroxi como o 30H C14:0, o iso-C16:1 e
outros insaturados também foram detectados (C16:1w7c e C18: 1w7c), em espécies de
Yersinia.

Apesar das moléculas de &cidos graxos estarem intimamente relacionadas a por¢éo
denominada de lipideo A, que forma a base estrutural de conexdo dos lipopolissacarideos
(LPS) a membrana externa da Xanthomonas spp. e de outras células microbianas Gram-
negativas, ndo foi possivel estabelecer correlacdo entre as variacBes observadas na
concentracdo de acidos graxos celulares e a producédo e viscosidade da goma xantana obtida
durante o periodo de investigacdo da X. campestris pv. manginferaeindicae 2103. De fato, a
maior parte do processo de formacdo do polimero é intracelular e sua rota biossintética
envolve 3 estdgios que sdo a conversdo de moléculas de acucar para formar precursores
nucleotideos; a montagem das subunidades pentassacaridicas no carreador poliprenol-fosfato
intra-membrana, juntamente com o0s grupos acetil e piruvato e, por ultimo, a polimerizacao
das unidades pentassacaridicas repetidas culminando com a secre¢do do polimero (IELPI,
COURSO e DANKERT, 1993; DA SILVA et al., 2001).

3.4 Perfil Genético

A digestdo cromossomal do DNA da X. campestris pv. manginferaeindicae 2103
mantida nas diferentes condi¢cBes de armazenamento ao longo do periodo de avaliacdo foi
realizada com a enzima de restricdo Xbal e gerou 17 fragmentos distintos com tamanho de,
no maximo 485 kb. A Figura 6 apresenta uma separacao eletroforética tipica obtida em todos
0s experimentos, na qual é possivel observar que todos os subcultivos do microrganismo
apresentaram perfil de fragmentacdo semelhante, caracterizando assim a estabilidade
genotipica da bactéria ao longo dos seis meses de avaliacdo nas duas condicdes de estocagem.
Gagnevin e colaboradores (1997) realizaram a analise do DNA genémico de 138 cepas da X.
campestris pv. manginferaeindicae por técnica distinta da PFGE. Os autores empregaram a
analise de polimorfismo por RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) que gera um
padrdo especifico de fragmentacdo, impossibilitando a comparagdo com os resultados aqui
obtidos.

A eletroforese de campo pulsado (PFGE) é utilizada para separar grandes fragmentos

de restricdo e, ndo foi encontrado na literatura qualquer referéncia sobre o perfil de separacéo
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genético da espécie de Xanthomonas sob estudo utilizando esta técnica, entretanto Chan e
Goodwin (1999) utilizando PFGE com a enzima de corte Xbal, comprovaram a diferenciagdo
genética de varios isolados de 2 cepas de Xanthomonas campestris pv. phaseoli, que geraram
de 21 a 58 fragmentos com tamanho de, no maximo, 398 kb. Verificaram também que o
tamanho e distribuicdo dos fragmentos cromossomais gerados foram altamente reprodutivel

entre os experimentos independentes realizados com esta técnica.

Figura 6 - Perfil de fragmentac@o cromossomal da X. campestris mangiferaeindicae IBSBF 2103 obtido
com enzima de restri¢cdo Xbal e separacdo por eletroforese de campo pulsado (PFGE) em gel de agarose a
1,2% (p/v) com tampdo TBE 0,5x a 14°C, pulsos de 2 a 30s, 23h a 6 V cm™. Coluna A: marcador de
tamanho (kilobases-kb); B: subcultivo congelado -80°C; C, D, E, F e G: subcultivos em YMA inclinado a
3-8°C do 1° ao 5° més, respectivamente; H: repeticdo do subcultivo do 3° més.

A B C D E_
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3.5 Producéo e Viscosidade Aparente da Goma Xantana

A X. campestris pv. manginferaeindicae 2103 produziu GX em ambas as condi¢fes de
conservacao durante todo periodo de avaliagcdo. Entretanto, o rendimento de producdo se
manteve constante apenas com a cepa mantida sob congelamento, em torno de 3 g/L. O

subcultivo que sofreu repiques mensais apresentou uma reducdo significativa na producdo de
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xantana a partir do segundo repique (T2), conforme a Tabela 3. A diferengca no rendimento
médio da goma produzida (g/L) entre 0s microrganismos mantidos nas duas condi¢fes de
estocagem foi significativa (p<0,05) quando analisado pelo teste de Tukey.

Os valores obtidos foram ligeiramente inferiores ao rendimento obtido em um estudo
anterior realizado por nosso grupo (BRANDAO et al.,2013), que foi de 4 g/L, utilizando a
mesma cepa e condi¢es semelhantes de produgéo.

Em outros trabalhos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, quantidades superiores
de producdo de xantana por esta cepa foram obtidos a partir da fermentagdo com meios
alternativos e heterogéneos de soro de mandioca em shaker, chegando a 13,8 g/L
(BRANDAO, ESPERIDIAO E DRUZIAN, 2010) e da fermentac&o com glicerina residual de
biodiesel em biorreator (ASSIS et al., 2014) atingindo uma producéo 5,6 g\L em condi¢cdes
otimizadas. A utilizacdo de um substrato fermentescivel convencional, contendo sacarose,
com menor capacidade de producdo de GX, foi necessaria para garantir condicGes
padronizadas de fermentacéo da GX ao longo deste estudo.

Tabela 3 — Produgdo da goma xantana produzida pela X. campestris mangiferaindicae IBSBF 2103
utilizando sacarose (2%) em fermentador rotativo a 28°C, 250 rpm e 120 h.

Produgéo (g/L) + Desvio Padréo

Técnica de
Conservagdo 1° Més 20 Més 3° Més 4° Més 5° Més
-80°C 3,21+0,22° 3,05+0,31° 2,930,342 2,78+0,05° 3,11+0,27°
3-8°C 3,13+0,1° 1,82+0,34° 2,37+0,29° 2,21+0,17° 2,17+0,28°

Meédias sequidas por letras® diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa (p<0,05) pelo teste Tukey,
entre 0s tempos de avaliagdo da producéao. (n=3)

A Figura 7 apresenta a variagdo da viscosidade, na menor taxa de cisalhamento (25 s-
1) a 25°C, durante o periodo de avaliacéo.
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Figura 7 - Viscosidade aparente da goma xantana produzida pela X. campestris mangiferaeindicae IBSBF
2103 mantida em diferentes condicfes de armazenamento. Suspensdo de xantana a 0,5% (m/v) / 25s-1 /
25°C.
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As células mantidas a -80°C produziram gomas com viscosidade aparente superior as
gomas resultantes das células armazenada em agar inclinado sob refrigeracdo (3-8°C) e
repicada mensalmente, apresentando uma média geral de 53 mPa.s contra 51 mPa.s,
respectivamente. Ambas apresentaram uma reducdo da viscosidade nos primeiros meses,
sendo gue as gomas obtidas a partir dos repiques mantidos em refrigeracdo apresentaram uma
reducao maior, em torno de 10% (Figura 7).

A partir do 2° més, a viscosidade da goma obtida das células congeladas a -80°C
apresentou-se mais constante, com valores proximos de 52,7 mPa.s, a0 passo que as gomas
dos repiques mantidos em refrigeracdo tiveram um aumento de 3% do 2° para o 3° més,
mantendo-se relativamente constantes nos meses seguintes.

Foi observado que a viscosidade das xantanas produzidas pela Xanthomonas pv. 2103
foi proporcional ao rendimento de produgdo da xantana, assim como resultados obtidos por
Brand&o, Esperidido e Druzian (2010), usando a mesma cepa. As xantanas obtidas de
processos fermentativos com maior taxa de producdo foram as mais viscosas. Na Figura 8,
pode-se observar que, & medida que a concentracdo de goma aumenta a viscosidade também

se eleva.
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Figura 8 - Relacdo entre a viscosidade aparente (mPa.s) e a concentracdo de goma xantana (g/L) obtida
com a X. campestris mangiferaeindicae IBSBF 2103 mantida em diferentes condi¢des de armazenamento
durante 5 meses.
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A viscosidade atribui importantes caracteristicas a goma xantana, como o poder
espessante em solucgdes aquosas, propriedades reoldgicas e pseudoplésticas, favorecendo sua
aplicacdo industrial (MENEZES et al., 2012; KIOSSEGLOU et al., 2003).

As xantanas produzidas pela cepa congelada e repicada apresentaram comportamento
pseudoplastico, tipico deste polissacarideo, que diminui com o aumento da taxa de

cisalhamento (Figura 9).
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Figura 9 - Viscosidade aparente da goma xantana obtida de X. campestris. pv. 2103 mantida a -80°C (A) e
a 3-8°C por repiques mensais (B). Concentracéo de 0,5% (m/v) a 25°C.
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Essa pseudoplasticidade acentua qualidades sensoriais de muitos alimentos, real¢cando
o0 sabor e palatabilidade, e diminui a sensacdo de gomosidade percebida na boca
(KATZBAUER, 1998). Na industria petrolifera, este comportamento pseudoplastico da GX
pode fornecer baixa viscosidade a broca de perfuracdo, onde a taxa de cisalhamento ¢ alta, e

alta viscosidade no espaco anular, onde o cisalhamento é baixo (BYONG, 1996).
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4 CONCLUSAO

A pureza microbiana das células mantidas sob congelamento e sob refrigeracdo se
manteve constante, assegurando que todos os lotes de goma foram produzidos a partir de
culturas de X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 2103 sem qualquer indicio de
contaminacdo. O comportamento bioquimico da cepa de Xanthomonas estudada néo foi
influenciado pelos métodos e tempo de preservacdao avaliados neste trabalho. No entanto,
observa-se claramente que, as células microbianas mantidas sob refrigeracdo e repicadas
mensalmente apresentaram maior varia¢do na concentracao dos acidos graxos, na producéo de
goma xantana e sua viscosidade aparente. Além disso, a avaliacdo quantitativa de alguns
acidos indicaram uma possivel deficiéncia de nutrientes ou estresse das células subcultivadas
em &gar inclinado, mantidas sob refrigeracao.

As células de Xanthomonas armazenadas a -80°C apresentaram concentracdes mais
constantes de acidos graxos, bem como um rendimento médio de GX superior e com maior
viscosidade aparente. Dessa forma, quando comparada com a técnica de repique, pode-se
inferir que a manutencdo da cepa a -80°C afetou em menor extensdo suas caracteristicas
fenotipicas, 0 que certamente teve influéncia positiva sobre as caracteristicas quali e
quantitativas da GX produzida. Assim sendo, conclui-se que o ultracongelamento é a forma
mais adequada de estocagem deste microrganismo para procedimentos de produgdo de goma
xantana.

O padrdao de fragmentacdo cromossomal, obtido por PFGE com a enzima Xbal,
também se mostrou inalterado em todos os subcultivos, confirmando a estabilidade genética
do microrganismo no periodo e em todas as condicfes avaliadas.

Este trabalho também traz, pela primeira vez, a descricdo do perfil bioquimico,
genético e de composicdo de acidos graxos celulares da Xanthomonas campestris pv.
mangiferaeindicae IBSBF 2103, contribuindo assim com informacgdes importantes para os

estudos de caracterizagdo deste microrganismo.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS DO PADRAO BAME INJETADO NO CG-DIC
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APENDICE B - ESPECTROS DE MASSA DOS ACIDOS GRAXOS DO PADRAO ANALITICO BAME
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APENDICE C - CONCENTRACAO RELATIVA DOS PRINCIPAIS ACIDOS GRAXOS DA X. campestris 2103

Principais Acidos Graxos

Concentracéo (%)

Ativagio 1° Més 2° Més 3° Més 4° Més 5° Més
-80°C 3-8°C -80°C 3-8°C -80°C 3-8°C -80°C 3-8°C -80°C 3-8°C
NI 1,28+0,3 2,01+0,2 181+04 13410 127+03 14601 093+0,3 1,77+04 220+0,2 2,05%0,6 1,35%1.2
2-OH C10:0 1,27+0,1 1,07+0,1 105%0,1 127%0,03 14202 136004 2,73%¥10 2,11+0,03 39804 1,79+06 6,34%15
i-C15:0 156315 16,76 +0,9 15,7808 1530+0,5 13,8905 16,60+0,2 14,14+14 157501 11,7721 1535%14 12,60=+0,8
a-C15:0 15,58 +0,8 17,37 +0,3 16,67 +1,2 19,19+0,4 20,4704 1516+0,1 13,94+35 1519404 9,71+13 1479+16 9,34+13
C15:0 20603 212+0,1 253+0,7 2,22+0,1 2,76%0,2 221004 0,18%0,2 1,73%0,06 3,65%0,7 2,15%0,2 3,19+0,85
i-C16:0 20015 12903 1,08+0,2 3,12+0,2 351+04 11401 468%*19 099+0,05 385x03 15406 512072
C16:0 11,56 £0,2 12,59+0,3 12,41+06 994+04 951+0,1 11,67 0,1 12,78+2,6 14,5701 11,4205 14,09+2,0 13,98+1,9
NI 2,83+0,1 30803 305+0,2 28601 294+05 288005 380+0,7 219+0,05 572x10 23401 4,78x06
Cl6:1w7 251809 22,4312 2326+0,3 2552+05 2592+14 248303 184431 226401 19,38+3,1 22,7319 16,3714
i-C17:0 71014 7,28+04 7,34+0,3 6,74+0,1 6,43+12 7,95+04 10,87+34 9,32+0,04 7,62+24 742+0,1 571+01
3-OH C12:0 6,84+09 6,09+0,7 6,056+0,7 392+11 33904 730+04 651+06 6,37+0,03 7,28x12 7,35%13 6,6318
C17:0 251+0,7 20101 198+0,1 339x02 2,74+0,2 213+0,1 147+*18 1,73+0,05 48703 183+0,1 48410
c1i7:.0* 20706 26604 3,79+15 235+02 321403 226+04 209+28 205+0,056 23708 347+11 4,01+06
C18:109c 23405 199+0,2 201+01 1,71+02 16402 19803 548+38 4,04+0,04 30110 1,99+003 2,24+0,04
C18:109t 1,390,056 125+0,1 1,18%0,1 11701 0,87%0,1 1,18%0,3 1,96+0,7 0,87+0,05 3,20+0,3 1,10+0,2 3,520,7
> Acidos Graxos Saturados 64,55 66,58 64,89 65,09 64,12 65,52 67,3 67,76 64,15 66,31 67,75
Y Acidos Graxos Insaturados 28,91 25,67 26,45 28,4 28,43 27,99 25,88 27,55 25,59 25,82 22,13




