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Introdução 
 
O conjunto de proteínas expressas pelo genoma, 
conhecido como proteoma, é uma importante fonte 
de investigação para associações funcionais dessas 
proteínas e muitas delas são de especial interesse 
devido ao potencial biotecnológico já conhecido ou a 
ser identificado. O estudo de proteínas de membrana 
e/ou presentes no meio extracelular, ou exoproteínas, 
permite caracterizar os processos de interações que 
os microrganismos podem estabelecer com o meio 
em que vivem. Uma das grandes dificuldades de 
estudar esses exoproteomas é a limitação das técnicas 
capazes de permitir que proteínas localizadas fora 
das células (secretadas de forma ativa ou passiva) 
sejam obtidas em grande quantidade e livres da 
presença de contaminantes, que interferem nas 
análises por eletroforese. Nos últimos anos, estudos 
de exoproteomas de fungos e de diversas bactérias, 
principalmente patogênicas e de amostras ambientais, 
têm sido conduzidos (CLAIR et al., 2010; GOHAR et 
al., 2005; JOSIC; KOVAC, 2008; KAZEMI-POUR et 
al., 2004; KELLER; HETTICH, 2009; SCHNEIDER; 
RIEDEL, 2010). Entretanto, pouco se conhece sobre o 
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exoproteoma de bactérias que têm a capacidade de fixar 
nitrogênio e de realizar outras funções promotoras do 
crescimento vegetal. Recentemente, os exoproteomas 
de Herbaspirillum seropedicae e Rhizobium etli foram 
estudados (CHAVES et al., 2009; MENESES et al., 
2010). Chaves et al. (2009) reportam que a presença 
de exoproteínas oriundas de vias de secreção não-
clássicas, e outras, são encontradas no proteoma celular 
de H. seropedicae, sugerindo que estas desempenhem 
também funções quando livres no meio extracelular. 
A Gluconacetobacter diazotrophicus, assim como 
diversos microrganismos, produz proteínas essenciais 
para sua sobrevivência e para o estabelecimento de 
interação com o seu habitat que são secretadas para o 
meio. Desta forma, essas proteínas passam a exercer 
uma função importante no processo de interação da 
bactéria com o meio ambiente e/ou seu hospedeiro, 
como, por exemplo, enzimas envolvidas no metabolismo 
de sacarose. Neste trabalho teve-se como objetivo 
adequar a metodologia de análise de exoproteínas por 
eletroforese bidimensional utilizando o cultivo da bactéria 
fixadora de nitrogênio Gluconacetobacter diazotrophicus 
como modelo analítico.
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Preparo e Processamento das Amostras do 
Meio de Cultivo

Os sobrenadantes dos cultivos em batelada dos 
microrganismos (estirpe selvagem e mutantes de 
G. diazotrophicus PAL5) foram obtidos utilizando as 
mesmas condições de cultivo descritas anteriormente por 
Silva et al. (2009). Com o objetivo de obter sobrenadante 
com menor quantidade de polissacarídeos foram 
também utilizados sobrenadantes oriundos de cultivo 
contínuo (estirpe selvagem-PAL5). O sobrenadante 
de cada cultivo das diferentes estirpes foi obtido após 
a separação das células por centrifugação a 10.000 
g por 15 minutos, a 4 ºC. Estes sobrenadantes foram 
liofilizados, para concentrar as proteínas, e mantidos 
em freezer a -20 ºC. A Tabela 1 mostra as condições de 
cultivo e as cepas utilizadas neste trabalho. Esta foi uma 
estratégia utilizada visando à produção de sobrenadante 
contendo menores quantidades de exopolissacarídeos. 
A grande produção de polissacarídeos extracelulares por 
este micro-organismo já foi descrita na literatura científica 
(STEPHAN et al., 1995).

Tabela 1.  Cepas selvagens e suas respectivas condições 
de cultivo.

CEPAS 
(Gluconobacter
diazotrophicus )

CULTIVO
BATELADA

CULTIVO
CONTÍNUO

PAL5  (1)
Selvagem realizado não realizado

PAL5 (2)
Selvagem não realizado realizado

PAL 5 (3)
Selvagem não realizado realizado

PAL5 (4)
Selvagem

não realizado realizado

PAL5 (5)
Selvagem

não realizado realizado

16G6 (mutante) realizado não realizado

16D10 (mutante) realizado não realizado

K416 (mutante) realizado não realizado

(1)  Cultivo realizado com 50g/L de glicose e nitrogênio (1mM de 
       NH4SO4 )
(2)  Cultivo realizado com 100g/L de açúcar cristal com nitrogênio
(3)  Cultivo realizado com 20g/L de açúcar cristal com nitrogênio
(4)  Cultivo realizado com 100g/L de açúcar cristal sem nitrogênio
      (fixação biológica do nitrogênio)
(5)  Cultivo realizado com 100g/L de açúcar cristal sem nitrogênio
      (fixação biológica do nitrogênio)

O protocolo escolhido foi baseado em um dos métodos 
utilizados para extrair proteínas de frutos de morangos e de 
outros tecidos recalcitrantes apresentados por Zheng et al. 
(2007). Após aproximadamente um ano de armazenamento, 
os sobrenadantes liofilizados foram solubilizados em 
tampão Tris- HCl 10 mM e Na-EDTA 1mM (pH 8,0), para 
estabelecer um volume de trabalho comum a todas as 

amostras. Posteriormente, o equivalente a 2,5 mL dessa 
suspensão foi misturado com um volume de tampão 
de lise gelado (0,7 M de sacarose, 0,1 M de KCl, 0,5 
M de Tris-HCl pH 8,5, 50 mM EDTA pH 8,5, 1% de 
polivinilpolipirrolidona [PVPP] e 40 mM ditiotreitol [DTT]). 
Após homogeneização, foi adicionado um volume de 
solução de fenol equilibrado com Tris-HCl (pH 8,0) e a 
amostra foi novamente homogeneizada para a mistura 
das fases aquosa e fenólica. Em seguida, as fases 
foram separadas por centrifugação a 10.000g durante 
15 min a 4ºC para remoção de polissacarídeos, DNA 
entre outras moléculas. A parte superior correspondente 
à fase fenólica foi transferida para um novo tubo e 
extraída duas vezes como descrito acima. Após esse 
processo, o extrato foi homogeneizado com cinco 
vezes o volume de solução de acetato de amônio 0,1 
M em metanol e incubado a -20ºC durante uma noite 
para que ocorresse a precipitação e concentração das 
proteínas. O extrato foi centrifugado a 10.000 g durante 
15 min a 4°C, o precipitado obtido foi lavado duas vezes 
com metanol a 4°C e com solução gelada de 20mM 
de DTT em acetona (Figura 1). O precipitado obtido foi 
solubilizado em tampão de reidratação (7 M uréia, 2,0 
M tioureia, 2% (p/v) CHAPS, 10 mM DTT) contendo 
0,5% do tampão de anfólitos, de acordo com a faixa do 
gradiente de pH da tira de isoeletrofocalização (IEF).

Quantificação de Proteína pelo Método de 
Bradford

O método de Bradford (1976) foi aplicado para 
quantificar as proteínas solúveis nos sobrenadantes. 
As amostras foram diluídas em solução tampão de 
reidratação, na proporção de 1:3 e 5 µL de cada. As 
amostras foram aliquotadas em poços de placa tipo 
Elisa, em triplicata. A cada uma foi adicionado 250 µL 
do reagente de Bradford e incubado em temperatura 
ambiente por 5 minutos. A leitura da curva padrão, e 
das amostras desconhecidas, foi realizada em leitor 
de placas de Elisa utilizando comprimento de onda de 
595 nm. A concentração das amostras desconhecidas 
foi determinada utilizando a equação da curva padrão. 
Foi utilizada uma solução padrão de albumina de soro 
bovino (BSA).

 

Análise de Proteínas por Eletroforese Uni e 
Bidimensional

Os extratos proteicos foram analisados 
unidimensionalmente em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE na concentração de 10%, para determinar a 
quantidade de material no extrato. A eletroforese foi 
realizada pelo período de 4 h e 30 min a 30 mA. O gel 
foi corado com solução de Coomassie “Blue silver” 
(CANDIANO et al., 2004) e posteriormente com solução 
de prata (GE Healthcare Life Sciences).
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Para a eletroforese bidimensional, as tiras foram 
hidratadas durante uma noite com 250 µL de tampão 
de reidratação contendo aproximadamente 100 µg 
de proteína. As condições de eletroforese aplicadas 
foram as pré-estabelecidas no programa de controle 
do IPG-Phor (GE Healthcare) variando apenas em 
relação ao tamanho, número de tiras e faixa de pH 
utilizados. Após a eletroforese na primeira dimensão as 
tiras foram equilibradas e submetidas à eletroforese na 
segunda dimensão em gel de poliacrilamida 10% por 
4 h a 20 mA. O gel foi revelado utilizando solução de 
prata como método de coloração, havendo substituição 
do formaldeído (agente revelador) por uma solução 
alcalina de borato contendo um açúcar redutor (aldose). 
Este procedimento permite uma posterior análise deste 
material por espectrometria de massa (CHEVALLET et 
al., 2008).

Resultados

O protocolo de extração de exoproteínas com fenol 
foi aplicado para separar a fração de proteínas 
presentes no meio extracelular, independentemente 
do processo de secreção de outros componentes 
como exopolissacarídeos, DNA e outras moléculas 
que também são secretadas durante cultivos in vitro 
por diversos microrganismos. Para avaliação do 
exoproteoma de G. diazotrophicus outros protocolos 
foram avaliados anteriormente (MOLINARI et al., 
2010; SILVA et al., 2009). No entanto, os resultados 
obtidos indicaram interferências na isoeletrofocalização 
decorrentes do excesso de sais e ineficiência na 
recuperação de proteínas devido ao excesso de 
polissacarídeos na fração do sobrenadante. Estas 
interferências foram evidenciadas pela desidratação 
das tiras e aquecimento durante a isoeletrofocalização. 
Além disso, ocorreram alterações no perfil da curva de 
isoeletrofocalização em relação à curva pré-estabelecida 
pelo programa de controle do IPG-Phor (Figura 2). 
Foram observadas distribuições e migração anômala dos 
spots na segunda dimensão após a isoeletrofocalização, 
como ilustrado na Figura 3.

Figura 1.  Esquema do protocolo com fenol equilibrado para a obtenção de proteínas presentes nos sobrenadantes 
(exoproteínas) de culturas de G. diazotrophicus.

Figura 2.  Perfil de curva de isoeletrofocalização dos 
extratos obtidos por diálise, precipitação com TCA e 
acetona (A) e pela extração com fenol (B). Linha azul 
indica o perfil de corrente teórica esperada, a linha 
vermelha representa o comportamento observado.

Acetato de amônio 
em metanol
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Figura 3.  Segunda dimensão da eletroforese bidimensional do exoproteoma do mutante 16G6 obtidos por diálise, 
precipitação com TCA e acetona (A) e pela extração com fenol (B). 

Na primeira dimensão de eletroforese 2D, a tendência 
da curva de corrente durante a isoeletrofocalização não 
indicou a presença de agentes interferentes nos extratos, 
devido a sucessivas lavagens com metanol gelado e 
acetona gelada contendo 20 mM de DTT (Figura 2B). 
Também foi possível observar que a resolução dos 
spots na segunda dimensão foi melhor para a extração 
contendo fenol (Figura 3B) não tendo sido observado o 
mesmo padrão de migração arrastada, evidenciada por 
uma linha de frente na altura de aparecimento dos spots 
em relação a um dos protocolos testados anteriormente 
(Figura 3A). Nos testes realizados verificou-se que 
o protocolo utilizando fenol equilibrado permitiu a 
quantificação de proteínas pelo método de Bradford. 

Assim, os dados obtidos pela quantificação foram 
comparáveis com os dados qualitativos observados 
durante a separação por eletroforese unidimensional 
(Figura 4), exceto para a amostra 39. A amostra de 
cepa selvagem PAL5 apresenta como característica três 
fatores preponderantes que a diferenciam das demais: 
a) foi cultivada com baixo teor de açúcar b) foi cultivada 
em condições de fixação biológica do nitrogênio c) foi 
cultivada em um meio de cultura onde foi utilizado um 
açúcar comercial (açúcar cristal). Isso pode indicar 
a presença de contaminantes que interferiram na 
quantificação pelo método de Bradford, superestimando 
a quantidade de proteínas presentes no extrato.

Figura 4.  Perfil de exoproteínas de G. diazotrophicus selvagem (PAL5) e mutantes em eletroforese SDS-PAGE corado 
com Coomassie “Blue Silver” (A) e Solução de Prata (B) presentes nos sobrenadantes de cultivos de G. diazotrophicus.

Legendas: P) Padrão de peso molecular 10 µL (Bechmarker n° cat. 10747-012). Extratos de proteínas obtidas de sobrenadantes de meio de 
cultivo (LGI-P) contendo 50 g/L de glicose e 1 mM de (NH4)2SO4: 30) G. diazotrophicus PAL5, 31) 16G6, 32) 16D10, 33) K416 . Extratos de 
proteínas obtidas de cultivos contínuos (CC) de G. diazotrophicus PAL5: 35) em 100g/L de açúcar cristal com nitrogênio, 36) em 20g/L de 
açúcar cristal com nitrogênio, 38) em 100g/L de açúcar cristal em condição de FBN e 39) em 20g/L de açúcar cristal em condição de FBN.
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Conclusão

A coloração com prata usando aldose, apesar de menos 
sensível que a coloração com prata tradicional, permitiu 
a detecção de spots que poderão ser utilizados em futura 
análise exoproteômica por espectrometria de massa. 

A metodologia aplicada neste trabalho foi tão eficiente 
quando àquela observada para morango (rica no 
polissacarídeo pectina), mostrando que o método 
com fenol eliminou também os exopolissacarídeos 
bacterianos que poderiam interferir nesta análise. 
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