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Introducao

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma
das espectroscopias vibracionais cujas bandas espectrais sdo funcao da forca das
ligacdes quimicas e das massas dos atomos envolvidos nessas ligacdes. Por isso é
extremamente Util para a identificacdo de componentes de moléculas organicas como
os grupos O-H, N-H, C=0, C-N, C-O etc, que sdo os principais constituintes das
proteinas, acucares, DNA, acidos graxos, entre outras moléculas.

As aplicacdes de FTIR em biologia envolvem tanto os estudos das estruturas
de DNA, proteinas e polissacarideos /n vitro quanto as aplicacoes como a avaliacao
da composicao quimica de bactérias e tecidos animais e vegetais /n vivo (Mantsch &
Chapman, 1996). Como os polissacarideos exacelulares das bactérias Xylella
fastidiosa e Xanthomonas axonopodis pv citri , causadoras da clorose variegada dos
citrus (CVC) e cancro citrico respectivamente, sdo considerados os fatores de
patogenicidade dessas bactérias, apresenta-se neste trabalho uma metodologia com
o uso da espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para
analise desses polissacarideos.

As bactérias Xylella fastidiosa e Xanthomonas axonopodis pv citri foram
cultivadas no meio PW e M9, respectivamente. As culturas permaneceram sob
agitacao constante a 28°C. As culturas de Xanthomonas e Xylella foram
centrifugadas a 4000rpm por 20 minutos, em seguida, o precipitado contendo a
bactéria foi suspenso em solucao de NaCl 0,05% e uma nova centrifugacao foi feita a
fim de remover residuos do meio de cultura. O precipitado final foi novamente
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suspendido em solucdo de NaCl 0,05%. A solucao salina contendo a bactéria foi
depositada em janela de silicio e apés a secagem, foi analisada em um

espectrometro de FTIR Paragon 1000. Os espectros foram coletadas com um total de
16 varreduras, com uma resolucdo espectral de 4cm™', de 4000 a 400cm’
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Figura 1- Espectros de FTIR da proteina lisozima (A), da goma xantana (B) e da
bactéria Xanthomonas em diferentes tempos de crescimento (C, D, E e F).

Na figura 1 estdo os espectros de FTIR da bactéria Xanthomonas axonopodis
pv citri em diferente tempo de crescimento, um espectro tipico de proteina (lisozima)
e um espectro da goma xantana que € principal polissacarideos das bactérias do
género Xanthomonas. As bandas mais intensas do espectro das proteinas sao
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devido principalmente aos grupo peptidicos. A banda intensa, larga e centrada em
3300cm™ é devido principalmente ao estiramento do grupo NH (amida A). As bandas
intensas entre 1700 e 1600 cm™ e entre 1600 e 1500 cm', sdo conhecidas como
bandas de amida | e amida Il. A banda de amida | é devido principalmente ao
estiramento C =0 dos grupos peptidicos e a de amida Il aos estiramento da ligacao C-
N e deformacdo angular da ligacdo N-H, ambas também dos grupos peptidicos. Os
outros sinais de baixa intensidade entre 3100 e 2800 cm' e abaixo de 1500cm™ s&o
devido outras vibracdes de menor importancia. Os principais sinais da goma xantana,
figura 1B, sdo o sinal largo e centrado em 3300 cm’, devido ao estiramento das
ligacoes OH (esse sinal ocorre na mesma regido das ligacoes NH das proteinas). O
sinal em 1740cm’ é tipico da goma xantana e é devido aos estiramento C=0 dos
residuos de esterificacao com o piruvil (CH,-CO-COQ) e acetil (CH,-COOQ) e ao grupo
COOH do 4acido glicurénico. O sinal em 1640 cm”, devido as deformacdes angulares
da ligacao OH dos aclcares, ocorre na mesma regidao da banda de amida | das
proteinas. Os sinais intenso entre 1000 e 1150cm’, sdo devido aos estiramentos
grupo C-0, presentes em todos os aclcares. Como pode-se ver o sinal da banda de
amida Il é exclusivo de proteinas, o sinal entre 1000 e 1150 cm™ é devido somente aos
residuos de acuicares e os sinais em 1740 cm a esterificacdo da goma xantana.

As figuras 1C a F apresentam os espectros de FTIR da Xanthomonas nos
intervalos de 2, 4, 6 e 10 dias de cultura. Nestes espectros pode-se ver que sdo uma
combinacao dos sinais de proteinas mais o da goma xantana. Na regido espectral de
3700 a 1800cm’’, ndo foi notada alteracéo significativa para as diferentes amostras
de bactéria. Porém na regido de 1800 a 900cm’, observam-se alteracdes nos
espectros que caraterizam modificacoes na composicdo ou/e alteracées na
concentracdo quimica das bactérias. A principal mudanca pode ser observada na
banda em 1740 cm”', que aumenta muito com o tempo de cultura, principalmente no
décimo dia de cultura.

Isso pode ser melhor observado no gréafico (figura 2) da razdao entre as
intensidade dos sinais em 1070 cm” (devido & cadeia glicosidica dos acucares) e
em 1550 cm’ (devido apenas as proteinas), e da razao entre os sinais em 1740cm’
(devido aos grupos piruvil e acetato da goma xantana) e em 1550 cm’', em funcio do
tempo de crescimento da cultura. Como a razdo dos sinais em 1070 cm'/1550cm™)
permanece constante até o sexto dia, pode se concluir que a proporcao proteina
/polissacarideos também se manteve constante neste periodo. No décimo dia teve
uma pequena reducao dessa razdo. O grau de substituicdo com o grupo acetil/piruvil
(razdo 1740/1550 cm') aumentou do primeiro para o segundo dia, ficando
praticamente constante até o quinto dia e depois aumentou muito, demonstrando que
ha um aumento significativo do grau de esterificacao dos polissacarideos, para longos
tempo de cultura. Essas observacées demonstram que a bactéria ao consumir os
nutrientes do meio de cultura entra em uma fase de dorméncia, elevando o grau de
esterificacado da xantana, que Ihe da maior rigidez estrutural. Com esse demonstrasse
também que o FTIR pode ser usado para monitorar tanto a proporcao proteinas/goma
xantana e quanto o grau de esterificacao com os grupos piruvil e acetato.
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Figura 2- Gréafico da razdo da intensidade dos sinais em 1070/1550 cm™ (H) e
1740/1550 cm™ (@) em funcdo do tempo de crescimento da cultura de
Xanthomonas.

A Xyllela fastidiosa como o préprio nome diz € uma bactéria com crescimento
muito lento, com dezenas de dias de cultura. Os espectros de FTIR da Xy/e/la com 30
(A) e 70 dias (B) de crescimento estdo na figura 3. Esses espectros sao tipicos de
bactéria onde se observa as bandas intensas em 3350cm”, o pico em 1652 cm’”
(amida l), o pico em 1550 cm™ (amida ll) e a banda em aproximadamente 1070cm™ é
devido adeformacao angular C-O, caracteristica de acucares.
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Figura 3- Espectros de FTIR de Xylella depositada em janela de silicio. A) ap6s 30
dias e B) ap6s 70 dias de crescimento.
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A principal diferenca observada nestes espectros da Xy/ella foi que a banda em
1070cm’ é muito mais intensa em 70 dias do que em 30 dias, demonstrando que ha
um aumento do teor de polissacarideos com o tempo de crescimento, o que nao foi
observado com a Xanthomonas. O aumento do teor de polissacarideos também pode
ser observado com o aumento da intensidade do sinal entre 1700 e 1600 cm™', que é
devido deformacao angular dos grupos OH.

Quando se compara os espectros de Xylella com os da Xanthomonas nao se
observa a banda em 1740cm’, devido ao estiramento C=0 do residuo piruvil (CH,-
CO-CO0Q) e acetil presentes na estrutura da goma xantana. Esta observacao esta de
acordo com os recentes resultados publicados sobre a Xylella, a partir do
seqlenciamento do seu genoma (Simpson et al., 2000). No genoma da Xyl/ella foram
encontrados quase todos os genes que codificam as enzimas da sintese da xantana,
os genes gumA, gumB, gum C, e gum F, porém, nao foram encontrados os genes
guml, L e G, que incorporam a manose terminal, o piruvato e o acetato,
respectivamente.

Esses resultados demonstram claramente a potencialidade do FTIR em
caracterizar o polissacarideo extracelular nas bactérias Xylella e Xanthomonas in vivo,
bem como sua concentracdo de maneira rapida e com aproximadamente 1mg de
amostra. Essa metodologia desenvolvida acima estd sendo usada para avaliar a
influéncia de ions de metais como cobre e manganés no metabolismo da
Xanthomonas, principalmente na sintese da xantana.
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