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Apresentacao

Em consonancia com a missdo institucional da Embrapa Uva e Vinho, desde
longa data vém sendo desenvolvidas agfes de pesquisa e desenvolvimento que
tém gerado importantes resultados no tocante ao componente ambiental. E isto
ocorre porque é comprovada a necessidade de buscar-se o desenvolvimento
sustentado do espacgo rural, tendo-se em vista as exigéncias de mercado, dos
produtores e dos 6rgdos ambientais em reduzir-se o impacto ambiental da

atividade produtiva.

E neste contexto que o controle biolégico se insere. Ao maximizar o uso de
organismos naturais no manejo de pragas e doencas, esta tecnologia contribui
decisivamente para que a producdo se dé com reduzido impacto, em beneficio
da almejada sustentabilidade. Esta publicacdo é resultante de estudos de
pesquisadores da Embrapa Uva e Vinho e de outras Unidades da Embrapa, além
de essenciais parceiros, 0os quais, em parceria, tém contribuido para a melhoria

do conhecimento sobre esta importante &rea.

Temos certeza que as informac8es aqui divulgadas servirdo para o maior
conhecimento e uso do controle biolégico, bem como de estimulo e suporte
para novas acOes de pesquisa que resultem em tecnologias ambientalmente
limpas e tecnicamente viaveis.

Alexandre Hoffmann
Chefe-Geral
Embrapa Uva e Vinho
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Identificacdo de bactérias por
analise dos acidos graxos

Itamar Soares de Melo’
Méarcia Maria Parma2

As membranas de bactérias contém lipidios como principal componente. A
composicdo dos Acidos graxos desses lipidios é caracteristica das diferentes
taxas, e por isso podem ser usados como biomarcadores. A recuperagao
guantitativa e analise dos acidos graxos podem ser usadas para definir os
membros de uma comunidade microbiana.

Acidos graxos que contenham de 9 a 20 carbonos na cadeia tém sido utilizados
para caracterizar géneros e espécies de bactérias, especialmente aqueles que
seriam categorizados como organismos Gram negativos nao-fermentativos. Com
0 advento das colunas capilares de silica fundida tem se tornado préatico usar
cromatografia gasosa e ésteres metilicos de acidos graxos de células inteiras
para identificar uma gama de bactérias.

Um sistema de software (Microbial ID, Inc., Newark, Dell) e hardware (Hewleh-
Packard Co.) combinados e identificados como Sistema de Identificacao
Microbiolégica (MIS) tem sido disponivel comercialmente. 0 MIS é baseado em
acidos graxos que tém cadeias de 9 a 20 carbonos retas, ramificadas, saturadas
ou insaturadas e que contenham grupos hidroxi e ciclopropano. 0 sistema
usa cromatografia gasosa de alta-resolugcao para determinar a composi¢do
de &cidos graxos de isolados bacterianos de interesse e, entdo, faz busca
contra bibliotecas de composicdo conhecida. As bibliotecas incluem aquelas
disponiveis do "Microbial ID" e também aquelas geradas pelo usuario ou outros
pesquisadores.

Hoje em dia mais de 300 acidos graxos e compostos relacionados tém sido
encontrados em bactérias analisadas pelo MIS.

1Eng. Agron., Doutor, Embrapa Meio Ambiente. Caixa Postal 69, 13820-000 Jaguaritina, SP.
2 Quimica. Laboratério de Microbiologia Ambiental, Embrapa Meio Ambiente, Caixa Postal 69, 13820-000
Jaguaritna, SP
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Nomenclatura dos Acidos Graxos

A seguir serd apresentada uma exemplificacdo da nomenclatura de um acido
graxo.

A cadeia do acido graxo abaixo observada (Figura 1) tem 18 carbonos e seria
escrito 18:0 se ela nao tivesse nenhum dos grupos funcionais apresentados
de (@) a (f). Para nomear um composto como sendo 19:0 ISO este deveria
conter os 18 carbonos na cadeia linear e ainda apresentar um grupo metilico (a)
do segundo ao ultimo carbono, enquanto que para ser 19:0 ANTEISO deveria
conter o grupo metilico (b) do terceiro ao ultimo carbono. A ligagcdo dupla
(c) tem ambos hidrogénios posicionados do mesmo lado, e é escrito como
sendo 18:1 cis 11, desde que a Unica ligacdo dupla desta cadeia - indicada
na nomenclatura como :J - esteja depois do décimo primeiro carbono. Se os
hidrogénios estiverem em lados opostos, o composto seria escrito 18:1 trans 11
O ciclopropano contido entre os carbonos 9 e 10 desta cadeia de 18 carbonos
(d) deve ser escrito como 19:0 CICLO 9-10. O grupo hidroxila adicionado ao
terceiro carbono é descrito como 18:0 30H (e), enquanto o grupo hidroxila no
segundo carbono (f) é descrito como 18:0 20H.

@ (b) (d) € (0

H ch3ch3h h h (© ch2 h h h h h ohoh O

| | | | | | / \ | | | | | | | 1
H-c-c—C-C-C-C-C=C—-C-C-C-C-C-C-C—C-C-C-0OH
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18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1

Fig. 1. Cadeia de um acido graxo.

Objetivo

Identificagdo r4pida de bactérias aerbébicas por Cromatografia Gasosa fazendo
uso de acidos graxos de suas membrana.
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Protocolo

Etapa | - Cultivo das Bactérias

Cultivar as bactérias pelo método das estrias cruzadas, em meio TSBA de marca
BBL (Trypticase Soy Broth Agar) que consiste de 30 g de Trypticase Soy Broth
BBL e 15 g de Agar BBL em 1 litro de agua destilada.

Nota: A marca BBL é recomendada para uso tendo em vista que a Cromatografia
é uma andlise comparativa. As bibliotecas adquiridas para comparacdo possuem
certos requisitos obrigatérios e um deles é o uso de meios de marcas especificas.
A utilizagdo de meios de cultura de outras marcas pode nédo apresentar resultados
equivalentes.

As bactérias aerdbicas que nao crescerem neste meio podem ser inicialmente
cultivadas em meios mais apropriados para seu crescimento, mas para a
identificacdo em Cromatografia Gasosa (MIS) é necessario que estas bactérias
sejam posteriormente repicadas em meio TSBA.

Nota: Apé6s repicagem os isolados deverdo ser incubados sob a condicdo de
temperatura de 28 + 1°C e por um tempo de 24 + 2 horas para entdo dar inicio
as etapas de extracéo.

Etapa Il - Extracdo dos Acidos Graxos

1 40 mg de massa de células sdo transferidos para tubos de cultura de 13 x
100 mm.

2. Amostras sao, primeiramente, saponificadas com 1,0 + 0,1 mL do reagente
de saponificacdo (45 g de hidréxido de sddio, 150 mL de metanol e 150 mL
de agua destilada e deionizada), agitadas com "vortex" por 10 segundos,
aquecidas a 100°C por 5 minutos em banho-maria, agitadas novamente
por 10 segundos, re-aquecidas a 100QC por mais 25 minutos e, por ultimo,
colocadas em banho de agua para resfriarem até atingir a temperatura
ambiente.

3. As amostras passam para o segundo passo, o de metilacdo dos acidos
celulares, que é realizado com a adicao de 2,0 +0,1 mL do reagente de
metilagdo (325 mL de HCI 6.0 N e 275 mL de metanol), agitacdo por 10
segundos, aquecimento a 80 i 1SC por 10 £+ 1 minutos e resfriamento em
banho de agua para atingirem atemperatura ambiente. Esta € a etapa mais
importante no processo de extracdo dos acidos graxos e, por isso, deve ser

realizada seguindo todas as orientagfes apresentadas.
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Nota: E importante dizer que n&do é recomendado o uso de banho de agua
gelada, mas sim a temperatura ambiente.

4. Os acidos graxos metilados sdo separados da fase aguosa com adigdo de
125 +0,1 mL do reagente de extracdo (100 mL de hexano e 100 mL de
terc-butil metil éter) e agitados lentamente em rotator clinico por 10 minutos.
Podera ser observada a formacédo de duas fases: uma superior (orgénica)
e outra inferior (aquosa). Com a ajuda de uma pipeta Pasteur retire a fase
aquosa (inferior) e a descarte, reservando a fase orgéanica (superior) ainda
nos tubos.

Nota: Faz-se necesséario o uso de uma pipeta Pasteur para cada amostra, a fim
de que néo ocorram contaminagdes.

5. As amostras sao finalmente lavadas com a adi¢cdo de 3,0 £0,1 mL de solugéo
de lavagem (10,8 g de hidréxido de s6dio e 900 mL de agua destilada e
deionizada) e agitadas lentamente em rotator clinico por 5 minutos. Uma
emulsao entre as fases organica e aquosa podera ser formada e, neste caso,
os tubos amostrais devem passar por centrifugacdo a 2.000 RPM por 3
minutos. A fase organica superior, contendo os ésteres metilicos de acidos
graxos - FAMEs, é entdo transferida com a utilizacdo de pipeta Pasteur para
frascos de vidro (vials de 2 mL) para analise cromatografica.

Nota: Recomendamos finalmente que todos os reagentes utilizados na
preparacdo das solugdes necesséarias no processo de extracdo dos A&cidos
graxos sejam de marca de renome, para evitar o risco de uma identificacdo
equivocada. No processo descrito pelo MIS h4 a indicagdo do uso de reagentes
da marca Fisher.

Etapa Ill - Injecdo no Cromatégrafo Gasoso

O Cromatégrafo Gasoso Agilente GC 6850 utilizado na identificacdo das bactérias
possui um programa de sequenciamento que permite a realizacdo de injegdes
automaticas de varias amostras, o que torna o processo mais agil. Assim, basta
programar o Sherlock Sequencer para dar inicio as identifica¢8es.

Etapa IV - Obtencdo de Cromatogramas

O Cromatégrafo Gasoso Agilente GC 6850 possui como acessoérios uma coluna
capilar Ultra 2 e um Detector de lonizagdo em Chama (FID) que sdo responsaveis
pela identificacdo dos ésteres de acidos graxos metilados da bactéria. Estes
ésteres passam inicilamente pela coluna capilar e ai sdo separados.
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Em seguida passam pelo FID, que processa o resultado (tempo de retencgédo
do acido graxo na coluna, proporcdo da areal/altura e porcentagem da area do
pico) criando um sinal que é guardado em um programa chamado ChemStation.
Uma amostra de bactéria é composta por varios sinais (que sdo apresentados
no grafico na forma de picos). Apds todos o0s sinais da amostra terem sido
depositados no ChemStation, este imprime os sinais plotados e integrados,
originando um grafico que é chamado de cromatograma.

Etapa V - Identificagcdo de Bactérias

Quando a corrida da amostra é encerrada e o cromatograma é obtido, o tempo
de retencado, a proporcdo da &realaltura e a porcentagem da area de cada pico
séo transmitidos do ChemStation para o programa Sherlock que promovera
outros processamentos dos dados. Como ja dito, o cromatograma é um grafico
gue contém varios picos, sendo que cada pico observado nele é identificado e
nomeado.

Quando é terminada a nomeacdo de todos os picos do cromatograma, o
Sherlock irA comparar os resultados obtidos & biblioteca associada ao Método
de ldentificacdo de Microorganismos (MIS). A biblioteca leva em consideracéo
tanto o nome do pico, quanto a sua porcentagem obtida. Apd6s a procura e
comparacdo com os dados da biblioteca, o computador imprime o Relatério de
Composicdo da amostra, que é o relatério em que aparece a identificacdo da
bactéria que se estd analisando (Tabela 1).

Etapa VI - Obtencdo de Dendograma

0 dendograma é uma técnica de andlise em agrupamento disposta graficamente
que apresenta o relacionamento entre organismos.

A distancia euclidiana € um método predativo que ajuda aquantificar adiversidade
por meio de medidas de dissimilaridade. Considerando estas medidas seréo
aplicados métodos aglomerativos, permitindo o estudo da diversidade entre os
materiais avaliados.
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Tabela 1. Relatério de composi¢cdo da analise do perfil de acidos graxos que compde
uma amostra bacteriana, mostrando os picos de referéncia obtidos pelo cromatograma
que irdo identificar quali e quantitativamente tal amostra.

RT Response Ar/Ht RFact ECL Peak Percent Commentl Comment2
1,709 3.617E+8 0.029 — 7,012 SOLVENT — <min rt
1,812 2488 0,008 — 7,218 — <minrt
1,900 1779 0,033 —— 7,396 — <minrt
1,981 414 0,033 — 7,557 - <minrt
2,048 468 0,032 — 7,691 _ <minrt
2,610 279 0,027 - 8,819 — <minrt
4,440 1599 0,030 1,063 11,609 12:0 1ISO 0,92 ECL Reference
4,796 502 0,033 1,043 12,000 12:0 0,28 ECL Reference
5,498 19723 0,034 1,017 12,614 13:0 ISO 10,85 ECL Reference
5,599 2281 0,034 1,013 12,702 13:0 1,25 ECL Reference
6,783 10287 0,035 0,983 13,619 14:0 ISO 5,47 ECL Reference
7,302 5090 0,037 0,973 14,000 14:.0 2,68 ECL Reference
7,550 451 0,038 — 14,161 —
8,261 57042 0,040 0,960 14,623 15:0 ISO 29,63 ECL Reference
8,399 8237 0,039 0,958 14,714 15:.0 4,27 ECL Reference
8,839 468 0,039 0,953 15,000 15:.0 — ECL
9,486 1648 0,041 0,947 15,389 16:1 w7c 0,85 ECL
9,645 5088 0,043 0,946 15,484 Sum In 2,61 ECL 16:1 ISO
9,881 12306 0,044 0,944 15,625 16:0 ISO 6,29 ECL Reference
10,104 569 0,042 0,943 15,760 16:1 wllc 0,29 ECL
10,267 21244 0,045 0,942 15,857 Sum In 10,83 ECL 15:0 ISO
10,502 9817 0,044 0,940 15,999 16:0 5,00 ECL Reference
10,882 823 0,044 0,938 16,218 15:0 20H 0,42 ECL
11,178 5932 0,051 0,937 16,390 ISSO 17:1 3,01 ECL
11,306 7735 0,051 0,936 16,463 ISSO 17:1 3,92 ECL
11,445 1480 0,045 0,936 16,544 17:1 0,75 ECL
11,596 18440 0,048 0,935 16,631 17:0 1ISO 9,33 ECL Reference
11,757 2096 0,044 0,934 16,724 17:.0 1,06 ECL Reference
13,998 581 0,041 0,928 17,999 18:0 0,29 ECL Reference
- 5088 - - - Summed 2,61 12:0 ALDE unknown
L o «T- .o 1611 1SO 14:0
- 21244 — — Summed 10,83 16:1 15:0 ISO
ECL Deviation: 0,002 Reference ECL Shift: 0.002 Number Reference Peaks: 13
Total Response: 192971 Total Named: 192520
Percent Named: 99,77% Total Amount: 185189
Matches:
Library Sim Index Entry Name
TSBAS50 5.00 0,862 Bacillus-cereus-GC subgroup A
0,681 Bacillus-thuringiensis-kurstakii
0,582 Bacillus-thuringiensis-israelensis
0,531 Bacillus-cereus-GC subgroup B

Fonte: Itamar Soares de Melo.



Métodos usados no Biocontrole de Fitopatégenos - 65

A distancia euclidiana pode ser estimada tomando-se por base dados sem
repeticdes, como é o caso de dados oriundos de banco ativo de germoplasma,
tornando-se viavel a sua aplicacéo.

Experiéncias realizadas com um numero grande de amostras microbianas
resultaram nas seguintes diretrizes para a Distancia Euclidiana:

- Amostras com Distancia Euclidiana igual ou menor que 10 sédo consideradas
da mesma espécie;

- Amostras com Distancia Euclidiana igual ou menor que 6 sdo tipicamente da
mesma subespécie ou bibtipo;

- Amostras com Distancia Euclidiana igual ou menor que 2,5 sao de duas
corridas diferentes da mesma linhagem.

Mas tem-se que tomar cuidado na interpretacdo de um dendograma, pois se um
acoplamento ocorre numa faixa de 10 ou mais isto ndo quer dizer que os dois
microrganismos sdo de diferentes espécies.

Assim sendo, o dendograma apresenta informagdes sobre amostras que séao
agrupadas. Ele também pode indicar contaminacdo ou entdo a presenca de um
organismo diferente. O dendograma pode ser usado para determinar um grupo
de uma determinada amostra bem como separa-lo confiavelmente em dois ou
mais subgrupos.

Consideracfes Finais

A técnica de identificacdo de bactérias, por utilizacdo do MIS, tem apresentado
grandes vantagens para uso laboratorial. A principal delas é relativa ao tempo
gasto em um processo de extragdo, que leva no maximo trés dias para ocorrer,
em relagdo a quantidade de material obtido para identificacdo (cerca de 20 a
30 ésteres de acidos graxos metilados/processo). Esta € uma técnica recente,
porém promissora, e que vem sendo amplamente divulgada e empregada por
pesquisadores de todos os continentes.

Literatura Consultada
SASSER, M. Identification of bactéria by gas chromatography of celular
fatty acids. Newark, DE: MIDI, 1990. (Tech. Note, 101)

MICROBIAL identification system operating manual version 4.0. Newark, DE:
MIDI, 2001.



