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Resumo

Neste trabalho, desenvolveu-se um procedimento detathado de
produgdo, extragdo e purificagdo da violaceina, partindo do cultivo de
Chromobacterium violaceum CCT 3496.

Para a etapa de produgfo, foram adaptadas garrafas de Roux de 1 litro
e construido um biorreator tipo “BPS” (biorreator de prateleiras para
superficies). Na extragdo, empregou-se etanol comercial e na purificagéio,
utilizaram-se as técnicas de filtragéio, extrag@io em Soxhlet, recristalizagiio
e HPLC.

A violaceina obtida foi entiio analisada e caracterizada por RMN-'H,
RMN-"C, espectrometria de massa, cromatografia gasosa, TGA,
espectrofotometria no IV, espectrofotometria no UV-VIS e
espectrofotometria de fluorescéncia.

Obteve-se violaceina pura, de acordo com as técnicas de
caracterizacio e analise utilizadas.
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Production, extraction and purification of violacein: an
antibiotic produced by Chromobacterium violaceum

By: Daniel Rettori
Advisor: Prof. Nelson E. Duran Caballero
Chemistry Institute - Campinas State University
CEP 13.083-970, C.P.6154, Campinas, SP, Brazil
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Abstract

A detailed procedure for the production, extraction and purification of
violacein was developed. The production was attained by cultivation of
Chromobacterium violaceum CCT 3496,

In the production step, Roux bottles of 1 litre were modified, and a
bioreactor type “STB” (surface tray bioreactor) was constructed. In the
extraction step, comercial ethanol was used. Violacein purification was
achieved by filtration, Soxhlet extraction, recristalization and HPLC
technics.

Violacein was analyzed and characterized by: NMR-'H; NMR-°C;
mass spectrometry; TGA; gaseous chromatography; IV, UV-VIS and
fluorescence spectroscopies.

According to the characterization and analysis technics employed, pure
violacein was obtained.
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1- Introducio

1.1- As primeiras descobertas e classificaces

Em 1882 surgiu um artigo na Comptes Rendus Hebdomadaires des seances
- de L’Academie des Sciences com o seguinte titulo: “Material colorido se forma
sobre a cola de farinha” (Matiére colorante se formant dans la colle de farine)
(Boisbaudran, 1882). O autor observou a formagio de uma coloragdo violeta sobre
um preparado a base de farinha e atribuiu a coloragdo a um “pequeno organismo”,
Certamente com “pequeno organismo”, Boisbaudran estava se referindo a um
Microorganismo.

Esta observagio foi feita 15 anos antes da publicagdo do artigo, portanto
aproximadamente em 1867. Foi provavelmente devido a comunicagdo de M.
Gessard (Boisbaudran, 1882), sobre a extragdo de um material azul de certos
liquidos patologicos, que Boisbaudran encontrou motivagdo para publicar as suas
observagdes.

De forma independente, no ano de 1880, um cientista italiano fez uma
descoberta acidental enquanto trabalhava na Universidade de Modena. Curzio
Bergonzini havia preparado, no final de marco de 1880, muitas solugdes de
albumina de ovo para os seus experimentos sobre “O mecanismo de agéo das
causas que retardam a putrefaglio”. Apés os experimentos, ele esqueceu de
descartar uma das solugdes que serviu de controle e no dia 26 de abril quando se
deu conta do esquecimento ao encontrar a solugdo, ele descreveu ter ficado
maravilhado pela singularidade do aspecto da mesma. Bergonzini reduziu o
volume até um pouco menos da metade, por evaporagdo, obtendo assim uma
solugio coberta por uma pelicula muito densa de intensa coloragdio violeta. A
principio ele suspeitou da Cromococcus violaceus, que era a umica bactéria
conhecida que apresentava tal coloragdo, mas quando ele ndo conseguiu solubilizar
um fragmento da pelicula violeta em éagua, percebeu que ndo se tratava de tal
bactéria. Apos alguns testes e experimentos, concluin que se tratava de uma nova
bactéria que ele chamou de Cromobacterium violaceum. Bergonzini publica a
descoberta “Sobre uma nova bactéria colorida” (Bergonzini, 1881) no Annuario
della Societa dei Naturalisti in Modena em 1881,

O pequeno organismo e o pigmento aos quais se referiu Boisbaudran, de
acordo com De Moss (De Moss, 1967), eram provavelmente a Chromobacterium
violaceum ¢ a violaceina respectivamente, por causa do espectro de absorgdo no
visivel registrado pelo proprio Boisbaudran.

‘Em 1881, Zimmerman corrige a grafia da palavra Cromobacterium dada por
Bergonzini, para Chromobacterium (Zimmerman, 1881: Buchanan, 1918).



Num estudo sobre a nomenclatura e classificagdo de bactérias, publicado em
1918, Buchanan redefine o género Chromobacterium (Buchanan, 1918; Balows et
al., 1992).

Hoje, a descrigdo do género Chromobacterium, feita por Sneath, é a que sc¢
encontra no “Manual de Bacteriologia Sistematica Bergey’s” (Holt, 1984).

1.2- A procura da estrutura quimica do pigmento violeta

Reilly e Pyne foram os primeiros a estudar mais detalhadamente a estrutura
quimica do pigmento violeta, conforme artigo de 1927 (Reilly e Pyne, 1927). Eles
seguiram um procedimento de extragio e purificacdo ¢ sugeriram a formula
molecular C50H59015N5.

No inicio da década de 30 comega-se a chamar o pigmento violeta de
violaceina.

A partir de entio surgiram varias sugestdes de diversos autores para a
férmula molecular ¢ a estrutura quimica da violaceina, todas sem sucesso. Mas foi
na Untversidade de Liverpool em 1958 que se deduzin, através de estudos de
degradagio e comprovada por sintese, a estrutura correta da violaceina (Ballantine
et al., 1958; Ballantine et al., 1960).

grupo 2-pirrolidona

grupo 5-hidroxindol

FM - CyH;303N;

MM - 34334

Figura 1.2.1 - Estrutura quimica da violaceina



Ballantine e colaboradores também propuseram corretamente a estrutura do
pigmento produzido em menor proporgéo pela C. violaceum: a deoxiviolaceina. A
unica diferenga entre esse pigmento ¢ a violaceina é que a deoxiviolaceina ndo
possui o grupo hidroxila (Ballantine et ai., 1958).

1.3- Alguns casos de infeccbes fatais devido a Chromobacterium violaceum

A Chromobacterium violaceum é comsiderada uma bactéria saprofita ndo
patogénica, que s¢ encontra em amostras de solo e agua de regides tropicais e
subtropicais. Ela ¢ Gram negativa e aerébica facultativa. O potencial patogénico
deste organismo foi descrito pela primeira vez por Wooley, em 1905, ao identificar
a C. violaceum como a responsavel pela morte de “bufalos d’4gua” por septicemia,
nas Filipinas (Wooley, 1905; Holt, 1984; Ponte e Jenkins, 1992).

Q primeiro caso reportado de infecgio em humanos ocorren na Malasia em
1927 e, desde entdo, houve aproximadamente 30 casos reportados em todo o
mundo (Hassan et al., 1993).

Alguns dos casos ocorreram em Cuba, Taiwan, Estados Unidos, Vietnam,
Nigénia, Brasil, Argentina e Australia. Na maioria dos casos, os individuos morrem
de forma rapida e de septicemia (Ballows et al., 1992).

Suspeita-se que a contaminaciio com a Chromobacterium violaceum se dé,
geralmente, através de feridas expostas a lama, areia, barro, aguas de rios e lagos,
enfim, a ambientes que contenham a bactéria.

Petrillo chama a atengio ao fato da C. violaceum ser encontrada com tanta
frequéncia na natureza, causando tdo poucas infecgBes humanas, que na maioria
das vezes, sdo de grande severidade. Apos uma andlise de individuos infectados e
diagnosticados nos EU.A., concluiu-se que a C. violaceum é um_agente
patogénico de baixo grau, capaz de causar infecgdes severas 4 pacientes
munodepnmdos (Petrilio ez al, , 1984).

1.4- A violaceina como antibidtico

Os cientistas Kidder e Stuart, em 1939, e Burbank, em 1942, reportaram, de
acordo com De Moss (De Moss, 1967), suas observagdes sobre protozoarios
ciliados, que eram rapidamente mortos quando expostos a culturas de C
violaceum. A principio, a suspeita foi de que a violaceina era a responsavel, mas
depois passou-se a suspeitar do cianeto, que ¢ um metabélito normalmente
formado pela C. violaceum em meio de cultura ordingrio.

- Segundo Lichstein ¢ Van de Sand (Lichstein e Van de Sand, 1945), o
cientista Singh reportou em 1942 que ao adicionar extrato bruto de violaceina a
- suspengdes de bactérias, estas ndio mais eram ingeridas por amebas terrestres.



Mas foram os cientistas Lichstein e Van de Sand que fizeram o primeiro
estudo abrangente das propriedades antibidticas da violaceina, num artigo
publicado no Journal of Infectious Diseases, em 1945, Até aquela data haviam
sido reportadas a morte por septicemia, devido a C. violaceum, de 3 pessoas nos
E.U.A.. O que chamou a ateng¢éo de Lichstein e Van de Sand nas lesdes de pele
das vitimas era a auséncia de microorganismos contaminantes, levando-os a
suspeitar da possivel atividade antibiética da violaceina. Eles fizeram testes em 51
cepas de bactérias, totalizando um numero de 21 espécies. Os resultados
mostraram que a violaceina possuia marcante efeito inibitorio no _crescimento de
bactérias Gram positivas, ¢ pequeno efeito, nas Gram negativas (Lichstein ¢ Van

de Sand, 1945; De Moss, 1967).
A partir de entdo, além da atividade bactericida, surgiram trabalhos

atribuindo a violaceina propriedades tripanocida (Caldas er al., 1978; Duréan et al.,
1989, Duran e Haun, 1991), anti-viral (May et al., 1991), e até tumoricida (Duran
et al., 1996,), além de apresentar atividade citotoxica em células de mamiferos
(ﬁr’aﬁrvﬁ;l%% Haun et al., 1992).

1.5- Chromobacterium violaceum no Brasil

Em abril de 1976, na frente da estagdo de tratamento de agua da cidade de
Manaus, foi recothida uma amostra de agua proveniente de uma profundidade de
30 metros. O objetivo era o de realizar uma analise bacteriologica desta amostra, ¢
os resultados indicaram a existéncia de apenas dois tipos diferentes de colonias
bacterianas: colonias brancas e col6nias violetas. As violetas foram identificadas
por Wilson Chagas de Aratjo, do Instituto de Microbiologia da UFRJ, como sendo
a Chromobacterium violaceum. Foi a primeira vez que se isolou e estudou este
microorganismo no Brasil (Caldas er al., 1978).

Com esta descoberta, kwn_m_u-ﬁc_mmmmmﬂmmmqnc

encontrar em grande quanudade nas aguas dorioe porproduz:r 0 plg:mento escuro
conhecido por violaceina (Caldas et al., 1978).

Caldas também comentou a atmdade tripanocida da violaceina. Ele
descreveu ter observado 100% de morte celular em culturas de Trypanosoma cruzi
(em fase exponencial de crescimento) quando expostas a concentragdes de 75
ng/mL de violaceina. Caldas baseou-s¢ numa comunicagdio pessoal de F. Stecle
para descrever os resultados referentes i atividade tripanocida da violaceina
(Caldas et al., 1978).

Em meados do século XIX, o naturalista alemio Alexander von Humboldt
chamou a atencgfio para a auséncia de insetos hematdfagos nas margens do rio
Negro, durante a sua viagem ao rio Orinoco através do canal Caciquiare (na
Venezuela). Ele formulou duas hipéteses para explicar as suas observagdes: ou a
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“agua preta” € toxica ou faltam nutrientes (Walker, 1990). Na mesma época o
naturalista inglés Alfred Russel Wallace, enquanto viajava pelo rio Negro (do lado
brasileiro), descreveu: “Uma das grandes exceléncias deste rio era a inexisténcia
de mosqurtos” (Wallace, 1979). Hoje sabemos que as aguas do rio ¢ amostras das
margens contém a Chromobacterium violaceum, podendo entdo ser esta a chave
para responder as indagagdes dos naturalistas europeus do século passado.

Em Julho de 1981, um rapaz de 13 anos de idade foi admitido num hospital
de Porto Alegre com o seguinte quadro: uma lesdo ulcerada na pele do maléolo
- interno direito (desenvolvida ja ha 3 meses), um peso de 7 kg abaixo do normal,
taquicardia, hipertrofia do figado e hipertrofia de bago. Depois de alguns dias
internado, o individuo desenvolveu febre alta (40°C) e toxemia, sugerindo um
quadro de septicemia, mas repetidas culturas de sangue se apresentaram estéreis. A
partir de entfio o quadro clinico do individuo comegou a piorar e o submeteram a
tratamento quimioterapico. Nesse meio tempo foi isolada e identificada a
- Chromobacterium violaceum de amostras coletadas das lesdes de pele do paciente.
A quimioterapia foi redirecionada, e apds 20 dias de tratamento ele foi curado.
Dois anos mais tarde houve uma reincidéncia da doenga, aparentemente devido a
uma picada, de algum inseto, no pé direito do individuo. A picada foi adquirida
enquanto ele pescava no rio dos Sinos. Quimioterapia por 21 dias resultou na sua
cura. Foram feitos testes imunologicos no paciente ¢ um deles indicou uma
possivel disfungiio dos leucdcitos. Este resultado reforga a conclusdo do préprio
Petrillo (como j4 descrito no item 1.3) de que a C. violaceum ¢ um agente
patogénico capaz de causar infec¢fes severas em pacientes imunocomprometidos.
- Amostras de agua coletadas do rio, proximo ao local aonde o individuo foi picado
enquanto pescava, revelaram a presenga de C. violaceum (Petrillo et al., 1984).

1.6- Um pouco sobre a bioquimica da Chromobacterium violaceum
O papcl da violaceina na fisiologia da C. violaceum ainda é desconhecido.

Numa revisio feita por De Moss (De Moss, 1967), ele aponta para algumas
teorias. Uma delas postula que a concentragio intracelular de triptofano deve-se

manter baixa (em quantidade nio toxica) e que .a violaceina seria um metabélito
final da degradacdo do excesso de triptofano. Outra teoria sugere que a violaceina

foi uma forma, encontrada pela bactéria, de armazenar residuos indélicos. Estes
residuos serviriam como precursores para a biossintese de triptofano. Uma terceira
teoria atribui & violaceina um papel de protetor contra a radiagdo, prevenindo
assim, a C. violaceum de efeitos fototoxicos.

Friedheim observou o aumento da atividade resplratona da C. violaceum ao
adicionar violaceina 4 uma suspengdo de bactérias ndo pigmentadas. Ele também

observou supressdo de produgdo de violaceina por bactérias crescidas sobre glicose
(Friedheim, 1932).




Além destas teorias e observagdes, nio podemos esquecer da atividade
antibiética da violaceina, podendo ser esta mais uma teoria a somar-se as
anteriores.

Apesar de todas estas incertezas, muitos estudos bioquimicos ajudaram a
elucidar importantes dados sobre a biossintese da violaceina.

Em 1934 o pesquisador Tobie observou que ao oxigenar culturas de C.
violaceum, o tempo de produgdo de violaceina era consideravelmente reduzido.
Este provavelmente foi o primeiro trabalho a indicar um papel importante do
oxigénio molecular na biossintese da violaceina (Tobie, 1934).

No final da década de 50, De Moss e Evans fizeram duas descobertas
importantes. Na primeira eles descobriram que para sintetizar a violaceina a
bactéria necessita de oxigénio molecular e de L-triptofano. A C. violaceum ndo
consegue sintetizar 0 pigmento a partir de D-triptofano. A bactéria tampouco
consegue sintetizar a violaceina a partir de L-triptofano na auséncia de O, (De
‘Moss e Evans, 1959). Na segunda descoberta, utilizando L-triptofano marcado
(com "C) em diferentes posigdes, De Moss e Evans concluiram que o L-triptofano
¢ incorporado na violaceina, com excessdo do carbono carboxilico (C1).
Provavelmente este carbono ¢ eliminado por um processo de descarboxilagiio
durante a biossintese (De Moss e Evans, 1960).

NH,
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figura 1.6.1- Estrutura do L-triptofane

Em 1986, fazendo uso dos triptofanos [2-"°C] e {3-1C], Hoshino e
colaboradores descobriram que os carbonos do grupo 2-pirrolidona da violaceina
‘eram provenientes da cadeia lateral do L-triptofano (C1, C2, C3) (Hoshino et al.,
1987a). Alguns meses mais tarde os mesmos pesquisadores descobriram a origem
dos atomos de O, N e H do grupo 2-pirrolidona, fazendo uso dos isétopos '*0, °N
e’H. O nitrogénio € proveniente do grupo amino ligado ao carbono a (C2) do L-
- triptofano, o hidrogénio ¢ proveniente de um dos dois H do carbono 8 (C3),
conforme indicado pela seta na figura 1.6.1, ¢ os trés atomos de oxigénio da
violaceina sdo provenientes do oxigénio molecular (Hoshino et ai., 1987b).



Trabalhos posteriores revelaram a capacidade da C. violaceum de sintetizar

% compostos parecidos com a violacefna, como por exemplo a oxiviolaceina, 0 HS-1

" e a pseudodeoxiviolaceina, a partir de substratos outros que ndo o L-triptofano
(Hoshino e Ogasawara, 1990; Hoshino et al., 1994 (patente); Hoshino et al., 1994).

Duyran e colaboradores, num estudo com radio-isétopos, sugerem que, além.
do L-triptofano, a C. violaceum é capaz de sintetizar a violaceina a partir do indol-
3-acido acético (Duran et a/,, 1994),

Também j4 foram isoladas e identificadas algumas enzimas da C. violaceum.
Por exemplo: a L-triptofano 2°, 3’-oxidase, que catalisa a formagdo de uma dupla
ligagdo entre os carbonos o ¢ B (C2 e C3) do triptofano (Genet et al., 1992); a
fenilalanina hidroxilase, que catalisa a conversio de L-fenilalanina a L-tirosina
mediante oxigénio molecular (Balasubramanian ez a/., 1994).

1.7- Objetivos do trabalho

O propoésito deste trabalho € o de obter violaceina com pureza conhecida. Isto
porque, pretende-se criar uma nova linha de pesquisa no nosso grupo, que tenha
por objetivo: a) sintetizar derivados da violaceina; b) realizar testes biologicos com
estes derivados € com a propria violaceina. Para tanto, decidiu-se pela:

1 Padronizacdo de um procedimento de produgiio, extragio e purifica¢do da
violaceina, mediante a construgdo ¢ utilizagio de um biorreator tipo “BPS”
(Biorreator de prateleiras para superficies).

2 Purificagio exaustiva e caracterizagdo completa da violaceina obtida, para
ser utilizada como material padrio.



2- Parte Experimental

2.1- O biorreator e as garrafas de Roux

Foi construido um biorreator de aluminio do tipo “BPS” (biorreator de
prateleiras para superficies) de 4 prateleiras, com uma janela de vidro, dobradigas
de latdo e um tubo de ago-inox, que permite a aera¢do do sistema (ver fig. 2.1.1).

O biorreator foi projetado para comportar 2 garrafas de Roux (de 1 litro) por

prateleira, e suas dimensdes foram calculadas para poder ser autoclavado e
incubado em estufa.

figura 2.1.1- Biorreator “BPS” de 4 prateleiras
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As garrafas de Roux foram modificadas para facilitar a manipulagdo. Na
superficie superior de cada uma, foi feito um orificio de ~ 10 cm de didmetro, a
fim de poder introduzir ¢ retirar material com facilidade. Também foi feita uma
tampa de vidro para o orificio, fazendo uso de borracha de silicone para colar as
pegas da tampa (ver figura 2.3.1).

2.2- Curva de crescimento celular

Foram inoculados 4 ml. de uma suspensdo de bactérias (Chromobacterium
violaceurn CCT 3496) num Erlenmeyer de 2000 mL, contendo 400 mL de meio de
cultura. O Erlenmeyer, contendo o meio, foi previamente esterelizado em
autoclave a 1,94 atm e 121°C, por 15 min. O meio continha D-glicose anidra P.A.
(Ecibra), peptona bacteriologica (Difco) e extrato de levedura BBL® (Becton
Dickinson) nas propor¢des em massa de 0,5%: 0,5%: 0,2%. respectivamente. O
Erlenmeyer de 2000 mL foi entdo incubado num agitador rotatério, a 120 pm e
30°C. Em diferentes intervalos de tempo, uma aliquota de suspensdo de bactérias
era retirada do Erlenmeyer e com esta, feita a leitura de absorbancia a 720 nm
(num espectrofotémetro Beckman, modelo DU-70). Ao graficar a absorbéncia
versus o tempo, obteve-se a curva de crescimento celular.

- 2.3- Procedimento de produgcio e purificacio da violaceina

A oito garrafas de Roux de 1 litro (modificadas), cada uma contendo um
“tapete” de algoddo de aproximadamente 0,5 cm de espessura, 10 cm de largura e
20 cm de comprimento, foram inoculados 90 mL/garrafa de uma suspensdo {em
fase final de crescimento exponencial) de Chromobacterium violaceum CCT 3496
(ver fig. 2.3.1-B).

Para a obtengéio de uma suspensio de bactérias em fase final de crescimento
exponencial, a um Erlenmeyer de 2000 mL contendo 400 mL de meio de cultura,
foram inoculados 4 mL de uma suspensdo de bactérias. Dois Erlenmeyers como
estes foram entdo incubados num agitador rotatério a 120 rpm por 12 horas, antes
de serem utilizados para inocular as suas respectivas suspensdes de bactérias no
algodio.

As oito garrafas foram entdo incubadas a 30°C por 24 horas (sem aeragio) no
biorreator “BPS” que estava em uma estufa.

Apds este tempo, os algoddes adquiriram uma intensa coloragéio violeta e
iniciou-se o procedimento de extragdo (ver fig. 2.3.1-C).



(A)

(B)

©)

figura 2.3.1- (A) Garrafa de Roux contendo “tapete” de algodio (B) inoculada
com 90 mL de suspensio de bactérias (C) 24 horas apés o indculo,
com nitida produgio de violaceina pela bactéria
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‘Primeiramente, espremeram-se 0s algoddes para retirar 0 €Xcesso de meio
contendo bactérias, ¢ extraiu-se a violaceina (dos 8 “tapetes”juntos) duas vezes
com 500 mL de etanol comercial. Esta extraglio ¢ praticamente quantitativa. Os
1000 mL de solugiio foram mantidos em repouso até a sedimentagdo de um
material branco. Filtrou-se o sobrenadante, rotagvaporou-se a pressao reduzida € o
extrato bruto obtido (= 750 mg) foi lavado com agua ¢ depois introduzido num
cartucho apropriado para proceder a extragdo em Soxhlet.

A extragdio em Soxhlet foi feita primeiro com cloroformio, depois com éter
etilico e finalmente com etanol.

Rotaevaporou-s¢ o etanol a pressdo reduzida ¢ obteve-se o extrato
semipurificado (= 40 mg). Este foi purificado por recristalizacdo, dissolvendo
parciaimente o extrato em metanol e cristalizando-0 com &gua, na propor¢do
aproximada de 1:2,5, respectivamente, O material sedimentado foi recothido por
centrifugagdio ¢ seco em estufa a ~ 100°C por 24 horas. Obteve-se ~ 10 mg de
material que foi rotutado de ESPR (extrato semi-purificado por recristalizaciio).

O material ESPR foi analisado por RMN-'H e RMN-"C (num espectrometro
da Varian, modelo Gemini 300).

Procedeu-se entio a mais uma purificagdio, desta vez por cromatografia.
Injetou-se 1,5 mL de solugéo saturada de ESPR em etanol, previamente filtrado em
filtro Millex-SR (0,5um de didmetro dos poros), num cromatografo HPLC (da
Waters, modelo Prep. LC 4000 System). A fragdo recolhida possuia tempo de
eluigdo inicial de 26 minutos ¢ final de 34 minutos. Foram feitas 4 inje¢des e das

10 mg de ESPR, obteve-se = 1 mg de violaceina pura (VP). As condigdes
utilizadas para o HPLC foram:

vazdo = 7,0 mL/min
: ldcmmr = 230 I
fase movel = 25% H,0 : 75% metanol (% volume)
velocidade do papel = 0,5 cm/min
atennagdo = 1024
coluna = preparativa DELTA PAK CI18,
100 A (poros),
15 cm (diametro da particula)
coluna (30 mm x 30 cm)

2.4- Caracterizacio e anilise da violaceina (VP) obtida

A violaceina (VP) foi caracterizada por RMN-'H e RMN-"C (num
espectrometro da Varian, modelo Gemini 300); por espectrofotometria no IV (num
espectrofotometro FT-IR da Perkin-Elmer, modelo 16PC); por espectrofotometria
no UV-VIS (num espectrofotdmetro da Hitachi, modelo U-2000) € por

11



espectrometria de massa (num espectrometro da Hewlett Packard, modelo HP
5988A). O espectrometro de massa foi operado nas seguintes condigdes: energia
dos elétrons = 70 eV; temperatura da sonda = 250°C.

Foi feita também uma anélise termogravimétrica (mum analisador
termogravimeétrico da TA Instruments, modelo HI-RES TGA 2950), nas seguintes
condigdes:

taxa de aquecimento = 10°C/min
fluxo de argbnio = 100 mL/min
(atmosfera inerte)
massa inicial = 0,9410 mg
faixa de temperatura = (37-1000)°C
varmnda

A analise cromatografica da VP foi feita num cromatografo a gas (da Hewlett
Packard, modelo HP 5890 série Il C6) através de um detector de ionizagiio em
chama (DIC), nas seguintes condigdes:

fase movel = 20 mL N,/min
coluna = carbowax 10% sobre CHROMOSORB
WAW, de 3 m com 1/8 polegadas (didmetro

exte;(no)
inje¢do = 0,5 L de solugdo (1 mg de VP/mL de
etanol grau HPLC)
temperatura do injetor = 250°C
temperatura do detector = 250°C
' (DIC)
temperatura do formo = 170°C
(coluna)

Fez-se um estudo aonde variou-se a temperatura (entre 4°C ¢ 65°C) de uma
solugdo de VP em etanol ([VP] = 51,9 ug/mL), monitorando o deslocamento do
comprimento de onda de absor¢iio maxima (A, ) na regido de 575 nm. Utilizou-se
para este estudo um espectrofotdmetro (da Beckman, modelo DU-70) com
acessorio de controle de temperatura (Peltier).

Também registraram-se espectros de emissdo de fluorescéncia (COM Acmissao
entre 600 ¢ 800 nm) de varias solugdes de diferentes concentragdes de VP (em
etanol), excitando sempre em 575 nm. Para este estudo foi utilizado um
espectrofotometro de fluorescéncia (da Perkin Elmer, modelo MPF-44B).
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Por fim, foi construido uma curva de absorbincia (em 575 nm) versus
concentragdo de VP (com o auxilio de um espectrofotdmetro da Hitachi, modelo
U-2000). Utilizou-se, nesse experimento, uma cubeta de 1 cm de caminho 6tico.
As solugbes de VP foram preparadas em etanol. Este experimento foi realizado a
temperatura ambiente (25°C).

2.5- MEYV da Chromobacterium violaceum

Foram obtidas micrografias eletrdnicas da Chromobacterium violaceum,
utilizando um microscopio eletrdnico de varredura (da JEOL, modelo JSM-T300).

Uma ampola fechada contendo bactérias liofilizadas (Chromobacterium
violaceum CCT 3496), fornecida pela Fundagéo Tropical de Pesquisa e Tecnologia
“André Tosello” (CCT-Colegdo de Culturas Tropical), foi utilizada para a
obtengdo das micrografias. Um pouco do liofilizado foi colocado no porta-
amostras e metalizado com carbono. A ampliagiio das fotos é de 10.000 vezes.
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3- Resultados e Discussio

3.1- O biorreator, as garrafas de Roux (modificadas) e o algodio

A utilizagdo do biorreator ¢ das 8 garrafas de Roux modificadas resultou
na simplificagio das etapas de produgio e extragdo da violaceina. A
metodologia utilizada anteriormente era mais trabalhosa, pois fazia uso de 40
Erlenmeyers de 125 mL.

Aliado ao biorreator, esta a descoberta casual do algodio como meio de
produgdo da violaceina. Anteriormente, utilizava-se arroz cozido (Antonio,
1994; Melo, 1996). O dispéndio de tempo no cozimento (na autoclave, com
simultinea esterilizagdo) do arroz contido nos 40 Erlenmeyers, é contornado
com o algoddo, que ¢ simplesmente cortado e introduzido na garrafa de Roux.
O algoddo, inclusive, dispensa o uso da autoclave para a sua esterilizag#o.
Como o volume de in6culo (no algoddo) € grande, e o tempo de incubagio das
bactérias (também no algoddo) é curto (24 horas), a probabilidade do
crescimento de algum microorganismo extranho é minima.

Outra significativa vantagem do algoddo surge na etapa da extragdo com
etanol comercial. Ao contrério do arroz, a extragio da violaceina (do algoddo) ¢
praticamente quantitativa (ver fig. 3.1.1). Existe uma dificuldade muito grande
de extrair a violaceina remanescente, que se encontra impregnada no arroz. Se
aumentarmos o numero de extragdes, aumenta também a proporgio de
. impurezas no extrato bruto. Se fosse possivel extrair a violaceina (do arroz)
com facilidade e de maneira quantitativa, provavelmente obter-se-ia uma
quantidade em massa de violaceina, superior & massa obtida pelo método do
algodio.

A desvantagem do algodio € que ele requer volumes de inéeulo (de
suspens#o de bactérias) muito maiores, em torno de uma ordem de grandeza.
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(A)

(B)

figura 3.1.1- (A) Algodio apés a extracio
(B) arroz apés a extracio
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-3.2- Curva de crescimento celular

E importante lembrar que, neste experimento, a absorbéancia lida ndo se
deve 2 uma absorgdo de luz (devido a transi¢des eletrdnicas) e sim, ao
espalhamento de luz pelas bactérias. Quanto maior a concentragio de bactérias,
maior ¢ o espalhamento de luz, e menor ¢ a intensidade de luz que chega ao
detector, consequentemente, maior € a absorbancia lida (Brock et al., 1994).

Na tabela 3.2.1, encontram-se os valores de absorbancia e os respectivos
tempos nos quais as leituras foram feitas. As curvas 1 ¢ 2 correspondem a
experimentos iguais e independentes, isto ¢, sdo dois experimentos
independentes que foram feitos seguindo 0 mesmo procedimento experimental
(procedimento este que esta descrito no item 2.2).

CURVA 1 CURVA 2
Tempo(h) | ABS Tempo(h) |  ABS
0.42 0,05 0,50 0,04
292 0,24 2,50 0,17
3,87 0,50 5,00 0.62
5,42 0,72 6,33 0,78
8.55 0,83 9,50 0,83
11,33 0,89 10,83 0,84
2525 0,91 33,83 0,92

tabela 3.2.1- Dados de absorbincia ¢ tempo

Com estes dados, graficaram-se as curvas de crescimento celular (fig. 3.2.1).
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tempo em horas

figura- 3.2.1 Curvas de crescimento celular (absobéncia versus tempo);
as curvas 1 e 2 correspondem a experimentos independentes
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Pelo grafico, podemos ver que a fase final de crescimento exponencial (da
C. violaceum) se da aproximadamente em 10 horas. E nesta fase que as
bactérias se encontram em mdixima atividade para a sintesc de violaceina (De
Moss ¢ Evans, 1959), e por isso, escolheram-se bactérias desta fase para
inocular no algodio.

3.3- Extracéio e pré-purificaciio

Apbs as 24 horas de incubagédo da C. violaceum no biorreator, o algoddo
havia adquirido uma intensa coloragdo violeta e ainda se encontrava encharcado
com mejo de cultura. Ao espremer o algoddo, o excesso de meio (que se
apresentava bem turvo mas ndo violeta) foi retirado. A turbidez do meio, por
um lado, ¢ a intensa coloragéio violeta do algoddo, por outro, faz acreditar que
parte das bactérias se imobilizam nas fibras do algodio e as demais
permanecem em suspensdo. Ademais, somente as bactérias imobilizadas
produzem violaceina. Para certificar esta hipétese, futuros estudos devem ser
realizados.

Na primeira etapa da extragdo utilizou-se o etanol. Sabemos pela literatura
que a Chromobacterium violaceum é uma bactéria Gram negativa (Holt, 1984),
portanto, que possui uma camada fina de peptideoglicano e uma parede celular
rica em lipideos. Estes dois fatores favorecem a extragdio da violaceina (que é
intracelular). O etanol, ao extrair os lipideos da membrana externa da parede
celular, faz aumentar a permeabilidade da mesma. Por outro lado, a camada de
peptideoglicano da parede celular (por ser fina e pouco entrecruzada) nio
impede a passagem do etanol, permitindo que a membrana citoplasmatica
(bicamada fosfolipidica) seja atacada, resultando também num aumento da
permeabilidade da célula. O etanol também desnatura proteinas, € como a
membrana plasmatica ¢ a membrana externa da parede celular possuem
proteinas, este seria um terceiro fator responsavel pelo aumento da porosidade
da célula, favorecendo assim, a extragio da violaceina (Pelczar er al., 1980;
Brock et al., 1994).

A lavagem com agua retirou provavelmente restos de meio de cultura
porque observou-se a contaminagiio por fungos, desta Agua, quando deixada por
uma semana em béquer aberto sobre a bancada.

Na purificagdo em extrator tipo Soxhiet, o cloroférmio arrastou restos de
membrana e parede celular, ja que lipideos sdo soliveis neste solvente (Melo,
1996). O éter etilico arrastou deoxiviolaceina, alguns produtos ndo

identificados e tragos de violaceina (Duréan e al., 1983).
- Apos a recristalizagdio, obteve-se o extrato ESPR. O espectro de RMN-'H
- deste ESPR indicou que ele ainda estava impuro, como veremos mais tarde. Por

isso, recorreu-se a cromatografia (HPLC-preparativa) a fim de purificar a
violaceina.
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3.4- Purificaciao por HPLC

Apos extenso trabalho, determinaram-se as condigfes (descritas na parte
experimental) de operagdo do HPLC, a fim de purificar a violaceina (fig. 3.4.1).

figura 3.4.1- Cromatograma de uma amostra de ESPR dissolvida em etanol

A fragdo recolhida (de coloragéio violeta), indicada por uma flexa na fig,
3.4.1, possui tempo de eluigéo inicial de 26 minutos e final de 34 minutos. E
desta fragiio que obteve-se a violaceina pura (VP). O fato de aparecerem dois
picos se deve a dissolugio em etanol, pois ao dissolver o ESPR na fase mével
(75% metanol: 25% agua), apenas um pico aparece (ver fig. 3.4.2).
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figura 3.4.2- Cromatograma de uma amostra de ESPR dissolvida na fase
movel (atennaciio = 512)

A principio, acreditava-se que os dois picos (da fig. 3.4.1)
correspondessem a compostos diferentes, apesar das suas fragdes possuirem a
mesma colorag@io. Por isso, tentou-se melhorar a resolugdo do cromatograma,
variando as condi¢des do HPLC. Apds diversas temtativas, ndo foi possivel
separar os dois picos. Decidiu-se entiio coletar as fragdes “1” e “2”, indicadas

na figura 3.4.1 , e reinjeta-las no HPLC. Obtiveram-s¢ os seguintes
cromatogramas:

[
o

[
T

figura 3.4.3- Reinjecdo da fragiio coletada N° “1” (atenuacio = 128)
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32 .54

figura 3.4.4- Reinjecdo da fracio coletada N°® “2” (atenuaciio = 128)

Podemos observar que ambos cromatogramas possuem os memos tempos
de retengdo. Por outro lado, estes tempos sio iguais ao tempo de retengéio do
segundo pico da figura 3.4.1. Foi a partir destes resultados que comegou-se a
suspeitar de que ambos os picos pudessem corresponder a violaceina. Ao obter
o cromatograma da figura 3.4.2, esta ideia foi refor¢ada.

Foi num artigo, publicado em 1970 (Dimitrov, 1970), que nos baseamos
para encontrar uma explicagdo para o aparecimento dos dois picos. Este artigo
discute a existéncia de uma estrutura monomérica e outra dimérica da
prodigiosina, um pigmento produzido pela bactéria Serratia marcescens. Esta
bactéria foi primeiramente classificada como Chromobacterium prodigiosum,
isto ¢, fora considerada do mesmo género da Chromobacterium violaceum.
Mesmo sendo corrigida a classificagdo, ambas possuem muitas caracteristicas
em comum, como por exemplo: sio Gram negativas, possuem forma de
bastonete, produzem um pigmento intracelular, se movimentam por meio de
flagelos, somente na presenga de O, é que produzem o pigmento, os pigmentos
sdo antibidticos e insoliveis em agua (Melo, 1996; Lichstein ¢ Van de Sand,
1945).

Apesar da estrutura quimica da prodigiosina (fig. 3.4.5) ser bem diferente
da violaceina, as semelhangas descritas anteriormente podem nos sugerir, por
analogia, que o mesmo fendmeno (de formagio de dimeros e/ou trimeros e/ou
até agregados) possa estar ocorrendo com a violaceina.

Foram feitos estudos de fluorescéncia e¢ absorgdo mno visivel, como
veremos mais tarde, que comprovam a existéncia (em solugdo) destes agregados
moleculares de violaceina. Com isto, podemos justificar a existéncia dos dois
picos (t, = 30 min.; t, = 32 min.; no cromatograma da fig. 3.4.1) como sendo,
cada pico, violaceina em diferentes estados de agregagéio. A caracterizagiio por
RMN-'H ¢ “C do solido (obtido desta fragiio, entre 26 ¢ 34 minutos, que
contém os dois picos) confirmou ser violaceina pura, corroborando assim, a
explicagéo de que os dois picos correspondem a violaceina.
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figura 3.4.5- Estrutura da prodigiosina

Na figura 3.4.1, a fragdo com tempo de retengdo em torno de 46 minutos,
por apresentar uma coloragdo violeta-azulada, provavelmente corresponde a um
remanescente de deoxiviolaceina que ndo foi arrastado pelo éter na purificagdo
em Soxhlet. Existe também coeréncia no fato deste tempo de retengéo ser maior
que o da violaceina, porque como a coluna (fase estacionaria) ¢ apolar (C18), o
composto mais apolar (a deoxiviolaceina) vai interagir mais com a coluna e
consequentemente ter um tempo de retengio maior.

Por fim, para verificar a estabilidade da violaceina (dissolvida na fase
movel), coletou-se a fragdo “X”, conforme indicado na figura 3.4.2, estocou-se
por 10 dias (protegendo da luz) e reinjetou-se no HPLC.

T e

fig. 3.4.6- Reinjecfio da fraciio coletada “X* depois de 10 dias estocada
(protegida da luz) (atenuagiio = 128)

Em principio, podemos dizer que a violaceina néo se decompde.
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3.5- Caracterizagiio por RMN-'H e RMN-*C

A seguir, apresentamos os espectros de RMN-'H e '*C (desacoplado) do

ESPR e da VP.
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figura 3.5.1- Espectro de RMN-'H do ESPR dissolvido em DMSO-d6

contendo uma aliquota de TMS em CDCL;
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figura 3.5.2- Ampliagio da faixa 6,5-9,0 ppm do espectro do ESPR
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figura 3.5.3- Espectro de RMN-'H da VP dissolvida em DMSO-d6 contendo
uma aliquota de TMS em CDCL;
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figura 3.5.4- Ampliacio da faixa 6,5-9,0 ppm do espectro da VP,
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figura 3.5.5- Espectro de RMN-C (desacopliado) do ESPR dissolvido em
DMSO-dé6 contendo uma aliguota de TMS em CDCL;
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figura 3.5.6- Ampliagiio da faixa 96-175 ppm do espectro do ESPR
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figura 3.5.7- Espectro de RMN-"C (desacoplado) da VP dissolvido em
DMSO-d6 contendo uma aliguota de TMS em CDCL;
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figura 3.5.8- Ampliacfio da faixa 96-175 ppm do espectro da VP
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Ao comparar os dados da literatura, que se encontram na fig. 3.5.9
(Hoshino ez al., 1987a), com os espectros do ESPR ¢ da VP, podemos ver
claramente que o ESPR esta impuro € a VP € violaceina pura. A VP foi obtida,
da fragéio (indicada pela seta na figura 3.4.1) que contém os dois picos, € ndo se
apresentaria pura, nos espectros de RMN, se os picos correspondessem a
compostos diferentes.

. Violaceina
Posigio
H e
i R R Y
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figura 3.5.9- Dados da literatura referentes a0 RMN-'H e °C da violaceina

Os picos que ndo sdo da VP e que aparecem no espectro de RMN-'H,
correspondem a: 0 ppm - TMS; 2,5 ppm - DMSO; 3,3 ppm - H,O do DMSO:;
8,3 ppm - cloroférmio. J& no espectro de *C: 0 ppm - TMS; 39 ppm - DMSO;
79 ppm - cloroférmio.

Existem apenas dois picos, nos espectros de 'H ¢ '>C (da VP), que ndo
foram identificados. Um deles se encontra no espectro de 'H, em 1,25 ppm; o
outro, no espectro de °C, em 98,2 ppm. Por aparecer um pico em cada

26



espectro, e ambos de baixa intensidade, podemos considerar que néo se trata de
uma impureza em quantidade significativa, presente na violaceina (VP).

O pico da 4gua ¢ intenso porque 0 DMSO ¢ higroscépico. Mas este dado
ndo nos garante que a VP obtida esta isenta de agua. Por isso, decidiu-se fazer
uma anélise termogravimétrica.

3.6- Analise termogravimétrica

Na figura 3.6.1 encontra-se o resultado da analise termogravimétrica, feita
com uma amostra de 0,9410 mg de VP.
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figura 3.6.1- Termograma de uma amostra de VP

Como no termograma observamos perda de massa somente a partir de
170°C, este ¢ um forte indicativo que a VP esta isenta de agua.

Com respeito ao ponto de fusdio da violaceina, a literatura traz os
seguintes dados: p.f. > 360°C, com decomposicdo (Perkampus et al., 1971); p.f.
> 350°C, com decomposigdo (Bycroft, 1988). No termograma da VP observa-se
uma transi¢3o que tem inicio em 386°C. Provavelmente esta seja a temperatura
de decomposigéio da violaceina, nas condigdes em que foi feita a analise. Com

- relagdio a transig@o que tem inicio em 170°C, esta pode ser devida a sublimagéo
- da violaceina. Para determinar estas questées, mais estudos devem ser
realizados,
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- 3.7- Anilise cromatogrifica gasosa

A figura 3.7.1 mostra o cromatograma do solvente utilizado (etanol grau
HPLO). ;

-

1
figura 3.7.1- Cromatograma do solvente (etanol gran HPLC)

O cromatograma da VP, dissolvida no etanol (fig. 3.7.2), se mostrou igual
ao cromatograma do solvente. A violaceina deve ter ficado retida na coluna ou
o seu tempo de retengdo é muito grande pois, nos 60 minutos monitorados, ndo
observou-se o aparecimento de nenhum pico.

L

figura 3.7.2- Cromatograma da VP dissolvida no etanol grau HPLC

i_.
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Abundance

Uma possivel interpretacio deste resultado, confirma a idéia da violaceina
obtida estar pura. Mesmo ndo observando o pico referente a violaceina, se ela
possuisse impurezas, estas seriam detectadas pelo DIC no caso de considerar
por hipétese, que as impurezas néo séo retidas na coluna cromatografica. Como
ndo observou-se o aparecimento de nenhum pico, nos 60 min monitorados,
concluimos que a violaceina obtida esta pura. Mas € importante frisar que esta
conclusdo somente ¢ valida se a hipétese, das impurezas ndo ficarem retidas na
coluna, for verdadeira.

3.8- Anilise por espectrometria de massa.

Obtivemos um espectro de massa, da VP, conforme mostra a figura 3.8.1.
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figura 3.8.1- Espectro de massa da VP

Verificamos a presenga do ion molecular de m/z = 343 e de 3 ions em
grande abundéancia, de seguintes valores: 104,133 e 214. A literatura (Riveros et
al., 1988) atribui o seguinte fragmento ao ion de m/z = 133.

H

|

N H
S
HO " h

figura 3.8.2- Fragmento de m/z = 133
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provavelmente formado da seguinte maneira:

m/z 343 m/z 343

2 —i
[«

m/z 343 m/z 133

figura 3.8.3- Formacio do fragmento de m/z = 133
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3.9- Caracterizacio por IV

O espectro no infravermelho da VP se encontra a seguir, na figura 3.9.1.

45—

figura 3.9.1- Espectro no IV da VP (pastilha de KBr)

O espectro ¢ idéntico ao da literatura (Antonio, 1994), indicando que foi
obtida violaceina pura.

A banda larga entre 3650 ¢ 3000 cm™ corresponde a frequéncia de
deformago axial do N-H e O-H. Em 2930 cm” temos a vibragio de
estiramento da ligagdo C-H.

A banda em 2350 cm corresponde ao CO, atmosférico (Robinson, 1991).

De acordo com a literatura (Laatsch e Thomson, 1984; Riveros et al.,
1988), as bandas em 1680 ¢ 1655 cm™ comespondem ao estiramento C=0, ¢ a
banda em 1610 cm™, ao estiramento C=C.
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3.10- Caracterizagao por UV-VIS

Na figura 3.10.1, apresentamos o espectro no UV-VIS da VP (dissolvida

em etanol).
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figura 3.10.1- Espectre no UV-VIS da VP (51,9 pg/ml)

O espectro apresenta quatro bandas com maximos em: 210; 258; 372: e
575 nm. Também pode-se observar um ombro em 296 nm. Estes dados sdo

condizentes com os da literatura (Perkampus et al., 1971; Riveros 1986).

3.11- Curva de absorbincia versus concentracdo de VP

A curva se encontra na figura 3.11.1.
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figura 3.11.1- Curva de absorbancia versus concentracio de VP

Os dados utilizados para construir a curva se encontram na tabela 3.11.1.

Concentraciio (ng/ml) Absorbiincia
3,2 0,11
5,1 0,165
16,1 0,508
32,2 1
51,9 1,45
80,5 2,45
103,8 2,7
1383 2,925
221,8 2,9
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Podemos observar que o desvio da linearidade (desvio da lei de Beer)
comeca em ~ 80 pg/ml. Por isso, utilizaram-se apenas os 6 primeiros pontos
para calcular o coeficiente de extingfio (g). Por regressdo linear, obtem-se:

£ = (2,97 £0,09) 10° mL.pg.cm’

O valor 0,09.107 corresponde & estimativa do erro padrdo. O coeficiente
de correlagdo (r), remeteu ao valor de 0,998, Na literatura (De Moss e Evans,
1959, De Moss, 1967), encontra-se o valor &g = 3,13.10” mL.ug cm”. Nés
construimos a curva monitorando em A, = 575 nm e utilizando etanol como
solvente, enquanto que a literatura utilizou A, = 565 nm e uma mistura
contendo acetona como solvente. Apesar destas diferengas, estatisticamente nio
podemos afirmar que eqy) ¢ diferente do valor obtido experimentalmente por

nds, pois o valor da literatura estd praticamente contido no nosso intervalo de
confianga, que é de apenas 65%.

O pnncipal interesse na construgdio desta curva, é poder estimar,

futuramente, a proporgdo de violaceina nos extratos que ainda possuem
impurezas.

3.12- Curva de Age absorciio méxims) VEFSUs temperatura

Na figura 3.12.1 temos a curva e na tabela 3.12.1 os respectivos dados
experimentais.

N = 519 ugmi

574 4 n \m
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N
\\
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o 10 20 30 40 50 & 7
temperatura (°C)

figura 3.12.1- Curva de Ae absorcto mixims) VETSUS temperatura
(de uma solucgiio de VP em etanol)

34



Temperatura (°C) Amiy (M)

4 576
9.9 574
19,9 574
30 572
40,1 572
50,1 570
65,1 568

tabela 3.12.1- Dados experimentais utilizados para
coustruir a curva

Esta variagio, de Amix €m fungdo da temperatura, ¢ um primeiro indicativo
de que possivelmente tenhamos equilibrios entre espécies agregadas (dimeros
trimeros, ...) em solugdo. A seguir, o estudo de fluorescéncia nos apresenta
evidéncias para a existéncia destes equilibrios.

3.13- Estudo de fluorescéncia

A figura 3.13.1 apresenta os espectros de fluorescéncia da VP (dissolvida
em etanol) em diferentes concentragdes. O comprimento de onda de excitagao,
em todos os eéspectros, foi de 575 nm.
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figura 3.13.1- Espectros de fluorescéncia da VP (solvente: etanol)
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Podemos observar um sistema complexo de bandas que se modificam ao
simplesmente variar a concentragdo da VP.

Ao passar de 110 para 40 pg/ml, o aumento da intensidade de
fluorescéncia ¢ um forte indicativo de que agregados de violaceina estdo se
desfazendo. Isto porque, no agregado, a energia emitida por uma molécula
(excitada) pode ser facilmente absorvida por outra, do proprio agregado.

Na faixa de 12 a 23 pg/ml, observa-se o aparecimento de uma banda em
680 nm, indicando que alguma espécie estda sendo formada. Ao diluir ainda
mais a solugéio, esta banda diminui de intensidade e desaparece.

Ao comparar o espectro de 110 pg/ml. com o de 1,5 pug/mL, pode-se
observar um deslocamento no comprimento de onda maximo de emissdo. Em
110 pg/ml temos Apscemiss = 700 nm, € em 1,5 pg/mL temos Amax emiss. = 675
nm. A existéncia destes valores diferentes de Aguemiss. (em diferentes
concentragdes da VP) provavelmente se deva a existéncia também, de formas
agregadas diferentes, da violaceina, em solugéo.

Portanto, com este estudo concluimos que a violaceina, em solugio,
- possui equilibrios entre formas agregadas (dimeros, trimeros, tetrimeros, ...).

3.14- MEYV da Chromobacterium violaceum

Para fins ilustrativos, apresentamos duas micrografias eletrénicas da
Chromobacterium violaceum (CCT 3496), conforme mostra a figura 3.14.1.
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figura 3.14.1- Micrografias eletrénicas da Chromobacterium violaceum
(CCT 3496)
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O procedimento de preparagdo da amostra para fazer as micrografias foi
inadequado. A principio haviamos descartado os resultados obtidos, mas ao ver
algumas micrografias de bacilos e da propria C. violaceum (Pelczar et al., 1980;
Ueda et al., 1994), decidiu-se por incluir as micrografias no trabalho.

As micrografias da figura 3.14.1, mostram que as bactérias possuem
forma de bastonete, por isso, sdo consideradas bacilos. O comprimento delas
varia aproximadamente entre 2 e 3 um. Estas observagdes estdo de acordo com
a literatura (Holt, 1984; Ueda e/ ai., 1994).

Nossas micrografias eletrénicas ndo mostram os flagelos da C. violaceum.
Provavelmente isto se deva, por um lado, ao fato de ndo termos preparado a
amostra de forma adequada e, por outro, a morte das bactérias por causa de
uma liofilizagio inadequada, ou de um tempo excessivo de estocagem do
liofilizado, ou até de uma estocagem incorreta do liofilizado. Estas trés dltimas
possibilidades foram levantadas porque ndio conseguiu-se reativar as bactérias
liofilizadas, da ampola utilizada para fazer as micrografias.
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4- Conclusdes

¢ Padronizou-se um procedimento de produgdo, extragio e purificagio da
violaceina.

¢ Obteve-se a violaceina pura, de acordo com os métodos de caracterizagio e
analise.

¢ Descobriu-se o algoddo como meio de produgéo de violaceina.

4+ O algoddo mostrou-se um otimo meio para futuros estudos quantitativos,
pois a extragio da violaceina (com etanol) € praticamente quantitativa.

¢ Projetou-se e construiu-se um biorreator tipo “BPS” (Biorreator de
prateleiras para superficies) que facilita o trabalho do operador nas etapas de
produgdo e extragdo da violaceina.

¢ Mostrou-se que a violaceina, em solugdo, possui formas agregadas que se
encontram em equilibrio.
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