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RESUMO

O interesse pelos carotendides tem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos pela evidéncia dos seus ja conhecidos beneficios a saude humana,
devido as suas propriedades antioxidantes, anticarcinogénicas e
imunomodulatérias. As principais fontes industriais de carotendides séo a sintese
quimica e a extracdo a partir de plantas e microalgas, porém sdo poucos 0s
carotendides cuja producdo seja economicamente viavel. Considerando que 0s
microrganismos extremofilos sdo importantes fontes de compostos bioativos e que
algumas bactérias extremdfilas produzem carotendides com caracteristicas
estruturais muito diferentes das encontradas nos alimentos, os objetivos deste
trabalho foram: identificar os carotendides produzidos pelas bactérias Halococcus
morrhuae (ATCC 17082) e Halobacterium salinarium (ATCC 33171), através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia conectada aos detectores de arranjo de
diodos e de massas (HPLC-DAD-MS/MS) e estudar, através de planejamento
fatorial, o efeito de diferentes condicdes de cultivo no crescimento de biomassa
celular, producado de carotendides e protecdo proporcionada pelos carotendides
contra o oxigénio singlete (02(1Ag)). Foram identificados 8 carotendides nas
linhagens de Hcc. morrhuae e Hbt salinarium. O carotendide majoritario foi all-
trans-bacterioruberina, seguido dos seus isbmeros geométricos 13-cis-
bacterioruberina, 5-cis,9’-cis-bacterioruberina, e 5-cis-bacterioruberina e de seus
derivados all-frans-bisanidrobacterioruberina, cis-bisanidrobacterioruberina e cis-
trisanidrobacterioruberina. O carotendide all-trans-trisanidrobacterioruberina foi
encontrado apenas em Hcc. morrhuae. A bactéria Hcc. morrhuae apresentou
maior concentracao de carotendides totais, cerca de 87,9 pg/g de massa seca, do
que a Hbt. salinarium (44,5 pg/g de massa seca). Ambas as bactérias
apresentaram alta desativagdo do radical ABTS'" e valores préximos da
capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEAC). A bactéria Hce. morrhuae
apresentou melhor desativacao do 02(1Ag), 27% de protecado e a Hbt. salinarium,
cerca de 10% de protecdo. Portanto a linhagem Hcc. morrhuae foi escolhida para
para estudar a quantidade de biomassa, teores de carotendides totais e atividade
antioxidante, através de um delineamento composto central rotacional (DCCR) 23,
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A variavel temperatura foi a que mais influenciou a producédo de biomassa, de
carotendides totais e a porcentagem de protecdo proporcionada pelos
carotendides contra o 02(1Ag). A maxima producdo de biomassa foi observada
com 279,76 g/L de NaCl, pH 6,4 e temperatura de 34 °C. A maior concentragao de
carotendides totais e de porcentagem de protecao foi observada a 250 g/L de
NaCl, pH 6,0 e 40 °C.

Palavras-chave: carotendides, bactéria extremoéfila, atividade antioxidante,
planejamento fatorial completo, HPLC-PDA-MS/MS.

Xiii



ABSTRACT

The interest on carotenoids has considerably increased in the last years
due to the known evidence of their benefits to the human health, related to their
antioxidant, anticarcinogenic and immune modulation properties. The major
industrial sources of carotenoids are chemical synthesis and extraction from plants
and microalgae; however, there are few carotenoids whose production is
economically feasible. Considering that extremophile microorganisms are
important sources of bioactive compounds and that some extremophile bacteria
produce carotenoids with different structural characteristics as compared with
those found in foods, the aims of this work were: identify, through HPLC-DAD-
MS/MS, the carotenoids produced by the bacteria Halococcus morrhuae (ATCC
17082) and Halobacterium salinarium (ATCC 33171), and to evaluate, applying
factorial design, the effect of different growth conditions on the results of cell
biomass, carotenoid production and protection against singlet oxygen (02(1Ag)).
Eight carotenoids from Hcc. morrhuae and Hbt salinarium strains were identified.
The major carotenoid was all-frans-bacterioruberin, followed by its geometrical
isomers 13-cis-bacterioruberin, 5-cis,9’-cis-bacterioruberin and 5-cis-
bacterioruberin and its derivatives all-trans-bisanhydrobacterioruberin, cis-
bisanhydrobacterioruberin and cis-trisanhydrobacterioruberin. The carotenoid all-
trans-trisanhydrobacterioruberin was only found in the Hcc. morrhuae strain. Hcc.
morrhuae showed higher concentration of total carotenoids, about 87.9 pg/g of dry
mass, than Hbt. salinarium (44.5 ug/g of dry mass). Both bacteria showed high
scavenger activity of ABTS™ and similar trolox equivalent antioxidant capacity
(TEAC) values. The bacterium Hcc. morrhuae showed 27% protection against
02(1Ag) and Hbt. salinarium about 10% protection, therefore Hcc. morrhuae strain
was chosen to perform the complete factorial design. A response surface
methodology (2°) was applied to evaluate the production of biomass, content of
total carotenoids and antioxidant activity. The variable temperature had more
influence on biomass production, total carotenoids and percentage of protection

provided by carotenoids against the 02(1Ag). The maximum production of biomass
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was observed at 279.76 g/L of NaCl, pH 6.4 and 34 °C. The highest concentration

of total carotenoids and percentage of protection was observed at 40 °C, 250 g/L of
NaCl and pH 6.0.

Key-words: carotenoids, extremophile bacteria, antioxidant activity, complete
factorial design, HPLC-PDA-MS/MS
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1. INTRODUCAO

Os carotendides sao pigmentos naturais responsaveis pelas cores
amarela, laranja e vermelha, presentes em frutas, vegetais, passaros, crustaceos
e microrganismos. Além de seu uso como corantes nas industrias de alimentos, de
cosméticos, de racoes, farmacéutica e téxtil, os carotendides apresentam uma
importante fungc&o nutricional na dieta de humanos como precursores de vitamina
A. Além disso, o interesse por estes compostos naturais tem aumentado nos
ultimos anos devido a outras propriedades bioldgicas desejaveis, tais como
imunomoduladoras, anticarcinogénicas e prevencao de algumas doencas cronico-
degenerativas (Krinsky, 1994). Os mecanismos envolvidos ainda nao foram
totalmente elucidados, mas de maneira geral, a reducao do risco dessas doencgas
envolve a reducdo ou inibicao de reacdes de oxidacdo, em outras palavras, a
prevencao do estresse oxidativo resultante de um desequilibrio entre a geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade de defesa antioxidante das
células. Os ROS envolvem tanto espécies radicalares, tais como &anion
superéxido, radicais hidroxilas e peroxilas (ROQO®), como ndo radicais (oxigénio
singlete (02(1Ag) e peréxido de hidrogénio), que podem causar danos ao DNA,
proteinas e lipidios.

Os carotendides agem como antioxidantes, através da desativacao de
radicais livres (Miller et al., 1993; Bohm et al., 2002), sequestro de Oa('Ag) (Di
Mascio et al., 1989; Montenegro et al., 2004) ou desativacédo do estado triplete de
sensitizadores (Montenegro et al., 2004; Rios et al., 2007). Quanto maior o numero
de ligagbes duplas conjugadas, maior a capacidade antioxidante do carotenodide,
tanto no caso da inibicdo do radical (ABTS"*) (Bohm et al., 2002) como na
desativacao de 02(1Ag) (Di Mascio et al., 1989).

As principais fontes industriais de carotendides sdo a sintese quimica e
a extracdo a partir de plantas e microalgas. Os processos de sintese quimica
apresentam varias desvantagens como a necessidade de desenvolvimento de
rotas de sintese especificas para cada novo carotendide, a dificuldade na sintese

de carotendides mais complexos, a producao de misturas de esteroisbmeros com



producdo de alguns isébmeros nao presentes na natureza, além da questdo da
poluicdo ambiental causada pelos residuos gerados nestes processos (Ausich,
1997). A demanda global para carotendides tem crescido em torno de 2,3% ao
ano e espera-se atingir US$ 919 milhdes em 2015; e atualmente a maioria dos
carotendides comercializados no mercado é derivada da sintese quimica (Gu et
al., 2008),

A producao de carotendides por processos bioldgicos apresenta varias
razdes que tornam este tipo de abordagem muito atrativa, destacando-se a grande
diversidade bioldgica para produgédo destes pigmentos, sendo que o conhecimento
do processo metabdlico de um carotendide pode ser aplicado a outros
carotendides. Além disso, ha possibilidade de producao de compostos naturais
estéreo-especificos e de estrutura complexa, producao de pigmentos a partir de
substratos de baixo custo e, também, utilizar ferramentas de biologia molecular
para desenvolvimento de novos sistemas biol6gicos mais eficientes para producgéo
de carotendides (Johnson & Schroeder, 1995; Ausich, 1997).

Durante os dUltimos anos, esforcos tém sido direcionados no
desenvolvimento de processos biotecnolégicos para producao de carotenodides,
com destaque para a producédo de B-caroteno por Blakeslea trispora (Feofilova,
1994; Lépez-Nieto et al., 2004) e Dunaliella sp. (Borowitzka & Borowitzka, 1989;
Ben-Amotz, 1999; Spolaore et al., 2006) e a producdo de astaxantina por
Haematococcus sp (Johnson & An, 1991) e Phaffia rhodozyma (Yamane et al.,
1997; Parajo et al., 1998; Liu et al., 2006).

Muitos ambientes considerados extremos e hostis para a sobrevivéncia
e crescimento de organismos vivos sao colonizados por microrganismos, que
estdo especificamente adaptados a estes nichos ecoldgicos, e que podem ser
considerados uma importante fonte de recursos, ndo somente para a exploragao
de novos produtos biotecnolégicos, mas também como modelos para investigar
como determinadas biomoléculas sao estabilizadas quando submetidas a
condicoes extremas (Rothschild & Mancinelli, 2001). Os ecossistemas extremos

envolvem tanto os vulcoes, géiseres, profundidades marinhas, salinas, desertos,



neves eternas, altas altitudes, lagos alcalinos, entre outros. (Rothschild &
Mancinelli, 2001).

A pesquisa no desenvolvimento de processos biotecnolégicos para
producédo de carotendides é justificada pela crescente demanda por novas fontes
destes pigmentos, que deve aumentar ainda mais com o conhecimento do grau de
eficiéncia da acao antioxidante de carotendides com estruturas diferentes das

encontradas em alimentos.

2. SINTESE BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrutura quimica, propriedades e funcoes dos carotendides

Carotendides possuem como estrutura basica um tetraterpeno de 40
atomos de carbonos, formado por oito unidades isoprendides de cinco carbonos,
ligados de tal forma que a molécula é linear e com simetria invertida no centro.
Esse esqueleto basico pode ser modificado através de hidrogenacao,
desidrogenacao, ciclizacdo, encurtamento ou extensdo da cadeia, isomerizagao,
introducdo de substituintes ou combinagdes destes processos. Mais de 700
diferentes carotendides isolados de fontes naturais ja foram caracterizados (Britton
et al., 2004). A Figura 1 apresenta a estrutura quimica de carotendides com 40

carbonos.

A Y YN\

B-caroteno

N AN N
licopeno

Figura 1. Estrutura quimica dos carotendides -caroteno e licopeno.



Os carotendides apresentam na sua cadeia uma alternancia de ligacdes
duplas e simples que geram um sistema de elétrons © que se desloca sobre toda a
cadeia poliénica, proporcionando a estas substancias alta reatividade quimica e
absorcao de luz na regido do visivel. Além disso, o numero de ligacdes duplas
conjugadas influencia na capacidade de absorver luz na regiao do visivel, na cor,
bem como nas propriedades funcionais (Britton, 1995).

Ao mesmo tempo em que o sistema de ligacées duplas conjugadas
confere cor aos carotenoides, este também os tornam susceptiveis a isomerizacao
e oxidagcdo. Fatores como calor, luz e &cidos ocasionam isomerizagao dos
carotendides trans, que € a forma mais estavel na natureza, para a forma cis,
promovendo ligeira perda de cor e da atividade pré-vitaminica. Portanto, varios
cuidados devem ser tomados durante a extracdo de carotendides, tais como
protecao contra a luz, analise em curto espaco de tempo, uso de atmosfera inerte,
uso de baixa temperatura e adicdo de antioxidante.

Por outro lado, a cadeia poliénica dos carotendides é responsavel pela
desativacao de radicais livres e de oxigénio singlete, espécies altamente reativas
responsaveis pela iniciacdo da oxidacao nas células e que causam danos como
destruicdo de DNA e peroxidacao lipidica (Caris-Veyrat, 2007).

Os carotendides estdo presentes em tecidos fotossintéticos onde
desempenham a fungéo de proteger a clorofila e o aparelho fotossintético contra a
fotodegradacédo. Além disso, os carotendides absorvem luz nos comprimentos de
onda que a clorofila ndo absorve, proporcionando uma absorcdo de luz em uma
faixa maior de comprimento de onda. Os carotendides também conferem protecao
ao DNA de alguns microrganismos contra alta incidéncia de luz solar.

Nas industrias de alimentos os carotendides sdo usados como corantes
para colorir os alimentos incolores, realcar e uniformizar a cor de alguns produtos
alimenticios e repor a cor dos alimentos durante o processamento e
armazenamento. Também sdo utilizados como aditivos em racdes para
aqUicultura com o objetivo de promover a pigmentacdo adequada de alguns
animais, como exemplo, o0 uso de astaxantina na racao de salméo e de camarao

(Aksu & Eren, 2007) e, o uso de luteina e zeaxantina na pigmentacao de gema de



ovos de galinha (Alcantara & Sanchez, 1999). Além disso, alguns carotendides
sdo adicionados aos alimentos com o propésito de fortificar os produtos

alimenticios devido a atividade pro-vitaminica A de alguns carotendides. Os
principais carotendides utilizados como corantes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Principais carotenoides utilizados como corante.

Carotenodide

Fontes nao

microbianas

Fontes microbianas

Usos

B-caroteno

astaxantina

cantaxantina

licopeno

luteina

zeaxantina

capsantina

bixina

crocetina

-apo-8’-carotenal
etil B-apo-8'-
carotenoato

cenoura
sintese quimica
crustaceos

penas de passaros
sintese quimica
crustaceos

penas de passaros
sintese quimica
tomate

sintese quimica

alfafa, milho e flores

alfafa, milho e flores

paprica

urucum

acafrao
sintese quimica

sintese quimica

Dunaliellla salina

Blakeslea trispora

Mycobacterium lacticola

Phaffia rhodozyma

Haematococcus pluvialis

Rhodococcus maris

Anabaena variabilis

Blakeslea trispora

Chlorela pyrenoidosa

Flavobacterium sp

nao ha

nao ha

nao ha

nao ha

nao ha

corante para

alimentos

racao para peixes

racdo para aves e

peixes

corante para
alimentos

racao para aves e
corante para
alimentos

racao para aves
corante para
alimentos e racao
para aves
corante para
alimentos
corante para
alimentos

racao para aves

racao para aves

Fonte: Adaptado de Squina (2001).



Alguns carotendides apresentam funcdo na dieta de humanos como
precursores da vitamina A, sendo essenciais para a visao, diferenciacao celular,
desenvolvimento embriol6gico e outros processos fisioldgicos. As pro-vitaminas A
constituem a maior fonte de vitamina A da dieta. O B-caroteno, a-caroteno e j-
criptoxantina sdo exemplos de carotendides que possuem atividade pré-vitamina
A, (Figura 2). A exigéncia para um carotendide possuir atividade pré-vitaminica A
€ ter um anel-f ndo substituido, com uma cadeia poliénica de no minimo 11
carbonos. Assim, o B-caroteno é o carotendide de maior poténcia vitaminica A e

ao qual se atribui 100% de atividade.

I XXX

B-caroteno

a-caroteno

HO B-criptoxantina

Figura 2. Estruturas de carotendides com atividade pré-vitamina A.

Além da atividade pré-vitaminica A, outras funcdes biolégicas tém sido
atribuidas aos carotendides, tais como: melhoria do sistema imunoldgico,
prevencao de cancer e de doencas cardiovasculares e a reducao dos riscos de
catarata e degeneracdo macular (Krinsky, 1994; Gomes, 2007). Essas funcdes
bioldgicas tém sido atribuidas as propriedades antioxidantes dos carotendides,



incluindo a capacidade de sequestrar o 02(1Ag) e desativar os radicais livres.
Quanto maior o numero de ligacdes duplas conjugadas, maior a capacidade
antioxidante do carotendide (Di Mascio et al., 1989; Bohm et al., 2002).

2.2 Antioxidantes

O termo antioxidante pode ser definido como uma substancia sintética
ou natural adicionada a produtos para prevenir ou retardar a deterioracdo pela
acao do oxigénio do ar (Halliwell, 1995). Os antioxidantes tém grande importancia
para a industria de alimentos devido a prevencao da oxidacdo em cadeia de
lipideos e proteinas.

A atividade antioxidante € determinada pelas suas caracteristicas
estruturais como a capacidade de agir como agente doador de hidrogénio ou de
elétrons, reatividade com outros antioxidantes, potencial de quelar metais e
estabilidade do radical do antioxidante formado (Rice-Evans et al., 1997).

O 02(1Ag) pode ser gerado de diversas formas, seja por processos
fisicos, quimicos e fotoquimicos. Um destes processos, chamado de
fotossensitizacdo, pode ocorrer intracelularmente ou em uma solucédo através de
um mecanismo de transferéncia de energia a partir do estado eletrdnico triplete
excitado de uma molécula organica ou inorganica, conhecida como sensitizador,
para o oxigénio molecular no estado eletronico fundamental triplete (*0,). Este
mecanismo é conhecido como oxidagao tipo Il. Outro mecanismo conhecido como
tipo | consiste na formagdo de radicais livres, através da desativacdo do
sensitizador no estado triplete excitado pela associacao direta com outra molécula.
Em sistemas bioldgicos, moléculas como clorofilas, riboflavina, mioglobina,
hemoglobina e porfirinas absorvem luz na regido do visivel e atuam como
sensitizadores para producdo de 02(1Ag) e radicais livres. Alguns corantes
artificiais como o azul de metileno e a rosa de bengala possuem a mesma
capacidade de atuar como sensitizadores.

Na presenca de um antioxidante, o oxigénio singlete gerado pode ser
desativado via processo quimico, com formacado de produtos de oxidacdo, ou

mediante um processo fisico de desativacdo com liberacdo de energia na forma



de calor. Os carotendides sdo conhecidos como excelentes desativadores de
02(1Ag), pois o processo fisico & predominante (Mascio et al., 1989).

Os carotendides também atuam como potentes desativadores de
radicais livres. Os testes para medir a atividade anti-radical livre podem ser
divididos em dois grupos: métodos diretos que avaliam a peroxidacao lipidica no
qual se usa um substrato (lipidio, lipoproteina) e mede-se o grau de inibicdo da
oxidacao e, os métodos indiretos que medem a habilidade de aprisionar ou
desativar radicais livres.

Os procedimentos indiretos empregados na avaliacdo da capacidade
anti-radical livre de compostos puros e de extratos complexos estdo baseados na
medida do consumo de radicais livres estaveis quando é adicionado um agente
antioxidante a solucdo. Assim, o decréscimo da concentragdo do radical livre esta
relacionado com a habilidade do composto adicionado de capturar radicais livres
(Prior et al., 2005; Roginsky & Lissi, 2005).

O radical ABTS™ vem sendo muito utilizado na andlise indireta da
atividade anti-radical livre por apresentar algumas vantagens como rapidez,
estabilidade e facilidade de manuseio (Prior et al., 2005; Roginsky & Lissi, 2005).
Por outro lado, os métodos indiretos apresentam desvantagens, pois o valor da
capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) caracteriza apenas a
capacidade da amostra avaliada em reagir com o radical ABTS" ao invés de inibir
0 processo oxidativo. Além disso, o radical ABTS" possui baixa seletividade na

reacao com doadores de atomos de hidrogénio (Roginsky & Lissi, 2005).

2.3 Microrganismos produtores de carotenodides

Os carotendides podem ser produzidos por microrganismos
fotossintetizantes, como microalgas azuis e verdes e por microrganismos nao
fotossintetizantes como bactérias, fungos e leveduras (Johnson & Schroeder,
1995).

Apesar da grande diversidade de organismos capazes de sintetizar
carotendides, poucos sao utilizados no desenvolvimento de processos
biotecnoldégicos para producdo de carotendides, pois nem todos sao



economicamente vidveis. Os carotendides sdo sintetizados intracelularmente,
sendo necessario o isolamento da biomassa celular para extragdo dos pigmentos
por solventes organicos. A rigidez da parede celular de alguns microrganismos
limita a extracdo dos carotendides, portanto é necessario o uso de métodos
abrasivos (Squina & Mercadante, 2003), quimicos (Sedmak et al. 1990) ou
enzimaticos (Johnson et al., 1978) para romper a parede celular e recuperar 0s
pigmentos, entretanto esses métodos aumentam os custos de produgado. Porém, o
uso da biologia molecular esta sendo bastante utilizado com o objetivo de obter
microrganismos que produzam carotenoides extracelularmente.

Dentre os carotendides sintetizados por microrganismos pode-se
destacar a produgao de B-caroteno pelo fungo Blakeslea trispora (Feofilova, 1994)
e pelas microalgas verdes dos géneros Dunaliella (Borowitzka & Borowitzka,
1989); a producdo de astaxantina pela microalga de agua doce Haematococcus
sp. (Johnson & An, 1991) e pela levedura Phaffia rhodozyma (Yamane et al.,
1997; Parajé et al., 1998) (Tabela 2). Os carotendides B-caroteno e astaxantina
produzidos por Dunaliella salina e por Haematococcus pluvialis, respectivamente,
estdo sendo comercializados ha alguns anos (Garcia-Gonzalez et al., 2005).

A espécie Dunaliella salina é uma importante fonte de B-caroteno. O
cultivo comercial é realizado de maneira eficiente em tanques abertos, em regides
onde a elevada incidéncia luminosa e a alta salinidade geram um estresse nas
células (desequilibrio osmético), as quais respondem com a sintese de B-caroteno
e glicerol (Borowitza & Borowitza, 1988). Os carotenodides produzidos por
Dunaliella salina atuam como protetor solar para o DNA celular e para a clorofila.
Provavelmente a alta produgéao de pB-caroteno seja uma maneira de diminuir a alta
quantidade de carbono assimilada durante a fotossintese (Borowitza & Borowitza,
1989). A india possui a maior indUstria produtora dessa microalga e o B-caroteno
produzido é destinado ao uso farmacéutico. Outras grandes industrias produtoras
estdo localizadas na Australia, Estados Unidos, China, Mongdlia e Japao;
pequenas plantas também sao encontradas no México, Chile, Cuba, Ird e Taiwan
(Dufossé et al., 2005).



Tabela 2. Microrganismos com potencial para producao biotecnoldgica de carotendides.

Microrganismos

Carotenoides

Referéncias

Bactérias

Halobacterium salinarium
Halococcus morrhuae
Haloferax volcanii

Micrococcus roseus

Themus thermophilis

Rhodothermus marinus

Agrobacterium aurantiacum
Mycobacterium brevicaie

Fungos

Xanthophyllomyces dendrorhous
Phaffia rhodozyma

Blakeslea trispora

Rhodotorula glutinis, R. rubra

Flavobacterium sp.

Algas

Dunaliella salina
Haematococcus pluvialis
Chlorela pyrenoidosa

Cianobacterias

Anabaena variabilis
Aphanizomenon flos-aquae
Nostoc commune

bacterioruberina e derivados de
bacterioruberina

termozeaxantina,
termocriptoxantina

termozeaxantina

astaxantina
astaxantina

astaxantina

astaxantina e B-caroteno
B-caroteno e licopeno
torularodina, tolureno, y-
caroteno, -caroteno

zeaxantina

B-caroteno
astaxantina

luteina

cantaxantina

Kelly et al. (1970)
Kushwaha et al. (1974)
Ronnekleiv & Liaaen-Jensen
(1995)

Chattopadhyay et al. (1997)
Hara et al. (2008);
Yokoyama et al. (1996)
Lutnaes et al. (2004)

Yokoyama et al. (1994)
Johnson & Schroeder (1995)

Hu et al. (2006)

Liu et al. (2006); Paraj6 et al. 1998)

Feofilova (1994)
Squina et al. (2002)

Dufossé (2006)

Dufossé et al. (2005)
Orosa et al. (2005)
Johnson & Schroeder (1995)

Johnson & Schroeder (1995)

A espécie Haematococcus pluvialis € conhecida pela habilidade de
acumular astaxantina, a qual é aplicada na industria farmacéutica, nutracéutica e
nutricio animal. Porém o maior mercado para a astaxantina tem sido a
aquicultura, onde € adicionada na racao para peixes, moluscos e crustaceos

(camarao) para conferir cor avermelhada (Lorenz & Cysewski, 2000). Os Estados
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Unidos, Japdo e india sdo os maiores produtores de astaxantina em escala
comercial (Dufossé et al., 2005).

A producao industrial de astaxantina possui menos vantagens que o
processo de producdo biotecnologica de [B-caroteno. A alga Haematococcus
pluvialis habita lagos de agua doce, sendo um fator que aumenta a possibilidade
de contaminacao por outras espécies de algas. Portanto, o cultivo desta alga deve
ocorrer em ambientes fechados, possibilitando um maior controle das condi¢des
de cultivo e de contaminacgoes.

A espécie de levedura Blakeslea trispora € uma fonte industrial de B-
caroteno e mais recentemente de licopeno. A producao industrial em larga escala
de licopeno esta nos estagios iniciais (Mantzouridou & Tsimidou, 2008).

2.4 Microrganismos haléfilos

Organismos que vivem em ambientes extremos sdo denominados
extremofilos, tanto extremos fisicos (temperatura, radiacdo ou pressao) como
geoquimicos (dissecacgao, salinizacéo, pH, potencial de redugédo ou oxidagéao) sao
incluidos em ambientes extremos. Além disso, 0s organismos que se
desenvolvem em extremo nutricional e alta densidade populacional também sao
considerados extremofilos. Os microrganismos haléfilos sdo extremofilos, pois
necessitam de alta concentracdo de sais, adaptam-se a ambientes extremos e
podem contribuir para a descoberta de novos produtos biotecnol6gicos (Rothschild
& Mancinelli, 2001).

A adaptagdo dos microrganismos haldfilos as condigcbes ambientais
extremas obrigou-os a desenvolver componentes celulares e estratégias
bioquimicas para a sua sobrevivéncia. Deste modo, todos 0s microrganismos
haléfilos possuem um potente mecanismo de transporte baseado na expulsao de
ions sédio (Na*) do interior da célula (Oren, 1999).

Diferentes estratégias sao utilizadas por diferentes grupos de
microrganismos halofilos para obter alta pressdo osmaotica no citoplasma e manter
baixa a concentracdo de Na'. As bactérias haléfilas pertencentes a familia
HALOBACTERIACEAE acumulam altas concentracdes de KCI para balancear as
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altas concentragcdes de Na' circundante no meio, ja outros organismos haléfilos
acumulam solutos organicos, como por exemplo glicerol, que contribuem para a
estabilizacdo osmoética das células (Oren, 2002).

Alguns microrganismos haléfilos produzem carotendides, como
metabdlico secundario, com a funcdo de proteger o DNA celular contra a alta
incidéncia de luz. Além disso, a proteina bacteriorrodopsina, produzida por alguns
organismos pertencentes a familia HALOBACTERIACEAE, esta localizada na
membrana celular e ao ser estimulada pela luz funciona como uma bomba de
prétons formando ATP, através da isomerizacdo cis-trans do croméforo retinol,
convertendo energia luminosa em energia quimica, podendo apresentar, portanto,
algumas aplicagdes biotecnoldgicas, como por exemplo, a construcdo de
elementos bioeletrénicos para memdria de computadores (El-Sayed et al., 2002;
Oren, 2002).

As espécies Halococcus morrhuae e Halobacterium salinarium sao
bactérias haléfilas extremas, pertencentes a familia HALOBACTERIACEAE
(Skerman et al.,, 1980; Grant & Larsen, 1989). O género Halococcus apresenta
células em forma de cocos, Gram negativas, ndo esporuladas, aerdbias estritas e
possuem parede celular com alta rigidez, conferindo protecdo contra lise celular
em solucdes hipotbnicas (Rodriguez-Valera et al., 1982; Larsen & Grant, 1989). O
género Halobacterium possui espécies com células em forma de bastonete, Gram
negativas, algumas se movem por flagelos e sdo aerdbias estritas, mas outras
espécies podem ser anaerobias facultativas ao crescer em meio contendo ou nao
nitrato. Neste género ocorre lise celular em solucdes hipotdnicas. As espécies
Hcc. morrhuae e Hbt. salinarium possuem colbénias vermelhas ou laranja-
avermelhadas e sédo catalase e oxidase positivas (Bergey’s et al., 1984; Larsen &
Grant, 1989).

A espécie Halobacterium salinarium apresenta 6timo crescimento nas
concentracdes de 3,5-4,5 M NaCl e nenhum crescimento abaixo de 3 M NaCl.
Além deste sal, esta bactéria necessita de 0,005-0,05 M de Mg?* e apresenta
crescimento na faixa de temperatura de 20-55 °C e entre valores de pH 5,5 € 8,5
(Larsen & Grant, 1989). A temperatura 6tima de crescimento para a espécie
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Halococcus morrhuae é de 30-37 °C e o pH 6timo é 7,2 (Larsen & Grant, 1989).
Wang et al. (2007) utilizaram meio de cultura com 20% NaCl, pH 7,0 e
temperatura de 37 T para crescimento da espécie Halococcus morrhuae.

As espécies Halococcus morrhuae e Halobacterium salinarium habitam
lagos salinos ou areas com alta concentracdo de sal, sdo resistentes a
desidratacdo, dessecacao e suportam o estresse osmético, pois acumulam ions e
compostos organicos de baixo peso molecular no citoplasma, protegendo contra a
desidratacédo e dessecacao citoplasmatica (Brown, 1976; Yancey et al., 1982).

2.5 Carotendides de microrganismos haloéfilos

A bactéria Halobacterium salinarium produz carotendides de cadeia
longa com 50 carbonos, tais como, all-trans-bacterioruberina,
monoanidrobacterioruberina, bisanidrobacterioruberina, trisanidrobacterioruberina
e tetraanidrobacterioruberina (Kelly et al., 1970; Kushwaha et al., 1974; Ronnekleiv
& Liaaen-Jensen, 1995). Além desses carotendides, a bactéria Haloferax volcanii
produz isdbmeros de all-trans-bacterioruberina (57% do total de carotendides), tais
como 5-cis-bacterioruberina  (19%), 9-cis-bacterioruberina (11%), 13-cis-
bacterioruberina  (10%), 5-cis,9’-cis-bacterioruberina  (3%) e 9-cis,9'-cis-
bacterioruberina (Ronnekleiv & Liaaen-densen, 1992). As estruturas dos
carotendides estdo apresentadas nas Figuras 3 e 4.

Ronnekleiv & Liaaen-densen (1995) e Ronnekleiv et al. (1995)
verificaram que a Haloferax volcanii contém 0,04% de carotendide por massa
seca, 0s quais também consistem em carotendides de cadeia longa com 50
carbonos, tais como, bacterioruberina (82% do total de carotendides),
monoanidrobacterioruberina  (7%), bisanidrobacterioruberina (3%) e 3',4-
diidromonoanidrobacterioruberina (2%), além de carotendides com cadeia menor,
como 1% de 2-isopentenil-3,4-deidrorodopina (C4s) e 0,3% de licopeno (Cap). As
estruturas quimicas destes carotendides estdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica dos carotendides detectados em Halobacterium

salinarium e Haloferax volcanii.



Figura 4. Estruturas dos isdbmeros geométricos cis da bacterioruberina.

Kelly et al. (1970) estudaram algumas linhagens de Halobacterium
salinarium e observaram mais de 1% de carotendides totais por massa seca, com
predominancia de carotendides de cadeia longa com 50 carbonos, tais como
bisanidrobacterioruberina (2%), monoanidrobacterioruberina (10%) e
bacterioruberina (85%).

A biossintese do carotendide bacterioruberina e de seus derivados,
proposta por Sumper et al. (1976) e Pfander (1994), ocorre a partir do licopeno,

conforme a Figura 5.
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Figura 5. Biossintese do carotendide bacterioruberina e de seus derivados

isolados de Halobacterium salinarium.

A bacterioruberina apresenta 13 ligagdes duplas conjugadas, sendo o
carotendide majoritario em algumas espécies de bactérias haléfilas. Saito et al.
(1997) observaram que a bacterioruberina possui maior habilidade de sequestrar o
radical hidroxila que o B-caroteno, pois apresenta maior numero de ligacdes
duplas conjugadas que o B-caroteno. Shahmohammadi et al. (1998) e Asgarani et

al. (1999) verificaram que bacterioruberina e alta concentragdo de KCI intracelular
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protegem as células de Halobacterium salinarium contra os efeitos letais dos
agentes oxidativos ao DNA.

Bacterioruberinas, além de B-caroteno, foram também encontradas em
bactérias extremamente halofilicas, isoladas a partir de solo salino no Egito (Asker
& Ohta, 1999; Asker et al., 2002). Aparentemente, as bacterioruberinas estdo
envolvidas na protecao tanto de bactérias extremamente halé6filas como as que
crescem em baixas concentracées de sal contra os efeitos da luz solar, através da
estabilizacdo das membranas celulares (D'Souza et al., 1997; Shahmohammadi et
al., 1998; Asker et al., 2002). A importancia desses carotendides na estabilizacéo
da membrana foi comprovada com o aumento na sintese de bacterioruberina
quando Haloferax mediterraneii foi submetida ao crescimento em concentracoes
mais baixas de sais (D Souza et al., 1997).

Estes mesmos carotendides de cadeia longa também foram acumulados
em microrganismos psicotréficos, capazes de sobreviver a baixas temperaturas e
altas incidéncias de luz UV, como o Micrococcus roseus e Arthrobacter agilis,
isolados na Antartica (Chattopadhyay et al., 1997; Frong et al., 2001).

2.6 Fatores que exercem influéncia na producao biotecnoldgica de
carotendides
Fatores nutricionais e fisicos, tais como natureza e concentragdo das
fontes de carbono e de nitrogénio, minerais, pH, aeracdo, temperatura e luz
possuem uma forte influéncia no crescimento celular, composicao e producao de
carotendides por microrganismos (Britton, 1998). Sendo assim, os microrganismos
acumulam varios tipos de carotendides como resposta ao estresse causado pela
variacao desses fatores (Bhosale, 2004). A producao e o acumulo de carotendides
sdo positivamente afetados pela irradiacdo de luz branca em algas, fungos e
bactérias. Porém, a intensidade e a forma de iluminagdo variam de acordo com
cada microrganismo. A teoria da foto inducdo pode ser descrita sob dois aspectos:
no primeiro o efeito da luz sobre o crescimento do microrganismo exerce papel

fundamental, como estimulante da producéo; o segundo aspecto considera que o
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acumulo de carotendides na célula esta associado com o aumento da atividade
das enzimas envolvidas na biossintese de carotendides (Bhosale, 2004).

Melhorar a eficiéncia da biossintese de carotendides significa aumentar
a producado. Juntamente com as condicdes de cultivo, a biossintese de
carotendides é conduzida pelo nivel e atividade das enzimas biossintéticas e o
fluxo total de carbono do sistema sintetizante. Assim, uma alta produgéo pode ser
alcangada alterando-se o nivel e a atividade destas enzimas ou a via biossintética,
pela utilizagdo da abordagem molecular (Bhosale, 2004).

As melhores condicbes e composicdao do meio de cultivo devem ser
determinadas para cada microrganismo individualmente (Britton, 1998). Além
disso, deve-se considerar também os custos de producdo nos processos
fermentativos em grande escala. E interessante a utilizacdo de residuos ou
subprodutos industriais como meio de cultivo, ja que os componentes dos meios
de cultura podem representar de 38 a 73% do custo total de producao (Villen,
2001).

A maioria dos estudos sobre as variaveis que influenciam no
crescimento celular e na producdo de carotenodides foi realizada com fungos
filamentosos, leveduras e microalgas (Bhosale, 2004), principalmente relacionada
com a producao de astaxantina por Haematococcus pluvialis (Johnson & An,
1991; Orosa et al., 2005) e Phaffia rhodozima (Fontana et al., 1997; Paraj6 et al.,
1998), e com a producdo de P-caroteno por Dunaliella sp. (Vandamme, 1992;
Orset & Young, 1999) e Blakeslea trispora (Feofilova, 1994).

Borowitzka et al. (1990) estudaram o efeito de diferentes concentracdes
de NaCl no acumulo de carotendides por Dunaliella salina e observaram um
aumento no total de carotendides, principalmente de p-caroteno. Nas
concentracdes de 10 e 20% de NaCl a porcentagem de luteina, em relacéo ao
total de carotendides, diminuiu e a de zeaxantina aumentou.

Squina et al. (2002) avaliaram a producao de carotendides por duas
linhagens de Rhodotorula, utilizando caldo de cana-de-agUcar como fonte de
carbono, uma matéria-prima abundante e de baixo custo no Brasil, verificando a

influéncia da auséncia ou presenca de peptona e da auséncia ou suplementacao
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com solugdes de sais inorganicos no meio de cultura, através de um planejamento
experimental fatorial fracionado.

Em relacdo aos carotendides produzidos por bactérias extremamente
halofilas, Asker & Ohta (1999) observaram que o aumento da concentragdo de
oxigénio dissolvido e a adicdo de elementos tracos (FeCl,, CaCl,.7H20,
MnSO..H,O, ZnSO4, CuSO4) a0 meio de cultivo favoreceu a producdo destes
pigmentos. Além disso, a maior producédo de carotendides e de biomassa ocorreu
na temperatura de 37 C, pH 7,2, 25% NaCl, 0,2% KCI e 4% MgSO.,.

Larsen & Grant (1989) reportaram que Halobacterium salinarium pode
crescer em condicdes anaerdbias na presenca de luz, € no escuro na presenca de
arginina. Oren & Litchfield (1999) verificaram que apenas as linhagens de
Halobacterium salinarium apresentaram crescimento nessas condigdes de cultivo,
dentre as 18 linhagens de bactérias estudadas.

O efeito da luz sobre o crescimento e a producao de carotendides por
Halobacterium salinarium foi investigado por El-Sayed et al. (2002), demonstrando
que a presenca de luz foi essencial na biossintese do carotendide majoritario
bacterioruberina, contribuindo para um aumento de 80% do total de carotendides.
Goodwin et al. (2006) também estudaram o crescimento e a producdo de
carotendides por microcolénias da linhagem Halobacterium salinarium, sendo
submetidas a luz fluorescente e luz solar durante o dia e auséncia de luz durante a
noite, temperatura de 45 T por 7 dias de cultivo e, observaram que na auséncia
de luz as colbnias cresceram mais lentamente.

Recentemente, Manikandan et al. (2009) estudaram a otimizacdo do
meio de cultivo de Halobacterium salinarum através da metodologia de superficie
de resposta e observaram que a maxima concentragao celular foi obtida com o
meio de cultivo contendo 6,35 g/L de KCI, 9,70 g/L de MgSQO,, 13,38 g/L de
gelatina e 12 g/L de amido soluvel. A concentragédo de NaCl utilizada foi de 20%,
temperatura de 50 T e pH 7,2.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material biolégico

As linhagens Halobacterium salinarium (ATCC 33171) e Halococcus
morrhuae (ATCC 17082) foram doadas pelo Laboratério de Materiais de
Referéncia do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da Fundacéao
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

As culturas liofilizadas foram reativadas em meio liquido Halobacterium
(Tabela 3), a 37 € por 7 dias. Em seguida, os microrganismos f oram isolados por
esgotamento em placas Petri contendo meio Halobacterium, seguido de coloracao
de Gram para verificar a pureza. As culturas foram estocadas em duplicata e

armazenadas a -70 T com glicerol, em freezer.

3.2 Meio de cultura e cultivo dos microrganismos
O meio de -cultura Halobacterium (Tabela 3) foi preparado,
homogeneizado por agitacdo em placa agitadora com auxilio de magneto, pH
ajustado para 7,4 e esterilizado em autoclave a 120 C, por 20 minutos a 1 atm.
O crescimento das linhagens Halobacterium salinarium e Halococcus
morrhuae foi realizado em meio Halobacterium, temperatura de 37 C, em shaker
sob agitacao de 200 rpm (Moore & Mccarthyl, 1969; Torreblanca et al., 1986).

Tabela 3. Composicdao do meio Halobacterium.

Meio Halobacterium Quantidade (g)
Acidos Casaminicos 7,5
Extrato de levedura 10,0
Nas-citrato 3,0
KClI 2,0
MgSQO, . 7H,0O 20,0
FeSO, . 7H,O 0,05
MnSQ, . H,O 0,2
NaCl 250,0
Agar (para meio sélido) 20,0
Agua destilada 1000 mL
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O cultivo das bactérias foi realizado em trés fases sucessivas. Na
primeira fase, o microrganismo foi transferido para placa Petri contendo meio
Halobacterium e incubado a 37 <€ durante 7 dias.

Na segunda fase, a de pré-inéculo, foram transferidas duas alcadas de
cultura da placa Petri para um Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio
Halobacterium, seguido de incubacdo a 37 € em shaker, sob agitacao de 200
rpm por 7 dias até atingir uma populacdo de 10° células por mL. Na terceira fase
realizou-se o preparo do inéculo em Erlenmeyers de 1000 mL contendo 400 mL de
meio Halobacterium e 10% (v/v) de pré-inéculo, seguido de incubagéo a 37 °C em

shaker a 200 rpm durante 7 dias.

3.3. Determinacao de biomassa seca
Ap6s o crescimento bacteriano nas condigbes descritas acima, a
suspensao foi centrifugada a 23900 x g por 10 min a 10 € em centrifuga
refrigerada (Sorval Instruments RC5C — Dupont®) e o sobrenadante descartado. A
massa celular foi lavada com &agua salina, seguido de centrifugacdo. O pellet
obtido foi congelado em placas a —35 T para poster ior liofilizacdo e pesagem para
quantificar a quantidade de biomassa seca produzida por litro de meio de cultura.

3.4 Determinacao de carotendides
3.4.1 Extracao de carotendides
A extracdo dos carotendides a partir da massa celular liofilizada dos
microrganismos foi realizada segundo adaptagdo do método abrasivo utilizado por
Squina & Mercadante (2003).
As bactérias liofilizadas (300 mg) foram maceradas sucessivas vezes
em almofariz com auxilio de um pistilo e esferas de vidro com didmetro de 150-
212 um para rompimento da parede celular. Os carotendides foram extraidos com
acetato de etila, e os extratos de carotendides foram centrifugados a 1100 x g por
5 min para separacao da biomassa e do extrato de carotendides em acetato de
etila e secos em N.. Este procedimento foi repetido algumas vezes até a extragao
exaustiva dos carotendides em acetato de etila. A seguir, os carotendides foram
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extraidos exaustivamente com metanol até que o solvente e as células
permanecessem sem coloragdo. Posteriormente, os extratos de carotendides
foram combinados, filtrados em membrana de polietileno (Millipore) com poro de
0,22 um, secos sob N, e mantidos em freezer a -35 T sob atmosfera de

nitrogénio.

3.4.2 Quantificacao de carotendides totais
A absorbancia dos carotendides solubilizados em metanol foi medida
em espectrofotdbmetro de arranjo de diodos (Agilent modelo 8453, Palo Alto, EUA)
na faixa de 220 a 750 nm. A concentragao total de carotendides foi calculada
através do valor obtido da absorbancia a 486 nm. O coeficiente de absortividade
utilizado foi 2660, referente ao carotendide majoritario bacterioruberina em
metanol (Britton, 1995).

3.4.3 Separacao e identificacao de carotendéides por HPLC-PDA-MS/MS
Os carotendides foram analisados em um equipamento de
cromatografia liquido de alta eficiéncia (HPLC) constituido de um sistema de
bombeamento binario LC-20AD (Shimadzu), com sistema de inje¢cao “Rheodyne”
de 20 uL, detectores de arranjo de diodo (PDA) (modelo SPD-M20A, Shimadzu) e
de massas (MS/MS) (modelo Esquire 4000, da Bruker Daltonik, Bremem,
Alemanha). Os parametros utilizados no espectrobmetro de massas foram:
interface "atmospheric pressure chemical ionization" (APCI), operando no modo de
ionizagao positivo; corrente na corona: 4000 nA; temperatura da fonte de 450 C;
gas de secagem utilizado foi N2 a temperatura de 350 T e fluxo de 5 L/min;
nebulizador a 60 psi e energia de fragmentacdo MS/MS de 1,4 V (De Rosso &
Mercadante, 2007 a). Os espectros de massas foram adquiridos numa faixa de
m/z de 100 a 1200, os espectros UV-visivel obtidos entre 220 e 700 nm e os
cromatogramas processados a 490 nm.
Os carotendides foram separados em coluna de fase reversa C3p YMC
(5 um, 250 x 4,6 mm id) (Waters, Wilmington, EUA), utilizando como fase moével
um gradiente linear de MEOH (metanol)/TBME (éter metil tert-butilico) de 95:5
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para 70:30 em 30 min, para 50:50 em 20 min, mantendo 50:50 por 10 min, para
40:60 em 2 min, mantendo esta propor¢ao por 10 min, com fluxo de 0,9 mL/min e
temperatura da coluna mantida a 32 °C. Entre as corridas, a coluna foi
recondicionada em 95:5 por 15 min.

A identificacdo dos carotendides foi baseada na ordem de eluigcdo dos
compostos em coluna Cgp, nas caracteristicas dos espectros UV-visivel
(comprimento de onda maximo (Amax), grau de estrutura fina (%lll/1l) e intensidade
do pico cis (%As/A))) comparados com dados disponiveis na literatura (Britton,
1995) e dos espectros de massas (ion molecular e fragmentos de massas) (Back
& Enzell, 1995; Kelly et al., 1970; Ronnekleiv & Liaaen-densen, 1995; Britton et al.,
2004; De Rosso & Mercadante, 2007 a, b).

3.5. Determinacao da atividade antioxidante
3.5.1 Atividade anti-radical livre

O radical ABTS"" foi formado a partir da reacdo da solucdo aquosa de
ABTS (7 mM) com a solucdo de persulfato de potassio (2,45 mM). As duas
solucdes foram misturadas e mantidas em repouso no escuro a temperatura
ambiente por 12 a 16 horas, segundo o método de Re et al. (1999). Apéds este
periodo, esta solucdo foi diluida em etanol até absorbéancia de 0,7 (x 0,02), medida
a 734 nm. Os extratos de carotendides foram diluidos em 1 mL de etanol:metanol
(1:1) e diluido novamente em diferentes concentragbes de carotendides. Em 1,8
mL da solugédo etandlica ABTS"* foram adicionados 200 uL dos extratos diluidos
ou de etanol: metanol (1:1) (controle) ou da solucédo padrdo de Trolox em etanol,
seguido de agitacdo. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro a
734 nm apds 1 minuto e 10 minutos, porém para acompanhar a cinética de reagao
foram realizadas leituras a cada 5 segundos. A quantificacdo da atividade anti-
radical foi realizada a partir de uma curva-padrao de Trolox (0,001-1,5 mM) e os
resultados foram expressos em TEAC (capacidade antioxidante equivalente de

Trolox).
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3.5.2 Atividade desativadora de O,('A,)

Para a determinacdo do efeito protetor dos extratos de carotendides
sobre o 02(1Ag), as reacoes foram realizadas utilizando etanol: acetato de etila
(1:1) como solvente, solucdo de 1 g/L de dimetil antraceno (DMA) como
actinbmetro e solucdo de azul de metileno (13 uM) como sensitizador, sob
agitacao moderada, atmosfera de ar e temperatura controlada a 20 = 1 °C. A uma
cubeta de 1,5 mL foi adicionado 880 uL de azul de metileno, 20 uL DMA e 100 uL
amostra ou etanol: acetato de etila. O sistema foi iluminado com uma lampada de
filamento 150 W acoplada a um conjunto de filtros laranja e vermelho, permitindo a
passagem de luz somente em comprimento de onda maior que 570 nm, excitando
somente o sensitizador. O sistema foi monitorado atravées da medida de
absorbancia da solugdo em um sistema integrado com um espectrofotometro de
arranjo de diodos (Agilent) na faixa de 150 a 650 nm (De Rosso, 2006;
Montenegro et al., 2004).

O efeito protetor que os extratos de carotendides ofereceram ao
actindbmetro DMA foi calculado através da curva com ajuste de primeira ordem,

Equacao 1.
DMA __ kDMA+CAR
% protecdo = —2 p o x100 (1)

obs

onde k- "™ é constante de velocidade de degradagdo do DMA e k., “'* ¢ a
constante de velocidade de degradacdo do DMA na presengca do extrato de

carotenodides.

3.6 Planejamento fatorial para cultivo da Halococcus morrhuae
Em ensaios preliminares, segundo os itens 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5, a
linhagem Halococcus morrhuae apresentou maior producdo de biomassa,
carotenodides totais e maior atividade antioxidante, portanto esta linhagem foi
escolhida para avaliar a influéncia de alguns efeitos no crescimento, producao de
carotendides e atividade antioxidante, através de um planejamento fatorial
completo.
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3.6.1 Presenca/auséncia da luz no crescimento celular e na producao
de carotendides

Este teste foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia da luz
sobre o0 crescimento e a producdo de carotendides da linhagem Halococcus
morrhuae, pois segundo El-Sayed et al. (2002) e Bhosale (2004) a luz é uma
variavel determinante na producédo de biomassa e de carotendides para bactérias
haldfilas.

As condicdes de cultivo foram as mesmas descritas no item 3.2. Porém,
na terceira fase de cultivo um dos Erlenmeyers foi iluminado com lampada
fluorescente com intensidade luminosa total de 295 lux (Philips-LAmpada Flaor,
F24/T12/CW- HO Coolwrite 24T12) e o outro foi protegido com papel aluminio,
sendo ambos incubados a 37 °C em shaker a 200 rpm durante 7 dias. A massa
celular obtida foi removida por centrifugacédo, lavada em solucdo salina (NaCl
25%), centrifugada e, posteriormente realizou-se a pesagem da massa celular
umida e apés liofilizacdo da mesma.

A biomassa seca foi pesada e cerca de 300 mg desta biomassa foi
utilizada na extracdo dos carotendides, conforme descrito no item 3.4.1 Em
seguida foi realizada a leitura de carotendides totais em espectrofotometro UV-
visivel (item 3.4.2).

Com base nos dados obtidos pode-se comprovar que a luz aumentou o
acumulo de carotendides nesta linhagem estudada. Portanto, a luz nao foi
utilizada no planejamento fatorial completo como uma variavel, ou seja, todos os

experimentos foram realizados com luz.

3.6.2 Cinética de crescimento nas fases de pré-inéculo e inéculo
A cinética de crescimento foi realizada para avaliar a possibilidade de
reduzir o tempo de cultivo e obter alto crescimento celular e alta producao de
carotendides.
A cultura selecionada foi transferida para uma placa Petri contendo
meio Halobacterium e incubada a 37 € durante 7 dias. Em seguida foram
transferidas duas algcadas da cultura para 4 Erlenmeyers de 500 mL contendo 100
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mL de meio Halobacterium cada, os quais foram incubados em shaker a 37 °C e
200 rpm. A partir do quarto dia de cultivo, um Erlenmeyer foi retirado por dia e a
biomassa proveniente foi removida por centrifugagcdo, lavada em solucédo salina
(NaCl 25%), centrifugada novamente e posteriormente a massa celular imida foi
pesada, congelada a -35 T e liofilizada. Este proc edimento foi realizado até o
sétimo dia de cultivo.

A partir dos resultados obtidos pode-se observar um maior crescimento
celular e maior producdo de carotendides no sétimo dia de cultivo, portanto o
planejamento foi realizado com incubacéo da bactéria durante 7 dias de cultivo.

3.6.3 Variaveis do planejamento fatorial

O planejamento fatorial foi realizado para avaliar o efeito da composicao
do meio de cultura e da temperatura de cultivo sobre o crescimento celular (g
massa celular seca/L de meio de cultura), a producdao de carotenoides (ug/g
massa celular seca) e atividade desativadora de oxigénio singlete (porcentagem
de protecdo) pelo extrato de carotendides da bactéria Halococcus morrhuae. Os
valores dos niveis de cada uma das varidveis estudadas (Tabela 4) foram
estabelecidos através de testes preliminares e de dados da literatura sobre o
cultivo de bactérias extremdfilas (item 2.3).

Foi empregado um delineamento composto central rotacional (DCCR)
2% com pontos axiais e trés pontos centrais totalizando 17 ensaios conduzidos
aleatoriamente (Tabela 5) (Box et al., 1978). As variaveis independentes
estudadas foram: concentracao de NaCl (g/L), pH e temperatura (°C). Os inéculos
foram incubados em shaker iluminado com lampada fluorescente com intensidade
luminosa de 295 lux (Philips - Lampada Fluor: F24/T12/CW- HO Coolwrite 24T12).
As respostas (variaveis dependentes) estudadas foram: crescimento celular (g
massa celular seca/L de meio de cultura), producao de carotendides (ug/g massa

celular seca) e atividade desativadora de oxigénio singlete (% protegao).
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Tabela 4. Variaveis e valores utilizados nos niveis do delineamento composto

central rotacional para cultivo da bactéria haléfila.

Niveis
Ponto axial Nivel Ponto Nivel Ponto axial
Variaveis i . . .
Cédigos Inferior inferior central  superior supetrior
Independentes
(-1,68) (-1) (0) (+1) (+1,68)
NaCl (g/L) X 200 229,76 250 279,76 300
pH Xz 6,0 6,4 7,0 7,6 8,0
Temperatura (°C) X3 30 34,05 40 45,95 50

Temperaturas ajustadas: 34 T e 46 C

Tabela 5. Valores codificados da matriz do delineamento composto central

rotacional 2° com pontos axiais e 3 pontos centrais para cultivo da bactéria

Halococcus morrhuae.

Variaveis Independentes’

Ensaios X, X X;
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0

* Xy =NaCl (g/L), X, = pH; X3 =Temperatura (T)
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3.7 Analise estatistica dos dados

Os dados experimentais obtidos no DCCR foram analisados com auxilio
do médulo “Experimental Design” do programa Statistica 9.0 (STATSOFT, 2009)
para determinar o efeito tanto das variaveis quanto das interacbes entre elas sobre
as respostas em relacdo ao crescimento celular, producdo de carotendides e

capacidade desativadora de 02(1Ag).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Carotendides produzidos pelas bactérias Halococcus morrhuae e

Halobacterium salinarium

Os carotendides foram identificados com base no conjunto de
informacdes provenientes da ordem de eluicdo em coluna Cgp, caracteristicas dos
espectros UV-visivel (Amax, €strutura fina e intensidade do pico cis) e de massas. A
indicagdo do fragmento referente a molécula protonada foi confirmada pelas
fragmentacdes observadas nos espectros MS/MS.

O perfil dos carotendides identificados foi semelhante para as linhagens
Hcc. morrhuae e Hbt salinarium, apresentando como carotenoide majoritario a all-
trans-bacterioruberina (Figuras 6 e 7). Foram também identificados 2
carotendides minoritarios (bisanidrobacterioruberina e trisanidrobacterioruberina),
bem como 3 isbmeros geométricos derivados da all-trans-bacterioruberina (13-cis-
bacterioruberina, 5-cis-bacterioruberina e 5-cis,9’-cis-bacterioruberina), 2 isdbmeros
cis derivados da all-trans-bisanidrobacterioruberina e 1 isébmero cis-
trisanidrobacterioruberina em Hcc. morrhuae e Hbt salinarium. O carotendide all-
trans-trisanidrobacterioruberina foi identificado apenas em Hcc. morrhuae. Foram
também separados 7 picos ndo identificados. A identidade dos picos e algumas
caracteristicas encontram-se na Tabela 6, enquanto que as Figuras 8 a 12
apresentam as estruturas quimicas, os espectros UV-visivel e de massas dos
carotendides identificados.

A partir da via biossintética do carotendide bacterioruberina (Figura 5),
foram identificados  apenas os  carotendides  bacterioruberina e

bisanidrobacterioruberina. Mesmo através da técnica para extracdo de ion do
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cromatograma (EIC), ndo foi possivel encontrar a molécula protonada dos
carotendides isopentenildeidrorodopsina [M+H*] = 620, tetraanidrobacterioruberina
[M+H*] = 668, monoanidrobacterioruberina [M+H"] = 722 e
diidromonoanidrobacterioruberina [M+H"] = 724.
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Figura 6. Cromatograma, processado a 490 nm, obtido por HPLC-PDA-MS/MS,
dos carotendides de Halococcus morrhuae As condicbes cromatogréaficas estao
descritas no item 3.4.3. A identificacdo e a caracterizagdo dos picos estdo
apresentadas na Tabela 6.
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Figura 7. Cromatograma, processado a 490 nm, obtido por HPLC-PDA-MS/MS,
dos carotendides de Halobacterium salinarium. As condi¢cdes cromatograficas

estdo descritas no item 3.4.3. A identificacdo e a caracterizacao dos picos estao
apresentadas na Tabela 6.
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Figura 8. Estrutura quimica, espectros UV-visivel e de massas do carotendide all-trans-

bacterioruberina (pico 11). Solvente: gradiente linear de metanol/ éter metil tert-butilico.
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Figura 10. Estrutura quimica, espectros UV-visivel e de massas do isémero 5-cis,9’-cis-

bacterioruberina (pico 9). Solvente: gradiente linear de metanol/ éter metil tert-butilico.
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all-trans-trisanidrobacterioruberina (pico 14)
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Tabela 6. Caracteristicas dos carotendides, obtidas por HPLC-PDA-MS/MS, produzidos por Halococcus morrhuae e Halobacterium

salinarium.
pico® carotendide tg” (min) Amax. (NM % 11/11 % Ag/Ai [M+H]* (m/2) MS/MS fragmentagao dos ions (m/2)
1 nao identificado 5,1 444-446 0 0 nd® nd
388, 385, 454. 475- 687 [M+H-18], 669[M+H-18-18], 636 [M+H-69], 583 [M+H-18-
2 cis-bisanidrobacterioruberina 12,7 479 ’:';08-5’10 27 31 705 18-106], 549 [M+H-18-69-69], 531 [M+H-58-58-58], 537
’ [M+H-18-58-92], 493 [M+H-106-106], 479 [M+H-18-58-58-92]
3 nao identificado 13,0 368, 476 0 0 nd nd
687 [M+H -18], 669 [M+H-18-18], 577 [M+H-18-18-92], 567
- o ) [M+H-69-69], 509 [M+H-58-69-69], 469 [M+H-18-18-18-18-
4 nao identificado 13,8 430, 458, 482-486 20 0 705 58-106], 453 [M+H-18-18-18-92-106], 425 [M+H-58-58-58-
106], 411[M+H-18-92-92-92]
5  cistrisanidrobacterioruberina 14,8 05900999, 455 940 3134 687 669 [M+H-18], 531 [M+H-18-69-69], 549 [M-+H-69-69]
723% 705 [M+H-18-18], 687 [M+H-18-18-18], 669 [M+H-18-
368. 386. 461. 488 18-18-18], 647 [M+H-18-18-58], 581 [M+H-18-18-18-106], 563
6 13-cis-bacterioruberina 15,8-15,9 ’ 5’20 ’ ’ 33 71-72 741 [M+H-18-18-18-18-106], 511 [M+H-106-106-18]. 495 [M+H-
18-18-18-18-58-58-58], 453 [M+H-18-58-106-106], 425 [M+H-
18-18-58-58-58-106], 371 [M+H-18-18-58-92-92-92]
. " 368, 384, 452, 481-
7 nao identificado 16,6 482, 512-514 11 46 nd nd
8 néo identificado 179 ~ 989980,782.491 ¢ 26-32 nd nd
723 [M+H-18], 705 [M+H-18-18], 687 [M+H-18-18-18], 683
[M+H-58], 672 [M+H-69], 665 [M+H-18-58], 629 [M+H-18-18-
18-58], 611 [M+H-18-18-18-18-58], 595 [M+H-18-18-18-92],
9 5-cis9-cisbacterioruberina 207 /0385 460,485, 4, 20-29 741 591 [M+H-92-58], 567 [M+H-18-18-69-69], 529 [M-+H-106-
518 106], 519 [M+H-18-18-18-18-58-92], 503 [M+H-18-18-18-92],
493 [M+H-18-18-106-106], 477 [M+H-18-18-18-69-69], 456
[M+H-18-69-92-106]
687 [M+H-18], 669 [M+H-18-18], 647 [M+H-58], 599 [M+H-
ianni . . 371, 386, 452, 491, 106], 577 [M+H-18-18-92], 563 [M+H-18-18-106], 387 [M+H-
10 cis-bisanidrobacterioruberina 21,6 519-521 22 43 705 106-106-106]
723 [M+H-18], 705 [M+H-18-18], 687 [M+H-18-18-18], 683
[M+H-58], 665 [M+H-18-58], 629 [M+H-18-18-18-58], 631
11 all-trans-bacterioruberina 225 370, 385, 468, 494, 58 9-11 741 [M+H-18-92], 581 [M+H-18-18-18-106], 563 [M+H-18-18-18-

527

18-106], 545 [M+H-58-69-69], 511 [M+H-18-106-106], 443
[M+H-18-58-58-58-106], 431 [M+H-106-92-58-18-18-18], 369
[M+H-106-92-69-69-18-18]

®Numeragdo de acordo com os cromatogramas das Figuras 6 e 7. "Tempo de retencdo de 3 corridas na coluna Cg. “Gradiente linear de
metanol/TBME. “Fragmentagao na fonte. °No detectado.
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Tabela 6. Continuacao

pico® carotendide tg” (min) Amax. (NM % 11/11 % Ag/Ay [M+H]* (m/2) MS/MS fragmentagao dos ions (m/2)

723% 705 [M+H-18-18], 687 [M+H-18-18-18], 669 [M+H-18-18-
18-18], 665 [M+H-18-58], 647 [M+H-18-18-58], 595 [M+H-92-
18-18-18], 563 [M+H-18-18-18-18-106], 549 [M+H-69-69-18-

12a 5-cis-bacterioruberina 28,2 385, 465, 492, 525  58-64 9-11 741 18-18], 545 [M+H-58-69-69], 511 [M-+H-18-106-106], 497
[M+H-18-18-58-58-92], 447 [M+H-18-92-92-92], 397 [M+H-18-
18-18-92-92-106], 393 [M+H-92-92-92-18-18-18-18]

120 nio identificado 28,7 385, 4695,24;94, 469, 50 143 669 gg?g[zl\]/HH-Sﬂ, 600 [M+H-69], 531 [M+H-69-69], 393 [M+H-92-

13 all-trans- 29 7 385, 456-462, 482, 55-86 20 705 687 [M+H -18], 669 [M+H-18-18], 647 [M+H-58], 563 [M+H-18-

bisanidrobacterioruberina ’ 491-492, 521-522 18-106], 489 [M+H-106-92-18]
all-trans - 669 [M+H-18], 629 [M+H-58], 618 [M+H-69], 563 [M+H-106-
14 trisanidrobacterioruberina 356  387,464,492,523 60 1 687 18], 531 [M+H-69-69-18]
15 36,7 388, 472, 496, 529 60 9 nd nd

nao identificado

®Numeracdo de acordo com os cromatogramas das Figuras 6 e 7. "Tempo de retengdo de 3 corridas na coluna Cs,. °Gradiente linear de
metanol/TBME. “Fragmentagao na fonte. °Nao detectado.
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O pico 11 foi identificado como all-trans-bacterioruberina, pois as
caracteristicas dos espectros UV-visivel e de massas foram semelhantes aos
dados encontrados na literatura (Kelly et al.,1970; Ronnekleiv & Liaaen-Jensen,
1992; Ronnekleiv & Liaaen-densen, 1995). O Aqnax indica um croméforo de 13
ligagdes duplas conjugadas, molécula protonada ([M+H]") a m/z 741 e fragmentos
de massas com perda de quatro grupos hidroxila ([M+H-18-18-18-18]), perda de
fragmentos com 58 u (C4H10) € 69 u (CsH10) provenientes dos grupos terminais, e
com 92 u (tolueno) e 106 u (xileno) da cadeia poliénica.

Os picos 6, 9 e 12 foram identificados como isdmeros geométricos cis
da all-trans-bacterioruberina: 13-cis-bacterioruberina, 5-cis,9’-cis-bacterioruberina
e 5-cis-bacterioruberina, respectivamente, pois apresentaram espectros UV-visivel
com caracteristicas hipsocrébmicas, menor estrutura fina espectral e maior
intensidade no pico cis em comparacao ao isémero trans (Tabela 6). O pico cis do
isbmero 13-cis-bacterioruberina apresentou maior intensidade (%Ag/Ai = 72) que o
pico cis do isdmero 5-cis,9’-bacterioruberina (%Ag/Ai = 29) e 0 pico cis do isbmero
5-cis-bacterioruberina apresentou menor intensidade (%As/A;y = 11) que os
isbmeros 13-cis-bacterioruberina e 5-cis,9’-bacterioruberina. Como esperado,
todos esses isomeros apresentaram molécula protonada ([M+H]") a m/z 741 e
fragmentos de massas com perda de quatro grupos hidroxila ((M+H-18-18-18-18]),
perda de fragmentos com 58 u (C4H10), 69 u (CsH1p), 92 u (tolueno) e 106 u
(xileno), os dois ultimos provenientes da cadeia poliénica. Todos esses dados
foram semelhantes aos encontrados na literatura (Ronnekleiv & Liaaen-Jensen,
1992).

O pico 13 foi identificado como all-trans-bisanidrobacterioruberina, pois
as caracteristicas do espectro UV-visivel e de massas foram semelhantes aos
dados encontrados na literatura (Kelly et al.,1970; Ronnekleiv & Liaaen-Jensen,
1992; Ronnekleiv & Liaaen-densen, 1995). O Anax indica um croméforo de 13
ligacdes duplas conjugadas, molécula protonada ([M+H]") a m/z 705 e fragmentos
de massas com perda de dois grupos hidroxila ([M+H-18-18]), perda de
fragmentos com 58 u (C4H10), 92 u (tolueno) e 106 u (xileno).
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Os picos 2 e 10 foram identificados como isdmeros geométricos cis da
bisanidrobacterioruberina, pois apresentaram espectros UV-visivel com
caracteristicas hipsocrdmicas, menor estrutura fina espectral e maior intensidade
no pico cis em comparacdo com o isdbmero trans (Tabela 6). Como esperado,
todos esses isdbmeros apresentaram molécula protonada ([M+H]") a m/z 705 e
fragmentos de massas com perda de dois grupos hidroxila ([M+H-18-18]), perda
de fragmentos com 58 u (C4H1p), 92 u (tolueno) e 106 u (xileno).

O pico 14 foi identificado como all-trans-trisanidrobacterioruberina, pois
as caracteristicas do espectro UV-visivel e de massas foram semelhantes aos
dados relatados na literatura (Kelly et al.,1970; Ronnekleiv & Liaaen-Jensen, 1995;
Britton et al., 2004). O Anax indica um croméforo de 14 ligagdes duplas conjugadas,
molécula protonada ([M+H]") a m/z 687 e fragmentos de massas com perda de um
grupo hidroxila ((M+H-18]), e perdas de fragmentos com 58 u (C4H10), 69 u (CsH1o)
e 106 u (xileno).

O pico 5 foi identificado como um isébmero geométrico cis da
trisanidrobacterioruberina, pois apresentou espectro UV-visivel com caracteristicas
hipsocrémicas, menor estrutura fina espectral e maior intensidade no pico cis em
comparagdo ao isbmero trans. Esse isbmero apresentou molécula protonada
(IM+H]*) a m/z 687 e fragmentos de massas com perda de um grupo hidroxila
([M+H-18]), perdas de fragmentos com 58 u (C4H1p), 92 u (tolueno) e 106 u
(xileno).

Os picos 1, 3, 4,7, 8,12 b e 15 ndo foram identificados.

4.2 Biomassa, carotenoides totais e atividade antioxidante das bactérias
Halococcus morrhuae e Halobacterium salinarium
A porcentagem relativa de area dos carotendides de Hcc. morrhuae e
Hbt salinarium separados por HPLC-PDA-MS/MS esta apresentada na Tabela 7.
O carotendide majoritario  all-frans-bacterioruberina  apresentou
porcentagens relativas de 51% na linhagem Hcc. morrhuae e 57% na Hbt.
salinarium. Estas porcentagens foram semelhantes a encontrada na bactéria

Haloferax volcanii (57% de all-trans-bacterioruberina) pelos autores Ronnekleiv &
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Liaaen-densen (1992), porém foram menores que as obtidas em alguns estudos
realizados com as bactérias Hbt. salinarium e Haloferax volcanii, os quais
apresentaram porcentagem ao redor de 82-85% de bacterioruberina (Kelly et
al.,1970; Ronnekleiv & Liaaen-densen, 1995) em condicbes aerdbicas de
crescimento, 33 T por 7 dias.

Tabela 7. Porcentagem relativa de area dos carotenoides de Hcc. morrhuae e Hbt
salinarium separados por HPLC-PDA-MS/MS.

Pico Carotendide % area
Hcc. morrhuae Hbt. salinarium

1 néo identificado 2,7 2,8
2 cis-bisanidrobacterioruberina 1,2 1,9
3 néo identificado 2,1 2,7
4 néo identificado 2,5 4,0
5 cis-trisanidrobacterioruberina 2,4 3,5
6 13-cis-bacterioruberina 7,8 10,5
7 néo identificado 2,6 3,2
8 nao identificado 0,6 0,5
9 5-cis,9’-cis-bacterioruberina 3,3 3,1
10 cis-bisanidrobacterioruberina 1,3 0,1
11 all-trans-bacterioruberina 51,2 56,6

12a 5-cis-bacterioruberina 11,7 10,5

12b néo identificado 6,6 nd
13 all-trans- bisanidrobacterioruberina 1,2 0,6
14 all-trans -trisanidrobacterioruberina 2,3 nd
15 néo identificado 0,5 nd

nd: ndo detectado.

Os isbmeros geométricos derivados de bacterioruberina em Hcc.
morrhuae e Hbt salinarium, respectivamente: 13-cis-bacterioruberina (7,8 e 10,5%)
e 5-cis,9'-cis-bacterioruberina (3% em ambas) apresentaram porcentagens
semelhantes as encontradas por Ronnekleiv & Liaaen-densen (1992) em
Haloferax volcanii, 0s quais apresentaram, respectivamente, porcentagens de 10 e
3%. Ja o isbmero 5-cis-bacterioruberina (12 e 10,5%) apresentou menores

porcentagens que as relatas por Ronnekleiv & Liaaen-Jensen (1992), de 17%.
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@] carotendide all-trans-bisanidrobacterioruberina apresentou
porcentagens de 1,2% na linhagem Hcc. morrhuae e 0,56% na Hbt. salinarium,
sendo porém menores que as encontradas por Kelly et al. (1970) em Hbt.
salinarium, os quais apresentaram 2% de all-trans-bisanidrobacterioruberina e por
Ronnekleiv & Liaaen-densen (1995) em Haloferax volcanii, 0s quais apresentaram
porcentagem de 3%. Na literatura ndo foi encontrado porcentagem do carotendide
all-trans-trisanidrobacterioruberina (2,3%) em estudos realizados com as bactérias
Hbt. salinarium e Haloferax volcani.

Diversos estudos realizados com as bactérias Halobacterium salinarium
e Haloferax volcanii nao apresentaram o teor de carotendides totais, mas apenas
as porcentagens de cada carotendide identificado (Kelly et al.,1970; Ronnekleiv &
Liaaen-Jensen, 1992; Ronnekleiv & Liaaen-densen, 1995; Ronnekleiv et al., 1995).

A linhagem de Hcc. morrhuae estudada apresentou uma maior
quantidade de carotendides totais, cerca de 87,9 ug/g de massa seca, do que a
apresentada pela Hbt. salinarium, cerca de 44,5 ug/g de massa seca (Tabela 8).
Porém, Calo et al. (1995) verificaram uma producao de 2400 ug de carotendide
totais por grama de massa seca em uma linhagem de Hbt. salinarium cultivada a
37 C por 7 dias, sendo portanto este valor bem mai or que os obtidos no presente
estudo para as linhagens estudadas Halococcus morrhuae e Halobacterium
salinarium.

O total de carotendides totais, biomassa e atividade antioxidante, para
as bactérias Halococcus morrhuae e Halobacterium salinarium, estao
apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Biomassa, carotenodides totais, atividade desativadora do radical ABTS™ (valor
de TEAC) e de O,('A,) (% protegéo).

Biomassa Carotendides Carotendides TEAC? Protegéo
(g/L) totais (ug/L)? totais (ug/g)? (%)?
Halococcus
morrhuae 10,16 893,1 87,9 5,07 27
Halobacterium 16,4 729,8 44,5 5,28 10
salinarium

# Média das andlises realizadas em triplicata
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O potencial antioxidante da bacterioruberina, carotendide majoritario,
ainda nao foi relatado na literatura. Portanto, os resultados obtidos da atividade
desativadora do radical ABTS'* (valor de TEAC) e de 02(1Ag) (% protecéo) foram
comparados com os valores obtidos para licopeno e B-caroteno (Miller et al., 1996;
Re et al., 1999).

Os valores de TEAC obtidos dos extratos de carotendide das linhagens
Hcc. morrhuae e Hbt. salinarium foram semelhantes, 5,07 e 5,28,
respectivamente, pois ambas possuem composi¢cao muito similar de carotendides.

Os valores de TEAC obtidos foram maiores que os encontrados por Re
et al. (1999), de 3,08 para o licopeno e 2,57 para o B-caroteno e por Miller et al.
(1996), 2,9 para licopeno e 1,9 para o B-caroteno. Portanto, a bacterioruberina
possui maior capacidade de desativar o radical ABTS™ que o licopeno e o B-
caroteno, devido ao maior numero de ligacées duplas conjugadas (13) em relacao
ao licopeno e o B-caroteno que possuem 11 ligagdes duplas conjugadas. Saito et
al. (1997) realizaram um estudo sobre a habilidade da bacterioruberina, isolada da
bactéria Rubrobacter radiotolerans, em sequestrar o radical hidroxila utilizando o
sistema de degradacgao da timina e observaram que a bacterioruberina apresentou
maior habilidade (cerca de duas vezes maior) de sequestro do radical hidroxila,
comparado ao B-caroteno.

Os resultados da atividade desativadora de oxigénio singlete foram
expressos por % de protecdo do carotendide ao actindmetro DMA utilizado na
analise. Os resultados obtidos mostraram que a linhagem Hcc. morrhuae
apresentou maior porcentagem de protecao (27%) do que a Hbt. salinarium (10%).
Esta maior habilidade da Hcc. morrhuae em proteger o DMA contra a fotooxidacao
se deve ao maior teor de carotendides totais presente na mesma quantidade de
biomassa.

Tsen et al. (2006) estudaram a eficiéncia do licopeno em relacdo ao -
caroteno em neutralizar o 02(1Ag) e observaram que o licopeno possui maior

eficiéncia na desativacao do oxigénio singlete que o 3-caroteno.
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A linhagem de Halococcus morrhuae apresentou maior produgao de
biomassa, carotendides totais e maior atividade antioxidante, portanto foi a

escolhida para realizar o planejamento fatorial completo.

4.3 Bioproducao de biomassa, carotenodides e atividade antioxidante por
Halococcus morrhuae

Foi utilizada a metodologia de superficie de resposta para avaliar a
quantidade de biomassa, teores de carotendides totais e atividade antioxidante
produzidos por Halococcus morrhuae. A matriz do planejamento composto central
rotacional com os valores reais e codificados das variaveis independentes
(concentragcdo de NaCl, pH e temperatura) e os resultados das respostas
(producdo de biomassa, carotendides totais e atividade antioxidante) estido
apresentados na Tabela 9.

A produgdo de biomassa por litro de meio de cultivo variou de 2,046 a
7,978 g/L, sendo os maiores valores obtidos nas condicdes de temperatura de 30
a 40 € e os menores valores nas temperaturas de 46 e 50 C, confirmando que a
temperatura é um dos fatores mais importantes que influenciam na producéao de
biomassa (Hayman et al., 1974). Estes resultados concordam com estudo
realizado com a bactéria Halobacterium sp., onde foi observado crescimento
elevado a temperatura de 37 C, com reducao no cres cimento nas temperaturas
acima ou abaixo de 37 T (Asker & Ohta, 1999).
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Tabela 9. Valores reais e codificados da matriz do delineamento composto central rotacional 2% e respostas obtidas para

Halococcus morrhuae.

Variaveis independentes Respostas
) ) Carotendides totais Carotendides totais
Ensaios X4 Xa X3 Biomassa (g/L) Protegéo (%)
(Hg/L) (Hg/g)

1 229,76 (-1) 6,4 (-1) 34,05 (-1) 7,718 1206,125 156,279 49,3
2 279,76 (+1) 6,4 (-1) 34,05 (-1) 7,978 1068,853 133,975 42,78
3 229,76 (-1) 7,6 (+1) 34,05 (-1) 6,482 988,895 152,566 45,35
4 279,76 (+1) 7,6 (+1) 34,05 (-1) 7,522 1106,598 147,110 36,17
5 229,76 (-1) 6,4 (-1) 45,95 (+1) 2,276 118,972 52,272 17,53
6 279,76 (+1) 6,4 (-1) 45,95 (+1) 2,740 335,330 122,372 40,49
7 229,76 (-1) 7,6 (+1) 45,95 (+1) 2,310 19,939 8,632 7,2

8 279,76 (+1) 7,6 (+1) 45,95 (+1) 2,781 228,706 82,246 31,98
9 200 (-1,68) 7,0 (0) 40 (0) 4,714 580,870 123,216 43,32
10 300 (+1,68) 7,0 (0) 40 (0) 6,060 743,350 122,67 41,35
11 250 (0) 6,0 (-1,68) 40 (0) 5,615 1418,766 252,663 63,71
12 250 (0) 8,0 (+1,68) 40 (0) 5,485 874,520 159,438 28,49
13 250 (0) 7,0 (0) 30 (-1,68) 7,726 724,348 93,752 33,8
14 250 (0) 7,0 (0) 50 (+1,68) 2,046 8,127 3,972 5,0

15 250 (0) 7,0 (0) 40 (0) 6,438 926,189 143,857 38,18
16 250 (0) 7,0 (0) 40 (0) 7,544 1185,229 157,109 44.41
17 250 (0) 7,0 (0) 40 (0) 6,126 1018,833 166,306 42,53

Xy = concentragdo de NaCl (g/L), X, = pH; X3 = temperatura (T)
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A Tabela 10 apresenta o erro padrdo e o nivel de significancia (p) dos
coeficientes de regressao do modelo gerado pelo planejamento experimental para
producéo de biomassa.

Tabela 10. Coeficientes de regressao e erro padrdao do modelo para producao de

biomassa.
Coeficiente de .
. Erro padrao 1(7) P
regressao

Média 6,72 0,40 16,77  <0,0001
NacCl (L)? 0,33 0,19 1,75 0,1233
NaCl (Q)° -0,51 0,21 -2,47  0,0046
pH (L) -0,13 0,19 -0,71 0,4979
pH (Q) -0,46 0,21 -2,19 0,0641
temperatura (L) -2,13 0,19 -11,35 <0,0001
temperatura (Q) -0,69 0,21 -3,33 0,0126
Interacao NaCl x pH 0,098 0,25 0,40 0,7008
Interacao NaCl x

-0,05 0,25 -0,18 0,8579
temperatura
Interacao pH x temperatura 0,22 0,25 0,90 0,3986

? L= linear; ® Q = quadratico

A Equacao 2 apresenta o modelo de segunda ordem, apenas com 0S
parametros que melhor descrevem a producdo de biomassa em funcao das
variaveis independentes analisadas (concentracdo de NaCl, pH e temperatura),
dentro da faixa estudada e com coeficientes de correlacdo e correlacdo ajustado
elevados (R? = 0,95 e R%justaco = 0,92).

Biomassa =6,72+033.X, —051.(X,)* —0,46.(X,)? —213.X; —0,69.(X;)? (2)

onde: biomassa = g/L; Xy = NaCl (g/L); X2 = pH; X3 = temperatura (variaveis
codificadas)
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Observa-se pelo modelo que a temperatura foi a variavel que exerceu
maior influéncia sobre a producao de biomassa, tendo um efeito negativo, ou seja,
na faixa testada, temperaturas mais baixas favorecem a produgcdo de biomassa.
Como o termo quadratico da temperatura também foi importante e com sinal
negativo, significa que a temperatura Otima esta proxima do ponto central,
deslocada para valores mais baixos devido ao efeito linear. Em relagdo a
concentracdao de NaCl, pelo modelo as concentragdes 6timas estdo prdéximas do
ponto central (efeito quadratico negativo), deslocada para valores mais altos
devido ao efeito linear positivo. O pH 6timo esta proximo do ponto central (pH=7),
pois apenas o efeito quadratico foi significativo e negativo. Nao houve interacéo
entre as variaveis. Calculando o ponto de maxima producao de biomassa pelo
modelo (igualando a zero a primeira derivada), tem-se:

Xy = 0,32 = Concentracao de NaCl = 266 g/L
Xo=0=pH=7

X3 = -1,54 = temperatura = 30,8°C
Biomassa = 8,42 g/L

A maxima producgdo de biomassa (7,98 g/L) foi observada no ensaio 2
onde se utilizou 279,76 g/L de NaCl, pH 6,4 e temperatura de 34T, sendo estas
condicoes de cultivo proximas das previstas pelo modelo, exceto para o valor de
pH, pois as condi¢des ideais estariam com o pH prdéximo ao ponto central.

As superficies de resposta e curvas de contorno estao apresentadas na
Figura 16, permitindo acompanhar o comportamento das varidveis estudas na

producéo de biomassa.
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A concentracao de carotendides totais variou de 3,972 a 252,663 ug/g.
A maxima concentracao de carotendides totais (252,7 ug/g) foi observada no
ensaio 11 (ponto axial), onde se utilizou o valor de pH de 6,0, concentragéo de
NaCl de 250 g/L e temperatura de 40<C. Por outro lado, a menor produgcédo de
carotendides totais foi observada nos ensaios 7 (229,76 g/L de NaCl, pH 7,6 e
temperatura de 46 C) e 14 (250 g/L de NaCl, pH 7,0 e temperatura de 50 ).
Resultados similares foram relatados por Asker & Ohta (1999), os quais
observaram que a maxima producgéo de carotenoides foi obtida com 250 g/L NaCl
e que temperaturas acima de 40 < proporcionaram uma reducdo na
concentracao de carotenoides totais em Halobaterium sp.

A Tabela 11 apresenta o erro padrao e o nivel de significancia (p) dos
coeficientes de regressao do modelo gerado pelo planejamento experimental para
a concentracao de carotendides totais.

Tabela 11. Coeficientes de regressado e erro padrao do modelo para concentracdo de

carotendides totais (ug/g).

Coeficiente de

. Erro padrao t(7) P
regressao

Média 156,87 13,24 11,85  <0,0001
NaCl (L)? 8,42 6,21 1,35 0,2175
NaCl (Q)° -15,42 6,84 -2,25  0,0584
pH (L) -16,92 6,21 -2,72  0,0296
pH (Q) 13,96 6,84 2,04 0,0807
temperatura (L) -34,81 6,21 -5,60 0,0008
temperatura (Q) -41,62 6,84 -6,08 0,0005
Interacao NaCl x pH 2,55 8,12 0,31 0,7632
Interacao NaCl x

temperatura 21,44 8,12 2,64 0,0033
Interacao pH x temperatura -11,65 8,12 -1,43 0,1947

? L= linear; ® Q = quadratico
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A Equacao 3 apresenta o modelo de segunda ordem, apenas com 0s
parametros que melhor descrevem a concentracdo de carotendides totais em
funcdo das variaveis independentes analisadas (concentracdo de NaCl, pH e
temperatura), dentro da faixa estudada e com coeficientes de correlagdo e
correlacdo ajustado elevados (R? = 0,94 e RZajustado =0,90).

Carotenoides totais = 156,87 —15,42( X,)* —16,92 X, + 13,96 ( X,)? -
-3481X; - 41,62(X3)2 -2144 X,. X,
onde: carotendides totais = pg/g; X1 = NaCl; X, = pH; X3 = temperatura (variaveis

codificadas)

Observa-se pelo modelo que a temperatura foi a variavel que exerceu
maior influéncia sobre a concentracdo de carotendides totais, tendo um efeito
negativo, ou seja, na faixa testada, temperaturas mais baixas favoreceram a
sintese de carotendides totais. Como o termo quadratico da temperatura também
foi importante e com sinal negativo, significa que a temperatura étima esta préxima
do ponto central, deslocada para valores mais baixos devido ao efeito linear. Em
relacdo a concentracdo de NaCl, o modelo indica que as concentragdes 6étimas
estdo préximas do ponto central (efeito quadratico negativo) deslocado para
valores acima do ponto central devido a interagdo com a temperatura. O pH étimo
esta no extremo negativo (pH=6), pois apresentou um efeito linear negativo e um
efeito quadratico positivo (ponto de minimo), ou seja a varidvel deve estar a mais
afastada possivel do ponto central. Houve interagdo positiva entre as variaveis
NaCl e temperatura, ou seja as concentracdes estudadas de 200 a 280 g/L de
NaCl associadas a baixas temperaturas (30 a 40° C) favorecem a sintese de
carotendides. Calculando o ponto de maxima concentragéo de carotendides totais
pelo modelo, tem-se:

Xy = 0,35 = Concentracdo de NaCl = 258,8 g/L
Xo=-1,68=>pH=6
X3 =-0,51 = temperatura = 37°C

Concentragao de Carotendides totais maxima prevista pelo modelo = 226 ug/g
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A maxima concentragdo de carotendides totais (252,7 ug/g) foi
observada no ensaio 11, nas condigbes de cultivo de 250 g/L de NaCl, pH igual a
6,0 e temperatura de 40C, sendo estas condicbes de cultivo préximas das
condigdes previstas pelo modelo.

As superficies de resposta e curvas de contorno estao apresentadas na
Figura 17, permitindo acompanhar o comportamento das varidveis estudas na
producgéo de carotendides totais.

Assim como para a variavel conteudo de carotendides totais, a maxima
porcentagem de protecao ao 02(1Ag) (63,7%) também foi observada no ensaio 11,
onde se utilizou pH com valor 6,0, concentracdo de NaCl de 250 g/L e
temperatura de 40 T enquanto que, a menor porcenta gem de protecdo também
foi observada nos ensaios 7 (7,2%) e 14 (5%). Novamente, as condi¢des de alta
temperatura e pH alto, utilizadas nesses dois ensaios, interferiram diretamente na
porcentagem de protecdo dos carotendides. De fato, as baixas concentragdes de
carotendides totais por g de biomassa apresentadas nos ensaios 7 e 14
proporcionaram baixa porcentagem de protecdo, jA& que esta depende da
quantidade de carotendides presente no extrato analisado.

A Tabela 12 apresenta o erro padrao e o nivel de significancia (p) dos
coeficientes de regressdo do modelo gerado pelo planejamento experimental para

a porcentagem de protecao do DMA pelos carotendides contra o Og(1Ag).
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Figura 17. Superficies de resposta e curvas de contorno para carotendides totais (ug/g)

em funcdo da concentragdo de NaCl (g/L) e pH (a), concentragdo de NaCl (g/L) e
temperatura (C) (b) e temperatura (T) e pH (c).
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Tabela 12. Coeficientes de regressao e erro padrdo do modelo para porcentagem de

protecao.
Coeficiente .
. Erro padrao t(7) p
de regressao

Média 41,82 3,50 11,94  <0,0001
NacCl (L)? 2,10 1,65 1,28 0,2418
NaCl (Q)° -0,17 1,81 -0,09 0,9298
pH (L) -6,49 1,65 -3,94 0,0056
pH (Q) 1,17 1,81 0,64 0,5402
temperatura (L) -9,14 1,65 -5,56 0,0009
temperatura (Q) -8,27 1,81 -4,57 0,0026
Interacao NaCl x pH -0,11 2,15 -0,05 0,9624
Interacao NaCl x

7,93 2,15 3,69 0,0078
temperatura
Interacao pH x temperatura -1,04 2,15 -0,48 0,6449

? L= linear; ® Q = quadratico

A Equacao 4 apresenta o modelo de segunda ordem, com os
parametros que melhor descrevem a porcentagem de protecdo contra o 02(1Ag)
em funcao das variaveis independentes analisadas (concentracdo de NaCl, pH e
temperatura), dentro da faixa estudada e com coeficientes de correlagédo e

correlagao ajustado elevados (R? = 0,93 e R%justado =0,92).

% Protecdo = 41,82 - 6,49 X, —9,14 X, —8,27(X;)* + 7,93 X,. X, (4)
onde % protecao = g/L; X; = NaCl, Xz = pH; X3 = temperatura (variaveis
codificadas).

Observa-se pelo modelo que a temperatura foi a variavel que exerceu
maior influéncia sobre a porcentagem de protecdo proporcionada pelos
carotendides contra o 02(1Ag), tendo um efeito linear negativo e como o termo
quadratico da temperatura também foi importante e com sinal negativo, significa

que a temperatura 6tima esta préxima do ponto central, deslocada para valores

55



mais baixos. O pH foi outra varidvel que também influenciou na porcentagem de
protecdo, com efeito linear negativo, ou seja, na faixa testada, pH mais baixos
favoreceram maiores porcentagens de protecao. Houve também uma interacao
positiva entre as variaveis NaCl e temperatura, ou seja, as concentracoes de 200
a 280 g/L de NaCl associadas a baixas temperaturas (30 a 40°C) favoreceram a
protecdo. Calculando o ponto de maxima porcentagem de protecao proporcionada
pelos carotendides contra o 02(1Ag), pelo modelo, tem-se:

X1 =-1,68 = NaCl = 200 g/L

X2 =-1,68 = pH =6,0

X3 =-1,36 = temperatura = 31,9°C

% protecao = 67,2 %

A maxima porcentagem de protecdo ao 02(1Ag) (63,7%) também foi
observada no ensaio 11, na concentragdo de 250 g/L de NaCl, pH 6,0 e 40 <.
Apenas o valor de pH utilizado foi igual ao previsto pelo modelo para obter maxima
porcentagem de protegcdo proporcionada pelos carotendides contra o 02(1Ag),
portanto a porcentagem de protecéo ao 02(1Ag) obtida no ensaio 11 foi menor que
a prevista pelo modelo devido as condi¢des de cultivo utilizadas.

As superficies de resposta e curvas de contorno estao apresentadas na
Figura 18, permitindo acompanhar o comportamento das varidveis estudas na

porcentagem de protecao contra o 02(1Ag).
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Em resumo, neste estudo pode-se observar que a temperatura foi a
variavel que mais afetou a producdo de biomassa, carotendides totais e % de
protecdo proporcionada pelos carotendides contra o 02(1Ag). Os resultados obtidos
mostraram que valores prdéximos ao ponto central e valores mais baixos de
temperatura (aproximadamente 30 ) favoreceram a produgdo de biomassa,
carotendides totais e % de protecao proporcionada pelos carotendides contra o
02(1Ag). Estes resultados foram semelhantes aos encontrados na bactéria
Halobacterium sp., onde a maxima producdo de carotenodides foi obtida a
temperatura de 37 C (Asker & Ohta, 1999). A temper atura é um dos fatores mais
importantes na producdo de carotendides, pois segundo Bhosale (2004) a
temperatura atua no controle da concentracdo das enzimas envolvidas na
biossintese de carotendides.

A variavel NaCl foi significativa apenas para as respostas producao de
biomassa e de carotendides totais, sendo que concentracées de NaCl préximas do
ponto central (250 g/L) e concentracdes mais altas (aproximadamente 300 g/L)
proporcionaram alta producdo de biomassa e de carotendides totais. Estes
resultados corroboraram com os dados obtidos por Asker e Ohta (1999), os quais
observaram que a maxima producgado de carotendides foi obtida na concentracao
de 250 g/L de NaCl.

A variavel pH foi significativa para as respostas produgdo de biomassa,
carotendides totais e % de protecao proporcionada pelos carotendides contra o
02(1Ag). Valores de pH proximos do ponto central favoreceram a producédo de
biomassa e baixos valores de pH proporcionaram altas concentracbes de
carotendides totais e elevada % de protecao dos carotendides contra o 02(1Ag). Os
resultados obtidos para essa variavel diferem dos dados encontrados por Asker e
Ohta (1999), nos quais a maxima producao de carotendides foi obtida em pH 7,2.

Houve interacdo significativa apenas entre as varidveis NaCl e
temperatura para as respostas producdo de carotendides e % de protecao
proporcionada pelos carotendides contra o 02(1Ag). As concentraces de 200 a
280 g/L de NaCl associadas a baixas temperaturas (30 a 40 ) favoreceram a

producéo de carotendides e a % de protecao dos carotendides contra o 02(1Ag).

58



Além disso, a partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial
completo 2%, pode-se estimar as condicdes 6timas de cultivo para obter a maxima
producdo de biomassa, carotendides totais e de porcentagem de protecao
proporcionada pelos carotendides contra o 02(1Ag). As faixas de 200 a 280 ¢g/L
NaCl, temperatura de 30 a 40 € e pH de 6,0 a 6,4 proporcionaram uma maxima

producédo de biomassa, carotenoides totais e de porcentagem de protecéo.

5. CONCLUSOES

A bactéria Halococcus morrhuae apresentou maior producao de
biomassa celular, de carotendides totais e maior habilidade na desativacdo do
oxigénio singlete que a bactéria Halobacterium salinarium. Os valores de TEAC
foram semelhantes tanto para a bactéria Hcc. morrhuae quanto para a Hbt.
salinarium, pois ambas possuem composicao de carotendides muito similar.

A aplicagdo de HPLC-PDA-MS/MS permitiu identificar oito carotendides
nas duas linhagens. O carotendide majoritario foi all-trans-bacterioruberina, com
50 carbonos e 13 ligagdes duplas conjugadas, perfazendo 51% na linhagem Hcc.
morrhuae e 57% na Hbt. salinarium. Foram também identificados carotendides
minoritarios derivados de all-trans-bacterioruberina em Hcc. morrhuae e Hbt
salinarium, respectivamente: 13-cis-bacterioruberina (7,8 e 10,5%), 5-cis-
bacterioruberina (12 e 10,5%) e 5-cis,9’-cis-bacterioruberina (3% em ambas), all-
trans-bisanidrobacterioruberina (1,2 e 0,56%), cis-bisanidrobacterioruberina (1,2 e
1,9%), cis-bisanidrobacterioruberina (1,3 e 0,12%) e cis-trisanidrobacterioruberina
(2,4 a 3,5%). O carotendide all-trans-trisanidrobacterioruberina (2,3%) foi
encontrado apenas em Hcc. morrhuae.

Através do delineamento composto central rotacional (2°) composto
pelas variaveis independentes: concentracdo de NaCl, pH e temperatura,
empregado na linhagem Hcc. morrhuae, observou-se que, nas faixas testadas, a
temperatura foi a variavel que mais influenciou na producdo de biomassa, de
carotendides totais e na porcentagem de protecdo proporcionada pelos
carotendides contra o 02(1Ag). Nas faixas testadas, temperaturas préximas ao

ponto central e mais baixas favoreceram a producdo de biomassa e de
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carotendides, as concentracdes de NaCl testadas associadas a baixas
temperaturas também favoreceram a sintese de carotendides e valores baixos de
pH e de temperatura favoreceram a protecao proporcionada pelos carotenoides
contra 0 Oy('Ay). Além disso, os carotendides da linhagem Hcc. morrhuae
apresentaram alta porcentagem de protecao contra o 02(1Ag). Esta habilidade se
deve ao fato desses carotenodides apresentarem uma cadeia longa de 50 carbonos

e 13 ligagdes duplas conjugadas.
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