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RESUMO
Neste trabalho foram estudadas propriedades fisico-quimicas e biolégicas de

um pigmento bacteriano. O composto, denominado violaceina, possui massa molar
de 343,34 g mol™ e ¢ produzido pela bactéria Chromobacterium violaceum.

Fermentagdes realizadas com a C. violaceurm mostraram que a produgio de
violaceina € maior na presenga de uma concentracdo mais elevada de O,. A adigio
de catalase, no inicio da fase exponencial de crescimento, induz a uma queda na
producgio do pigmento. Estes resultados indicam que a violaceina poderia ser uma
molécula produzida pela célula com a “finalidade” de protegé-la do estresse
oxidativo (i. e., o pigmento seria um antioxidante).

Experimentos de RPE (ressonéncia paramagnética eletrénica) do pigmento
puro no estado sélido mostraram que o primeiro estado excitado triplete encontra-se
0,71 kcal mol™ acima do estado fundamental singlete. Este valor muito baixo - para
o dirradical no estado excitado - indica que 0 pigmento possui uma forma radicalar
estavel. Desta forma, este resultado corrobora a hipétese da violaceina ser um
anﬁoxidante.. :

Por dltimo, foram realizados estudos de absor¢dio e emissdo eletrénica da
violaceina. Em solug#o, ela apresenta duas bandas de fluorescéncia. A fluorescéncia
normal foi atribuida a transi¢io S; — Sy ¢, a an6mala, a um exciplexo formado entre

a violaceina e o solvente.
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ABSTRACT

In this work we studied physico-chemical and biological properties of a
bacterial pigment. The compound, named violacein, has a molar mass of 343.34 g
mol™ and is produced by Chromobacterium violaceum.

Fermentations done with C. violaceum showed that the production of
violacein is increased in the presence of a higher concentration of O,. Addition of
catalase, at the beginning of the exponential growth phase, induced a decrease of the
production of the pigment. These results indicate that violacein could be a
compound produced to protect the cell from oxidative stress (i. e., the pigment
would be an éntioxidant).

EPR (electron paramagnetic resonance) experiménts done with the pigment in
the solid state showed that the first excited triplet state is 0.71 kcal mol™ above the
singlet ground state. This very low value — for the excited diradical — indicates that
the pigment possesses a stable radical form. So, this result is in agreement with our
hypothesis that violacein should be a molecule produced to “work” as an antioxidant
for the bacterium.

At last, electronic absorption and emission studies were performed with
violacein. In solution, the pigment presents two fluorescence bands. The normal one
is associated to the S; — S, transition and, the anomalous fluorescence, to an

exciplex formed between violacein and the solvent.
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1- Introducao

1.1- Geral

Microrganismos sintetizam compostos quimicos de baixa massa molar. Denominam-
se de metabdlitos secundarios (MSs) aqueles que sdo biossintetizados na fase estaciondria
do crescimento celular. A fung@io destes MSs na fisiologia dos microrganismos &, de

acordo com a literatura, uma questéio ainda de intenso debate.’
| A Chromobacterium violaceum é uma bactéria quimiorganotréfica, Gram-negativa e
anaerdbia facultativa. Normalmente € considerada nfo-patogénica para os humanos; possui
formato de bastonete com dimensdes de aproximadamente 0,5-1 x 2-3 um; se locomove
por meio de um flagelo polar ¢ de um a quatro flagelos laterais. Ela é sapréfita e se
encontra em amostras de solo e dgua de regides temperadas, mas principalmente de regides
tropicais e subtropicais do planeta.’

A Chromobacterium violaceum produz um pigmento intracelular chamado de
violaceina. Reilly ¢ Pyne foram os primeiros a estudar mais detalhadamente a estrutura
quimica deste pigmento.’ Eles seguiram um procedimento de extragfio e purificacdio e
sugeriram a formula molecular CsoHs90;5Ns.

A paftir de entfio surgiram vérias sugestSes de diversos autores para a férmula
molecular e a estrutura quimica da violaceina, todas sem sucesso. Ballantine e
colaborac_lores foram os que deduziram, em 1958, através de estudos de degradagdo e
sfntese, a estrutura correta da violacefna (Figura 1.1).*

Estes pesquisadores também propuseram corretamente a estrutura do pigmento
produzido em menor proporgdo pela C. violaceum: a deoxiviolaceina. A tnica diferenga

entre esse pigmento e a violaceina ¢ que a deoxiviolaceina nfio possui o grupo hidroxila.



grupo 2-pirrolidona

grupo oxindol
(OX)

grupo 5-hidroxindol
(SHD

Figura 1.1 - Estrutura quimica da violaceina (C1H130;N3).

Os cientistas Lichstein ¢ Van de Sand foram os primeiros a fazer um estudo
abrangente das propriedades antibidticas da violaceina. Este estudo encontra-se relatado
nuin artigo publicado em 1945 no Jowrnal of Infectious Diseases.” Até aquela data haviam
- sido reportadas a morte por septicemia, devido a C. violaceum, de 3 pessoas nos EU.A.. O
que chamou a atengfio de Lichstein € Van de Sand nas lesdes de pele das vitimas era a
auséncia de microrganismos contaminantes, levando-os a suspeitar da possivel atividade
antibidtica 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
inibitério no crescimento de bactérias Gram-positivas, e pequeno efeito, nas Gram-
negativas. _

A partir de entdo, além da atividade bactericida, surgiram trabalhos atribuindo a
violaceina propriedades tripanocida,® anti-viral,’ e até tumoricida.® A violaceina também

apresenta atividade citotoxica em células de mamiferos.’
| Em abril de 1976, na frente da estagfio de tratamento de 4gua da cidade de Manaus,
foi recolhida uma amostra de dgua proveniente de uma profundidade de 30 metros. O
objetivo era 0 de realizar uma andlise bacteriologica desta amostra, e os resultados

indicaram a existéncia de apenas dois tipos diferentes de col6nias bacterianas: colOnias



brancas e colénias violetas. As violetas foram identificadas por Wilson Chagas de Araiijo,
do Instituto de Microbiologia da UFRJ, como sendo a Chromobacterium violaceum. Foi a
primeira vez que se isolou e estudou este microrganismo no Brasil. 5®

Com esta descoberta, levantou-se mais uma hipitese para explicar o porque da cor
negra das aguas do rio Negro. A responsdvel seria a C. violaceum por se encontrar em
grande quantidade nas 4guas do rio e por produzir o pigmento escuro conhecido por
violaceina.*®
Em meados do século XIX, o naturalista alemdo Alexander von Humboldt chamou a
- atengdo para a auséncia de insetos hematéfagos 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 “4gua preta” & toxica ou faltam
nutrientes.'® Na mesma ¢poca 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 mosquitos”.!! Hoje sabemos que as aguas do rio e amostras das margens
contém a Chromobacterium violaceum, podendo entdio ser esta a chave para responder s
indagages dos naturalistas europeus do século passado.
- A violaceina € classificada como um MS'? ¢ a sua fungdo na fisiologia da C.
violaceum ainda permanece desconhecida."> Numa revisio feita por De Moss, ele aponta
para algumas hip6teses.* Uma delas postula que a concentragfio intracelular de triptofano
deve-se manter baixa (em quantidade ndo toxica) e que a violaceina seria um metabélito
final da degradaggio do excesso de triptofano. Outra sugere que a violaceina foi uma forma,
encontrada pela bactéria, de armazenar residuos ind6licos. Estes residuos serviriam como
precursores para a biossintese de triptofano. Uma terceira hipétese atribui & violaceina um

papel de protetor contra a radiag@o, prevenindo assim, a C. violacewm de efeitos
fototéxicos.

Além destas hipédteses, nfio podemos esquecer da atividade antibi6tica 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 produgdio de violaceina era consideravelmente reduzido. Este provavelmente foi
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o0 primeiro trabalho a indicaf um papel importante do oxigénio molecular na biossintese da
violaceina."®

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 ¢ de L-triptofano. A C. violacewm nfio consegue sintetizar o pigmento a partir de
D-triptofano. A bactéria tampouco consegue sintetizar a violaceina a partir de L-triptofano
na auséncia de 0,."° Na segunda descoberta, utilizando L-triptofano marcado (com "*C) em
diferentes posi¢cdes, De Moss ¢ Evans concluiram que, com excegiio do carbono
carboxilico (C1), o L-triptofano € incorporado na violaceina. Provavelmente este carbono é
eliminado por um processo de descarboxilagfio durante a biossintese.'’

Em 1986, fazendo uso dos triptofanos [2-"C] e [3-"*C], Hoshino e colaboradores
descobriram que os carbonos do grupo 2-pirrolidona da violaceina eram provenientes da
cadeia lateral do L-triptofano (Ci, C2, C3).18 Alguns meses mais tarde os mmesmos
pesquisadores descobriram a origem dos atomos de O € N do grupo 2-pirrolidona, fazendo
uso dos is6topos '*O e "°N. O nitrogénio é proveniente do grupo amino ligado ao carbono
a (C2) do L-triptofano e os trés 4atomos de oxigénio da violaceina sfio provenientes do
oxigénio molecular.”

Trabalthos posteriores revelaram a capacidade da C. violacewm de sintetizar
compostos parecidos com a violaceina, como por exemplo a oxiviolaceina, o HS-1 ¢ a
pseudodeoxiviolaceina, a partir de substratos outros que ngo o L-triptofano.*

Durén e colaboradores, num estudo com radio-isétopos, sugeriram que, além do L-
triptofano, a C. violaceum é capaz de sintetizar a violaceina a partir do indol-3-dcido
acético.”!

Também ja foram isoladas e identificadas algumas enzimas da C. violaceum. Por
exemplo: a L-triptofano 2°, 3>-oxidase, que catalisa a formag#o de uma dupla ligacdo entre
os carbonos o ¢ B (C2 e C3) do triptofano;* a fenilalanina hidroxilase, que catalisa a

‘converso de L-fenilalanina a L-tirosina mediante oxigénio molecular.?



1.2- Objetivo

O nosso propdsito, neste trabalho, foi o de investigar uma possivel fun¢io da
violaceina na fisiologia da Chromobacterium violaceum e, para tal, duas abordagens foram
adotadas: 1) a microbiol6gica, mediante a realizacdo de fermentagdes; 2) a molecular,
através de estudos fisico-quimicos da violaceina fazendo uso das técnicas de ressonéncia
paramagnética eletrénica (RPE), espectroscopia de absorgdo eletronica e espectroscopia de
emiss#o eletronica.

1.3- A Hipdtese

Dados da literatura™ e resultados que obtivemos®, nos levam a crer que a violaceina
possui uma fungdo equivalente & dos carotendides (ie., a de possuir uma fungio
antioxidante). A principal fungéio dos carotenéides para as células que os produzem, € a de
protegé-las dos danos oxidativos provocados pelas EROs (e.g., *OH, O,", HO,», 'O,

H;0;) geradas nas proprias células. Algumas destas reagBes geradoras de EROs
encontram-se na Figura 1.3.1.%

UQH; + 0, > UQH+ O, + H'

UQH:+ 0, > UQ+ 0, + H' (reagiio de Boveris-Cadenas)
20,7 +2H —> H;0,+ 0, (catalisada pela SOD)

H,0, + M'™ — «OH + OH + M"®D (reaciio de Fenton)

H,0,+ 0, — «OH+ OH +'0, (reacdo de Haber-Weiss;
catalisada por metais)

* Mportiring) + AV = 'M = *M; *M + 0, > M + 10,

Figura 1.3.1 — Reagdes mostrando 2 formaciio de EROs.



A s;guk; encontram-se¢ alguns exemplos de EROs que danificam biomoléculas
oxidativamente.

Proteinas, por exemplo, s3o danificadas pelo ataque a seus grupos laterais e pela
abstragio de hidrogénios ligados a carbonos-« (Figura 1.3.2).7
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Figura 1.3.2 — Proteina sofrendo abstracéio de hidrogénio.

Membranas biolégicas podem sofrer peroxidagdo lipidica (Figura 1.3.3).%
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Figura 1.3.3 — Mecanismo de peroxidaciio lipidica.
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Bases nitrogenadas do ADN podem ser oxidadas pelo oxigénio singlete causando
mutacio (Figura 1.3.4).29

0 0
HN)&N 1o, N N
| — 0
HZN*\N 1\? HzN)\N T*,{>=
R OH »

Figura 1.3.4 — Oxidaciio da guanina pelo oxigénio singlete.

Existem dois principais mecanismos pelos quais os carotendides protegem as células
das EROs: 1) sequestrando radicais livres (i.e., reagindo com os radicais)’*’; 2) desativando
o oxigénio singlete e moléculas fotossensibilizadoras (e.g., clorofilas, citocromos, flavinas)
através de transferéncia de energia (quenching)’'. Um terceiro mecanismo é a absorgio
direta de luz pelos pigmentos, impedindo que: a) a luz UV promova quebras homoliticas de
ligagdes quimicas que resultariam na destruigio de biomoléculas® ; b) que a luz UV-vis

excite biomoléculas fotossensibilizadoras™.

1.4- Ressondncia paramagnética eletronica

O elétron pode ser considerado uma particula que possui rotagdo em torno de seu
eixo. Desta forma, pode-se atribuir & particula um momento angular. De acordo com o0s
principios da mecénica quéntica, o vetor momento angular po'ssui um niémero finito de
orientagdes, i.e., ¢ uma grandeza quantizada. O nimero de orientagdes € dado por 2S5 + 1,
onde S é o nimero quéntico de spin do sistema (para o elétron S = %). Portanto, pode-se
ver que o elétron possui duas orientacdes possiveis para a seu momento angular. Ambas

apresentam angulos de aproximadamente 35° ¢ 145° entre o vetor momento angular ¢ o
eixo z. |



Uma vez que o elétron possui carga, o seu vetor momento angular (S_ﬁ) esta
necessariamente associado a um momento magnético (ﬁ). A express#io que relaciona ambas

quantidades encontra-se a seguir:**

—

= -g @

c
2me
g ¢ o fator de separagdio espectroscopico; e a carga do elétron; m a massa do elétron; ¢ a
velocidade da luz; i = h/2n (h = constante de Planck).

- Na presen¢a de um campo magnético externo, momentos magnéticos tendem a se
alinhar ao campo buscando atingir um estado de minima energia. A energia de um sistema
em fungfio dos diferentes 4ngulos (0) entre p € 0 campo magnético externo (H) € dada

por:>’

E=-pHcos® (1)

Na presenga de um campo externo, o eixo z do elétron se alinha ao campo externo, €
assim, o momento magnético do elétron forma dngulos de 35° ou 145° com o campo H.
Podemos rescrever (II) em fung3o da componente do momento magnético na diregéio z (M,
= cos 0):

E=-w, 4 (1)

Para obter p, de (I), utiliza-se a projecio do momento angular SH no eixo z, i.e., M h

(M, = +% e M, = -¥ sdo os nimeros quénticos de spin das componentes no eixo z). Logo:

!_~'z='-g £ ME (V)

2mc



. O magneton de Bohr (B) é dado por:

Substituindo (V) em (IV), obtém-se:

r=-gpM; (VD
-Ao substituir (VI) em (III) obtém-se:
E=gBHM; (VI

Os valores de M; para o elétron sfio M; = + % e M; = - %. Cada um destes valores
corresponde 4 cada uma das duas orientagSes do elétron. Portanto de acordo com (VII), a
energla de cada um destes estados de spin seré:

E+=+‘/ngH.
E-=-2¢gBH
e a diferenca de energia entre os estados,
AE=E.-E.=gBH (VIII)

Este tipo de separagfio dos niveis de energia dos estados de spin, mediante a aplicagiio
de um campo‘m_agnético, € chamado de Efeito Zeeman.



A condi¢do de ressonéncia se d4 quando H ¢ AE = hv = energia do féton da radiago

eletromagnética, satisfazem a equaciio (VIII). Ocorre assim a absor¢éio de energia e obtém-
se 0 espectro de ressonfncia paramagnética eletrnica.

Zero field Field H Energy
[ Mg=1% E.=(3)g8H

D! hy =g8H

Y M;=-% E.=(-¥)g8H

Figura 1.4- Desdobramento Zeeman dos
estados de spin devido A aplicacfio de um
campo externo H,

Substituindo AE por hv e, os valores das constantes, em (VIII), obtém-se, apds

rearranjar a expressdo:

v (em GHz)
H (em Oe)

g = 714,48 10 Oe Hz!

Expressiio para a obtenciio do fator-g.
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1.5- RPE de dirradicais triplete’®®

Uma espécie contendo dois elétrons desemparelhados possui S = 1. O ntimero de
orientagdes possiveis para o0 momento magnético desta espécie € 2S + 1 = 3. Portanto, os 3
estados de spin caracterizados por M; = 1, M;=0e M, = -1, napresengademncampo
externo, serdo separados conforme mostrado na Figura 1.5.1.

Figura 1.5.1- Desdobramento Zeeman dos estados de spin - de uma espécie que possui dois
elétrons desemparethados que niio interagem entre si — com o aumento do campo magnético
externo.

Esta abordagem ndo leva em consideragsio a chamada interagio dipolar entre os dois
elétrons desemparelhados. Na interado dipolar — caracterizada pelos zero field splitting
parameters D e E (ver item 3.2.5) — cada elétron sente o campo magnético gerado pelo spin
do outro ¢, em consequéncia, 0 campo sentido pelo elétron passa a ser uma resultante entre
0 campo externo ¢ o gerado pelo elétron vizinho. Uma vez que a energia da interagio

11



dipolar ¢ da mesma ordem de grandeza da interagdo do momento magnético da molécula e
0 campo externo, obtém-se espectros de RPE que apresentam absorgdes muito separadas
entre si. No exemplo da Figura 1.5.2 (naftaleno triplete) pode-se observar uma separagéo

de mais de 2000 gauss entre as ressonéncias.

Ms =4l
-
o
L4
=
w
' aAM=1
Mg=0Q

u‘-t pe e o - ae o ey .-

ke il o = ————————

..qhu-
-—

Figara 1.5.2- Desdobramento Zeeman dos estados de spin - de uma espécie triplete que
apresenta interacio dipolar entre os elétrons — com o aumento do campo magnético externo.
O espectro apresentado corresponde ao de moléculas igualmente orientadas de naftaleno
triplete com eixo molecular z paralelo ao campo H (espectro obtido utilizando banda-X).

Além disto, a intemgio dipolar ¢ anisotrépica, o que significa que o espectro de RPE
.- 'de uma amostra contendo espécies dirradicalares diluidas orientadas randomicamente,
apresentara absoﬁ;éo em campos diferentes. A Figura 1.5.3 apresenta o espectro teérico de
RPE de moléculas de naftaleno triplete orientadas randomicamente.’’

12



(a)
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Figura 1.53- Espectros tefricos de RPE de moléculas de naftaleno triplete orientadas
randomicamente (D = 0,10046 ¢ E = 0,01536 cm™); (a) espectro de absorgiio; (b) derivada da
absercio.

E importante atentar para o fato de que somente as moléculas que possuem um eixo
molecular aproximadamente paralelo a0 campo é que vdo apresentar sinais (da transi¢io
AM; = 1) de significativa intensidade.*®

- Agora, se tivermos uma amostra nfo diluida contendo as espécies dirradicalares
orientadas de forma randdmica — como é o caso de uma amostra policristalina — teremos
um aumento na largura das bandas devido as interagdes entre as moléculas. A Figura 1.5.4
apresenta o espectro de RPE do cation fenalenilio (AH =700 gauss).*®
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Figura 1.5.4- Espectro de RPE do estado triplete do cition fenalenilio.

.o

Cition fenalenilio

Assim como o naftaleno, o cétion fenalenilio possui um estado fundamental singlete.
Para obter o especu'o de RPE, irradia-se - a baixa temperatura (e.g., 77 K) - um vidro
orgénico contendo o cétion. Desta forma, a espécie € promovida para o primeiro estado
excitado singlete que por cruzamento intersistema decai para o estado triplete.
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2- Parte experimental

2.1- Curvas de calibragdo

2.1.1- Concentragiio de células

Foram construidas duas curvas de calibragfio seguindo dois procedimentos distintos.
Ambos procedimentos foram elaborados com base na referéncia de Diaz er al.! O
microrganismo utilizado foi a Chromobacterium violaceum (linhagem CCT 4857) obtida
na Fundagio Tropical de Pesquisas e Tecnologia “André Tosello”.

PROCEDIMENTO A

Foram inoculados 100 pL de uma suspensdo de C. violaceum’ num Erlenmeyer de
500 mL que continha 200 mL de MCL*® estéril. O Erlenmeyer foi posto num agitador
orbital selecionado em 120 rpm ¢ 30 °C. Em tempos diferentes mediu-se a ABS g 720 o d2
suspensfo de bactérias num espectrofotdmetro DU-640B (Beckman), fazendo uso de uma
cubeta de 3 mL e 1,000 cm de caminho &ptico. O branco das leituras era agua destilada.
Nos mesmos tempos foram retiradas do Erlenmeyer amostras de 0,1 mL e realizadas
diluigGes apropriadas. Da suspensdo mais diluida, era retirada uma aliquota de 0,1 mL e
esparramada - mediante espétula de Drigalski - numa placa de Petri de 10 ¢cm de diametro
contendo MCS* estéril. Ap6s aproximadamente 24 h, contava-se o niimero de colbnias
formadas em cada placa de Petri.

PROCEDIMENTO B

Foi inoculado 1 mL de uma suspensio de C. violaceum® num fermentador BIOFLO
Il (New Brunswick) que continha 3 L - a 30 °C - de MCL estéril. Sob agitacdo de 120
rpm, 6 meio havia sido previamente aerado (V) = 1,5L min™") pelo tempo necessério (-3
h) até a obtengfio de uma leitura estivel de TOD. Logo apés o indculo, a agitaco foi
mudada para 190 rpm e a vazio de ar cessada. Ap6s 11,5 h, iniciou-se o borbulhamento de
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O; com vaziio de 2 L min™ e, em tempos diferentes, mediu-se a ABS sy 720 am 02 Suspenséo
de bactérias num espectrofotémetro DU-640B (Beckman), fazendo uso de uma cubeta de 3
mL e 1,000 em de caminho 6ptico. O branco das leituras era 4gua destilada. Nos mesmos
tempos foram retiradas do fermentador amostras de 0,1 mL e realizadas dilui¢des
apropriadas. Da suspens#&o mais diluida, era retirada uma aliquota de 0,1 mL ¢ esparramada
- mediante espatula de Drigalski - numa placa de Petri de 10 cm de didmetro contendo
MCS estéril. Apos aproximadamente 24 h, contava-se o nimero de coldnias formadas em
cada placa de Petri.

CURVAS OBTIDAS
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Figura 2.1.1-1- Concentragio de células
versus absorvancia aparente (lida a 720 nm
num espectrofotémetro DU-640B) - dados
obtidos pelo PROCEDIMENTO A.

ABS ) 720 rem
Figura 2.1.1-2- Concentraciio de células
versus absorvincia aparente (lida a 720 nm
num espectrofotdmetro DU-640B) - dados
obtidos pelo PROCEDIMENTO B.

Com excegdio das fermentagSes exploratérias (item 2.2.1), em todas as demais a
ABSp, foi lida —(a fim de determinar a CC) num espectrofotdmetro DU-70 (Beckman).
Portanto, os valores de ABSy) das figuras 2.1.1-1 e 2.1.1-2 foram corrigidos, conforme
mostrado na Figura 2.1.1-3, e graficados na Figura 2.1.14.
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Figura 2.1.1-3- Transformacio de leituras
(de absorvincia aparente) feitas no
espectrofotémetro DU-640B para o DU-70.
Também ¢ mostrada a fungio (obtida por
regress#o linear) que converte as leituras.
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Figura 2.1.1-4- Concentragio de células
versus absorvincia aparente (lida a 720 nm
num espectrofotbmetro DU-70). Na figura
encontram-se sobrepostos todos os pontos
(corrigidos) das figuras 2.1.1-1 e 2.1.1-2.
Também € mostrada a fungdo (obtida por
regressio linear) que relaciona a ABS,, &
CC.

2.1.2- Concentracio de violaceina

A violaceina utilizada para a
construgdo da curva de calibracdo da
Figura 2.1.2 foi obtida de acordo com
o método descrito na literatura.® Foram
preparadas 11 solugBes de violaceina
(de 4,6 a 144 umol L™) em etanol. A
ABSs75 gm de cada solugiio foi medida
espectrofotdmetro DU-70
(Beckman) fazendo uso de uma cubeta
de 3 - mL com 1,000 cm de caminho
Optico. O branco das leituras era
etanol.

num

180
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120+

[Viol}(10° moi L)
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Figura 2.1.2- Concentragiio de violacefna
(dissolvida em etanol) versus absorvancia (lida a
575 nm num espectrofotémetro DU-70).
Também € mostrada a fungdo (obtida por
regresséo linear) que relaciona a ABS a [viol]. -
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2.1.3- Concentragio de glicose®

Foram preparadas 12 solugdes de D-glicose (de 0,56 a 8,49 mmol L) em 4gua
destilada. Uma .solugio por vez era deoxigenada com N, por 15 minutos ¢, a 3,0 mL eram
adicionados outros 3,0 mL de uma solugfio de DNS’. Imediatamente o tubo de ensaio
contendo os 6 mL era colocado por 15 minutos num banho a 98 °C; apés este tempo,
retirava-se o tubo do banho e adicionava-se 1 mL de solugio de Rochell® e agitava-se num
agitador de tubos. Deixava-se esfriar até 25 °C e fazia-se, no méximo em 1 hora, a leitura
de ABSs7s um num espectrofotdmetro DU-640B (Beckman), fazendo uso de uma cubeta de
3 mL e 1,000 cm de caminho 6ptico. O branco das leituras era 4gua destilada.

Com  excecdo  das
fermentagbes  exploratérias
(item 2.2.1), nas de TOD = 50 8-
¢ 10 % (item 2.2.2) a ABS foi ]
lida (a fim de determinar a
[Glc]) num espectrofotémetro
DU-70 (Beckman). Portanto,

[GIc}/(10® mol L)

os valores de ABS da Figura . .
2.13-1 foram corrigidos e o.T,.,.,.,.,.,.,
ad f trado 0,0 0.5 1.0 15 20 25 30 35
graﬁc 0S5 CONnIorme mos
' ABSSTS nm
nas figuras 2.1.3-2 ¢ 2.1.3-3
respectivamente. Figura 2.1.3-1- Concentragio de glicose versus
absorvincia (lida a 575 nm num espectrofotémetro DU-
640B).
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Figura 2.1.3-2- Transformacido de leituras
(de absorvéincia) feitas no espectrofotémetro
DU-640B para o DU-70. Também ¢
mostrada a funglio (obtida por regressfio
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Figura 2.1.3-3- Concentracio de glicose
versus absorviincia (lida a 575 nm pum
espectrofotdmetro DU-70). Na figura
encontram-se todos os pontos (corrigidos) da

linear) que converte as leituras. Figuras 2.1.3-1. Também ¢é mostrada a
funcio (obtida por regressdio linear) que
relaciona a ABS a [Gic].

2.1.4- Concentraciio de CO,

Foi montado, conforme descrito na literatm'ag, o sisterna esquematizado abaixo:

1,9 mUimin Computador

5 CcC

dgua
delonizada =

— e < —MT
scido _INJETOR ol
sulfirice =
(0.5 %)
DESCARTE _— —
BP l ¥
AMOSTRA DESCARTE

Figura 2.1.4-1- Sistema para a quantificacio de CO, por AIF-condutométrico interfaceado. BP -
bomba peristaltica; CC - cela condutométrica; CD - cela de difusio; CV - condutivimetro; L - loop
(contendo 135 pL de amostra); MT - membrana de teflon.
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O sistema funciona da seguinte maneira: ao injetar na via dcida uma amostra de 135
1L que contém dissolvidas as espécies carbdnicas CO,, H,COs, HCO5 e COs, deslocam-
se, no sentido da formagdo de CO,, os equilibrios quimicos mostrados na Figura 2.1.4-2.

CO, +H,0 = H,CO; = H +HCOs
HCO; = H' +C0;?

Figura 2.1.4-2- Equilibrios quimicos existentes numa
amostra a ser injetada.

Ao passar pela cela de difusdo, o0 CO; da amostra permeia a membrana de teflon e dissolve-
se na agua deionizada-degaseificada (que percorre a outra face da membrana) formando
novamente as espécies ibnicas carbonicas. Estas espécies sfio as responséveis pelo aumento
da condutividade da dgua deionizada-degaseificada. Portanto, a concentra¢io de CO,, na
amostra, ¢ diretamente proporcional & condutividade (em miliSiemens) detectada no
- condutivimetro. Os dados registrados no computador (em milivolts) sfo diretamente
proporcionais & condutividade detectada no condutivimetro.

Para construir a curva de -
calibragiio de CO; (Figura 2.1.4- ] ]
3), prepararam-se 15 solugdes de b
Na,CO; anidro (de 0,24 a 17,3 S .
mmol L") em 4gua deionizada- '?s - .
degaseificada. Injetava-se¢ uma %: " ]
amostra de 135 pL - de uma g: - -
solugio - no sistema AIF- ota ;.n'. P e e marn sy e e
condutométrico e registrava-se o l,/MV
sinal (em milivolts) de maxima
intensidade. Ao todo foram ﬂtlge‘:n:dai:?axg;n ce(lll'gﬁoemdem(i:lgzolrsemnug
realizadas 15 injegdes. , computador).
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Dos 15 pontos do grifico da Figura 2.1.4-3, foram selecionados 10 para fazer a
interpolacio polinomial. Utilizou-se o programa Mathematica'® e obteve-se a seguinte
fungiio:

[CO,] = 0,24 + (0,00307692 + (5,89213 10® + (-5,54405 10™ + (6,92437 1072 +
(-6,68355 10™° + (8,06361 107 + (-1,46699 10 + (2,5675 102 -
3,2144 10 (-1716 + Lygy)) (-1515 + g )(-1299 + Ing))) (-1115 + Igy))
(-903 + Ins)) (-632 + Inix)) (-278 + Insy)) (-166 + Lng) (88 + Long)

Na Figura 2.1.4-4 encontra-se graficada a fungio (de 80 a 1920 mV) sobreposta aos
pontos experimentais.

[CO21~(10E-3 mol-1)
20

17.5
15
12.5
10
7.5

2.5

. Indx/nV
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000

Figura 2.1.4-4- Sobreposigio da fungfio (obtida por interpolagio polinomial) aos
pontos experimentais da grifico da Figura 2.1.4-3. A fungio foi graficada de 80
a 1920 mV.
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2.2-F eﬁnentagb’esl I

2.2.1- Fermentagdes exploratdrias

2.2.1-A- Fermentacio exploratéria A

No tempo 0 h inoculou-se 1 mL. de uma suspenséo de C. violaceum® num fermentador
que continha 3 L de MCL? estéril. O meio havia sido previamente equilibrado - sob
agitag3o de 60 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (intenso borbuthamento) pelo tempo
necessério (1-3 h) até a obtengéio de uma leitura estdvel de TOD. Esta leitura foi ajustada
para 100 %.

O experimento, a partir do tempo zero, foi realizado sob agitacio de 60 rpm e
temperatura de 30 °C. Em fungdo do tempo foram medidos: CC, [Gic], TOD e pH. A CC
foi obtida da leitura de ABSgp) 720 am e amostras retiradas - do fermentador - em diferentes
~tempos. Para a determinagio da [Glc], amostras de 1 mL - coletadas em diferentes tempos -
foram diluidas (diluigo 1/10) em 4gua deoxigenada. Trés mL de cada solugio diluida
foram submetidas exatamente ao procedimento descrito no item 2.1.3. A TOD foi lida com
um eletrodo de oxigénio (eletrodo de Clark) e o pH, com um eletrodo de vidro.

Do tempo zero até 6,5 h ndo aerou-se o sistema (i.e., Van = 0 L min™). De 6,5 a 6,75
h manteve-se Ven = 3,5 .L min”. De 6,752 7,7h Van=0,5L min". De 7,72 9,5h V=0
L min”. A partir de 9,5 h V@) = 3,5 L min”, mas esta vazio foi caindo ¢ no fim do

experimento (t = 11,0 h) a vazio de ar havia caido para 2,5 L min™.

- 2.2.1-B- Fermentacio exploratéria B

No tempo 0 h inoculou-se 1 mL de uma suspensdo de C. violaceum® num fermentador
‘que continha 3 L de MCL estéril. O meio havia sido previamente equilibrado - sob agitago
de 60 rpm e temperatura de 30 °C - com O, (intenso borbulhamento) pelo tempo necessério
(1-3 h) até a obtencdio de uma leitura estével de TOD. Esta Ieitura foi ajustada para 100 %.
Logo apds o ajuste, e antes do indculo, foi borbulhado ar até TOD = 25 %. Em seguida

cessou-se a V) € fez-se o indculo.
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O experimento, a partir do tempo zero, foi realizado sob agitacio de 60 rpm e T =30
°C. Em fung¢do do tempo, a partir de t = 9,75 h, foram medidos: CC, [Glc], TOD, pH ¢
[CO,]. Exceto a [CO,], os démais pardmetros foram medidos conforme descrito no item
2.2.1-A.. Para a obtengfio da [CO,], amostras de 135 pL - retiradas do fermentador em
diferentes tempos - foram injetados no sistema AIF-condutométrico € os valores de Insx
registrados.

Do tempo zero até 10 h, Vioy = 0 L min™. Nos tempos 10 h, 12 h e 13,2 h, foi
borbulhado O por 20 min, 25 min ¢ 20 min respectivamente.

2.2.2- Fermentagﬁes a TOD constante

2.2.2-A- Fermentac¢io a TOD =50 %

No tempo —13,9 h inoculou-se 1 mL de uma suspensfio de C. violaceum® num
fermentador que continha 3 L. de MCL estéril. O meio havia sido previamente equilibrado -
sob agitaglio de 120 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (Ve = 1,5 L min™) pelo tempo
necessario (1-3 h) até a obtencdio de uma leitura estdvel de TOD. Esta leitura foi ajustada
para 20,9 %. Do tempo —13,9 até —2,9 h, o meio foi mantido sob agitagiio de 120 rpm com
Vo) =0 L min™. No tempo —2,9 h iniciou-se o borbulhamento de O, e no tempo 2,7 h
iniciaram-se as leituras de: CC, [viol], [Gic], TOD e pH, todas em fungéio do tempo. O
experimento foi realizado a 30,0 °C com agitagio e vazio de O, variadas entre 50-250 rpm
e 0,5-2,5 L min” respectivamente, a fim de manter a TOD constante em aproximadamente
50 %.

A glicose era quantificada de amostras - de 4 mlL - retiradas do biorreator em
diferentes tempos. Centrifugava-se uma amostra a ~ 6000 rpm (por 10 minutos) e filtrava-
se o sobrenadante. Utilizava-se na filtragdo uma membrana - para sistemas aquosos - de 25
mm de didmetro e 0,2 um de didmetro de poros. O filtrado era congelado (= -5 °C) para
que a leitura fosse feita num outro dia. Ao descongelar a amostra, fazia-se uma diluigao
1/10 com agua deoxigenada e adicionava-se, a 3 mL da solugfo diluida, 3 mL de solugéio
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de DNS’. beixava—se a mistura a 98 °C por 15 minutos, retirava-se o tubo do banho ¢
adicionava-se 1 mL de solugdo de Rochell®. Resfriava-se até temperatura ambiente e fazia-
se, no méximo em 1 h, a leitura de ABSs75 m,,

A violaceina era quantificada do material sedimentado proveniente da centrifugacéo
da mesnia amostra de 4 mlL retirada para a determinagio de glicose. Das células
sedimentadas extraia-se quantitativamente a violaceina com 3,5 mL de etanol. Filtrava-se a
suspensdio (com membrana - para etanol - de 25 mm de didmetro € 0,2 um de didmetro de
poros) e utilizava-se o filtrado para fazer a leitura de ABSs75 um.

O pH era medido com elefrodo de vidro ¢ a TOD com eletrodo de Clark. Para a
determinagdo da CC, retirava-se uma amostra de 2 mL do fermantador ¢ fazia-se a leitura
de ABSp) 720 im-

2.2.2-B- Fermentaciio a TOD =10 %

" No tempo —14,3 h inoculou-s¢ 1 mL de uma suspensio de C. violaceum® num
fermentador que continha 3 L de MCL estéril. O meio havia sido previamente equilibrado -
sob agitacdo de 120 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (Ve = 1,5 L min™) pelo tempo
necesséario (1-3 h) até a obtencéio de uma leitura estavel de TOD. Esta leitura foi ajustada
para 20,9 %. Do tempo —14,3 até —2,8 h, o meio foi mantido sob agitagido de 120 rpm com '
Vo) =0 L min”. No tempo —2,8 h iniciou-se o borbulhamento de O, ¢ no tempo —2,6 h
iniciaram-se as leituras de: CC, [viol], [Glc], TOD e pH, todas em funcdo do tempo. O
experimento foi realizado a 30,0 °C com agita¢do e vazdo de O, variadas entre 50-250 rpm

e 0,5-2,5 L min™ respectivamente, a fim de manter a TOD constante em aproximadamente
10 %.

As leituras em fun¢io do tempo foram realizadas da mesma forma que no
experimento com TOD = 50 % (item 2.2.2-A).
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| 2.2.3- Fermentacdes com catalase

2.2.3-A- Fermentaciio controle A

No tempo —14,8 h inoculou-se 1 mL. de uma suspensio de C. violaceum® num
fermentador que continha 3 I. de MCL estéril. O meio havia sido previamente equilibrado -
sob agitacio de 120 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (Ve = 1,5 L min™) pelo tempo
necessario (1-3 h) até a obtengiio de uma leitura estavel de TOD. Esta leitura foi ajustada
para 20,9 %. Do tempo —14,8 até —2,3 h, o meio foi mantido sob agitac&o de 190 rpm com

' Viop = 0 L min™'. No tempo —2,3 h iniciou-se o borbuthamento de O, e no tempo -2,1 h

iniciaram-se as letturas de CC e [viol] em fungéo do tempo. O experimento foi realizado a
30,0 °C com agitagdo e vaziio de O, fixas em 190 rpm e 2 L min™ respectivamente.

Adicionou-se no fermentador, no tempo -0,3 h, 50 mL. de MCL (previamente
termostatizados a 30 °C).

As leituras de CC e [viol] foram feitas conforme descrito no item 2.2.2-A.

2.2.3-B- Fermentagéio controle B (duplicata da controle A)

No tempo —14,7 h inoculou-se 1 mL de uma suspensio de C. violaceum®’ num
fermentador que continha 3 L de MCL estéril. O meio havia sido previamente equilibrado -
sob agitagdo de 120 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (Ve = 1,5 L min™) pelo tempo
necessdrio (1-3 h) até a obtencio de uma lettura estivel de TOD. Esta leitura foi ajustada
para 20,9 %. Do tempo —14,7 até —2,4 h, o meio foi mantido sob agitacéio de 190 rpm com
Voy=0L min’. No tempo 2,4 h iniciou-se o borbulhamento de O, e no tempo —2,2 h
iniciaram-se as leituras de CC e [viol] em fung&o do tempo. O experimento foi realizado a
30,0 °C com agitacfio ¢ vazio de O, fixas em 190 rpm e 2 L min™ respectivamente.

-Adicionou-se no fermentador, no tempo —0,4 h, 50 mL. de MCL (previamente
termostatizados a 30 °C).

As leituras de CC e [viol] foram feitas conforme descrito no item 2.2.2-A.
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2.2.3-C- Fermentac;&io com adicéio de 0,15 g de catalase

No tempo —14,7 h inoculou-se 1 mL de uma suspensio de C. violaceum’ num
fermentador que continha 3 L de MCL estéril. O meio havia sido previamente equilibrado -
sob agitagdo de 120 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (Ven = 1,5 L min™) pelo tempo
necessario (1-3 h) até a obtengéio de uma leitura estavel de TOD. Esta leitura foi ajustada
para 20,9 %. Do tempo —14,7 até —2,4 h, o meio foi mantido sob agitacdo de 190 rpm com
Vo = 0 L min”. No tempo -2,4 h iniciou-se o borbulhamento de O, € no tempo -2,2 h
iniciaram-se as leituras de CC e [viol] em fim¢do do tempo. O experimento foi realizado a
30,0 °C com agitagio e vazio de O fixas em 190 rpm e 2 L min™ respectivamente.

Adicionou-s¢ no fermentador, no tempo 0,4 h, 50 mL de MCL (previamente
termostatizados a 30 °C) contendo‘ 0,15 g de catalase (Sigma - 2100 unidades mg™)
dissolvido.

As leituras de CC e [viol] foram feitas conforme descrito no item 2.2.2-A.

2.2.3-D- Fermentag¢éio com adicdio de 0,40 g de catalase

No tempo -14,9 h inoculou-se 1 mL de uma suspensio de C. violaceum® num
fermentador que continha 3 L de MCL estéril. O meio havia sido previamente equilibrado -
sob agitacdio de 120 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (Ve = 1,5 L min™) pelo tempo
necessario (1-3 h) até a obtengdo de uma leitura estavel de TOD. Esta leitura foi ajustada
para 20,9 %. Do tempo —-14,9 até —2,4 h, o0 meio foi mantido sob agitacio de 190 rpm com
Vo) =0 L min”. No tempo —2,4 h iniciou-se¢ o borbulhamento de O; e no tempo —2,2 h
iniciaram-se as leituras de CC e [viol] em funcio do tempo. O experimento foi realizado a
30,0 °C com agitagﬁo e vaziio de O, fixas em 190 rpm ¢ 2 L min™ respectivamente.

Adicionou-s¢ no fermentador, no tempo ~0,4 h, 50 mL de MCL (previamente
' ‘termostatizados a 30 °C) contendo 0,40 g de catalase (Sigma - 2100 unidades mg™)
dissolvido.

As leituras de CC e {viol] foram feitas conforme descrito no item 2.2.2-A.
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2.2.3-E- Fermenta¢fio com adic¢#io tardia de 0,40 g de catalase

No tempo —14,6 h inoculou-se 1 mL de uma suspensdo de C. violacewm® num
fermentador que continha 3 L de MCL estéril. O meio havia sido previamente equilibrado -
sob agitagfio de 120 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (Vay = 1,5 L min™") pelo tempo
necessario (1-3 h) até a obtengdio de wina leitura estivel de TOD. Esta leitura foi ajustada
para 20,9 %. Do tempo —14,6 até —2,6 h, o meio foi mantido sob agitacio de 190 rpm com
Vio» = 0 L min™. No tempo —2,6 h iniciou-se o borbulhamento de O, e no tempo —2,3 h
iniciaram-se as leituras de CC e [viol] em fim¢&o do tempo. O experimento foi realizado a
30,0 °C com agitagfio e vazio de O, fixas em 190 rpm e 2 L min™ respectivamente.

Adicionou-se no fermentador, no tempo 1,9 h, 50 mL de MCL (previamente
termostatizados a 30 °C) contendo 0,40 g de catalase (Sigma - 2100 unidades mg™)
dissolvido.

As leituras de CC e [viol] foram feitas conforme descrito no item 2.2.2-A.

2.2.3-F- Fermentacfio na presen¢a de 0,40 g de catalase desativada

No tempo -15,75 h inoculou-se 1 mL de uma suspensio de C. violaceum® num
fermentador que continha 3 L de MCL-catalase? estéril. O meio havia sido previamente
equilibrado - sob agitagio de 120 rpm e temperatura de 30 °C - com ar (Vay = 1,5 L min™)
pelo tempo necessério (1-3 h) até a obtencio de uma leitura estavel de TOD. Esta leitura
foi ajustada para 20,9 %. Do tempo —15,75 até —3 h, o meio foi mantido sob agitagdo de
190 rpm com V(o) = 0 L min™. No tempo —3 h iniciou-se o borbulhamento de O, € no
tempo -2,75 h iniciou-se a leitura de [viol] em fungfio do tempo. O experimento foi
realizado a 30,0 °C com agitagio ¢ vazio de O, fixas em 190 pm e 2 L min’
respectivamente.

-A leitura de [viol] foi feita conforme descrito no item 2.2.2-A.
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2.3- Estudos de ressondncia paramagnética eletrénica’

2.3.1- Estudos em funcio da temperatura

Foram obtidos espectros de RPE em diferentes temperaturas - de 292 a 12 K - de uma
amostra de 3,1 mg de violaceina em tubo de RPE de quartzo com d.e. = 4 mm. Utilizou-se
um espectrdmetro ELEXSYS (Bruker) operando em banda-X (9,4 GHz). O espectrometro
estava equipado com sistema de fluxo de hélio para resfriamento.

Também foram obtidos espectros de RPE de uma amostra de violaceina (1,84 mg) -
em tubo de RPE de quartzo com d.e. * 4 mm - submetida a tratamentos térmicos por 5
minutos em cada uma das seguintes temperaturas: 318, 338, 358, 378, 408 e 433 K. Apés
0s 5 minutos em uma dada temperatura, a amostra era resfriada de volta & temperatura
ambiente para depois registrar o espectro (i.e., todos os espectros foram registrados a 298
K). Utilizou-se um espectrobmetro ELEXSYS (Bruker) operando em banda-X. O

espectrdmetro estava equipado com sistema de fluxo de nitrogénio para aquecimento.

2.3.2- Estudos quantitativos

Foram obtidos 2 espectros de RPE, ambos a temperatura ambiente, de duas amostras
diferentes. Os espectros foram obtidos no mesmo dia e as condigdes do espectrometro
foram as mesmas para ambas amostras. A primeira era de 1,84 mg de violaceina em tubo
de RPE de quartzo com d.e. ¥ 4 mm. Para esta, varreu-se o campo de 1300 a 5300 Oe. A
segunda era um padrdo (weak pitch - 0,0003 % de pitch em KC1) em tubo de RPE de
quartzo com d.e. * 4 mm. Varreu-se o campo desta de 3363 a 3400 Oe. Utilizou-se um
espectrdmetro ELEXSY'S (Bruker) operando em banda-X.

Também foram obtidos outros 2 espectros de RPE, ambos a temperatura ambiente, de
duas amostras diferentes. Os espectros foram obtidos no mesmo dia ¢ as condi¢des do
espectrdmetro foram as mesmas para ambas amostras. A primeira era de 2,0 mg de
violaceina em tubo de RPE de quartzo com d.e. =~ 4 mm. A segunda era um padrio (weak
pitch - 0,0003 % de pitch em KCI) em tubo de RPE de quartzo com d.c. ~ 4 mm. Para

ambas amostras varreu-se 0 campo de 3265 a 3303 Oe. Utilizou-se um espectrdmetro E-
LINE (Varian) operando em banda-X.
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2.3.3- Estudo qualitativo

Foi obtido um espectro de RPE de uma amostra de ~ 1 mg de violaceina em tubo de

RPE de quartzo com d.e. 1 mm. Utilizou-se um espectrdmetro ELEXSYS (Bruker)
operando em banda-Q (34,3 GHz).

2.4- Estudos de fotofisica”

Foram obtidos espectros de absorgdio e emissdio de solugBes de violaceina em etanol
nas concentragdes de: 3,75; 7,5; 11,25 e 15 pmol L. Os espectros de emissdo foram
obtidos utilizando dois comprimentos de onda de excitagiio (Aex; = 575 € 350 nm). Variou-
€ 0 Aexe da solugiio de 15 umol L™ a fim de certificar as fluorescéncias observadas.
Também registraram-se espectros de emiss@io (Aee = 575 € 350 nm) a 77 K da solugdo de
15 pmol L™,

Foram obtidos espectros de absorgiio € emiss&o (Aex. = 575 € 350 nm) de solugdes de
mesma concentragio de violaceina ([viol] = 45 pmol L) ¢ diferentes concentragdes de
HC1 (0-40 mmol L™). O solvente utilizado era composto de (70:30)% em volume de EtOH
e H,O respectivamente.

Foram preparadas 6 solugdes de mesma concentragio de violaceina (fviol] = 7,5 pmol
L) em solventes de seguinte composigio (% em volume): 1) (50:50)% EtOH:AcEt; 2)
(50:50)% EtOH:Acetona; 3) 100 % EtOH; 4) (50:50)% EtOH:Glicerol; 5) (50:50)%
EtOH:DMSO; 6) (50:50)% EtOH:H,0. Destas solucdes, registraram-se os espectros de
absorg&o, emissdo (Aexe = 575 € 350 nm) € exCitagio (Aem; = 680 € 440 nm).

Foram obtidos espectros de absorgdo e emisséio (A = 575 € 350 nm) de solugdes de
mesma concentragdo de deoxiviolaceina e diferentes concentracdes de HC1 (0-182 mmol L’
). O solvente utilizado era composto de (70:30)% em volume de EtOH e H,0
respectivamente.

- Todos os espectros de emissdo e excitagio (com excegdo daqueles obtidos a
temperatura de 77 K) foram obtidos utilizando um espectrofluorimetro SPL-500 (Aminco).
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Os espectros da solugdo 15 umol L™ de violaceina a 77 K foram obtidos utilizando um
espectrofluorimetro Luminescence System LS-100 (PTI). Para a obtencéo dos espectros de
absor¢do utilizaram-se os espectrofotometros HP8452A (Hewlett Packard) e HP8453
(Hewlett Packard).

2.5- Obtencdo da violaceina

A violaceina utilizada foi obtida pelo cultivo da Chromobacterium violaceum CCT
4857. A metodologia utilizada encontra-se descrita no artigo de Rettori € Durdn publicada
em 1998 na revista World Journal of Microbiology & Biotechnology (ANEXO 1).°

A oito garrafas de Roux de 1 litro - cada uma contendo um “tapete” de algoddo de
aproximadamente 0,5 cm de espessura, 10 cm de largura e 20 cm de comprimento -
inoculava-se 90 ml./garrafa de uma suspensdo de C. violaceum.

Para a obtengdo da suspensdo de bactérias, a um Erlenmeyer de 2000 mL (contendo
400 mL de MCL) inoculava-se 4 mlL. de uma suspensdo de C. violaceum. Dois Erlenmneyers
como estes eram entdo incubados num agitador rotatério a 120 rpm por 12 horas, antes de
serem utilizados para inocular o algoddo.

As oito garrafas eram ent#io incubadas a 30 °C por 24 horas (sem aeragdo).

Apos este tempo, 0s algoddes adquiriam uma intensa coloragéio violeta e iniciava-se o
procedimento de extragdo.

Primeiramente espremiam-se os algoddes para retirar o excesso de meio (contendo
bactérias) para depois extrair a violaceina (dos 8 “tapetes” juﬁtos) duas vezes com 500 mL
de etanol comercial. Esta extraglio era praticamente quantitativa. Os 1000 mL de solugdo
eram mantidos em repouso até a sedimentacio de um material branco. Filirava-se o
N ‘sobrenadante, rotacvaporava-se a pressio reduzida e o extrato bruto obtido era lavado com
dgua e depois introduzido num cartucho apropriado para proceder a extracio em Soxhlet.

A extraciio em Soxhiet era feita primeiro com cloroféormio, depois com éter etilico e
finalmente com etanol.
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Rotaevaporava-se o etanol a press#io reduzida e obtinha-se o extrato semipurificado.
Este era purificado por recristalizagfio utilizando o par de solventes metanol/dgua. O
material sedimentado era recolhido por centrifugago e seco em estufa a ~ 100 °C por 24
horas. Obtinha-se um extrato semi-purificado por recristalizacfo.

Por tltimo, procedia-se a uma purificagio por cromatografia. Injetava-se 1,5 mL de
uma solugéio saturada (em etanol) do extrato semi-purificado, previamente filtrado em filtro
Millex-SR (0,5um de diAmetro dos poros), num cromatégrafo HPLC Prep. LC 4000
System (Waters). As condigdes utilizadas para o HPLC eram:

vazio = 7,0mL/min
Meoewr = 230nm
fasemével =  25% H,O: 75% etanol (% volume)
velocidade dopapel = 0,5 cm/min
atenuacio = (024
coluna =  preparativa DELTA PAK C18, 100 A (poros),
15 pm (difmetro da perticulz), coluna (30 mm x 30 cm),
coluna & temperatura ambiente (= 23 °C)
em algodsio (30 °C) 0 e
[ !
; Purificagéo por HPLC
Extracfio da violaceina
com etanol comercial T
iﬁmao Secagem a 100 °C
Rotaevaporagio do etanol mmT
Recristalizaciio com o par
_ de solventes metanol/dgua
Purificacfio do extrato bruto em Soxhlet
' 1) cloroformio
~ 2) éter etilico
3) etanol (extragdo) —— & | Rotaevaporagio do etanol

Figura 2.5- Diagrama mostrando o prooedlmento utilizado para a obtengfio de violaceina.
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2.6- Referéncias e notas

! Diaz, R.; Gamazo, C.; Lépez-Gofii, I. Manual Practico de Microbiologia; Masson:
Barcelona, 1985; pp. 45-54.

‘A suspensdo havia sido preparada - num Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL de

MCL? - 24 h antes, mediante repique. Durante as 24 h, o Erlenmeyer ficou sob agitagio
orbital de 120 rpm a 30 °C.

> O MCL ¢ uma solugfio aquosa contendo (0,5:0,5:0,2)% em massa de glicose, peptona ¢
- extrato de levedura, respectivamente.

4 O MCS ¢ de mesma composi¢cio do MCL mais 1,5 % em massa de agar.
’ Rettori, D.; Durén, N. World J. Microbiol. Biotechnol. 1998, 14, 685 (ANEXO 1).
% Miller, G. L. Anal. Chem. 1959, 31, 426.

"A solugcio de DNS é composta de: 5 g DNS + 5 g NaOH + 1 g fenol - dissolvidos em
agua até o volume de 500 mL.

'\ solugdo de Rochell é composta de 40 g de tartarato de s6dio e potassio tetrahidratado
(KNaC4H40¢.4H50) dissolvidos em 4gua até o volume de 1000 mL.

, ? (a) Guimardes, J. R., Tese de Mestrado, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de

Campinas, Campinas, SP, 1990. (b) Moraes, S. G., Tese de Mestrado, Instituto de
Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP, 1995.
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10 General Computer Software and Language Mathematica - Version 1.0 for Windows
(Student Version) - 1988-91 Wolfram Research, Inc..

i Em todas as fermentagdes utilizaram-se um fermentador BIOFLO I (New Brunswick)
¢ o microrganismo Chromobacterium violaceum CCT 4857. -

*? 0 MCL~catalase & de composigFio igual a0 MCL, acrescido de 0,40 g de catalase (Sigma
- 2100 unidades mg™).

3 A violaceina utilizada nestes estudos foi obtida de acordo com ¢ método descrito na
literatura.’
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3- Resultados e discussio

- 3.1- Fermentagoes

3.1.1- Fermentacdes exploratérias
Na Figura 3.1.1-A encontram-se graficados os resultados do experimento descrito no
item 2.2.1-A (Fermentag#o exploratoria A).
O oxigénio dissolvido no MCL foi totalmente consumido, peia C. violaceum, em 4,5
h. A queda do pH, neste mesmo periodo de tempo, pode ser explicada pela produgdo de

CO, durante a respiragio aerébia’ da bactéria (reagso I).

CsHi206 + 602, > 6CO, + 6H;0 ()
glicose

A medida que vai sendo produzido CO,, este reage com a 4gua para formar o acido
carbonico (H;CO;). Estabelecem-se os equilibrios apresentados na Figura 2.1.4-2 e como
resultado do aumento da concentragdo de prétons, hia um decréscimo do pH do meio. Ao
iniciar a aeragdo, em t = 6,5 h, o pH volta a subir devido ao deslocamento dos equilibrios
no sentido da formagdo de CO,. Este deslocamento se da pelo simples fato do ar, que esta
sendo borbulhado, expulsar por arraste 0 CO, dissolvido no meio.

Outro possivel mecanismo para explicar a queda do pH € a do vazamento de prétons
da regido intermembranas da bactéria. Durante a respiragio aerdbia, a cadeia respiratéria
cria um gradiente de prétons através da membrana interna com a finalidade de promover a
sintese de ATP (mediante a ATP-sintase). Sendo a membrana externa permedvel a
préto‘ns,2 o vazamento de prétons para a solugio causaria um decréscimo do pH.

A biomassa bacteriana (expressa pela CC) aumentou muito pouco devido a baixa
oxigenagdo do sistema.

Apesar de ndo quantificada, visualmente pode se observar a ndo produgdo de

violaceina pelas bactérias.
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Figura 3.1.1-A- Fermentacfo exploratoria A. Encontram-se graficades, em funcéo do tempo,
os parimetros CC, [Glc], TOD e pH. Também é mostrade como foi variada a Van no
decorrer da fermentaciio. Vide item 2.2.1-A.
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. Devido a demora da C. violaceum em consumir O, na fase inicial da fermentag3o (0-
4,5 h), e a rapidez no consumo apds t = 9,5 h (pois mesmo com uma Vi em torno de 3 L
min! a TOD caiu para zero), decidiu-se realizar uma nova fermentagdio com
borbulhamento de O, puro em vez de ar. Adicionalmente, decidiu-se iniciar a oxigenagio =~
10 h apds o inéculo para poder extender o experimento por mais tempo. Na Figura 3.1.1-B
encontram-se os resultados desta nova fermentagfo (Fermentagfo exploratoria B).

Os graficos mostram que ainda nfo foi possivel detectar o consumo de glicose, e a
biomassa apresentou um aumento pouco expressivo. Visualmente tampouco observou-se
produgdo de violaceina.

O aumento da [CO-] até t = 13,75 h se deve a respiragdo aerdbia da bactéria (equagdo
I). Por outro lado, o aumento da [CO,] e da CC entre t = 13,75 ¢ 15,75 h — intervalo de
tempo em que a fermentagdo foi anaerébia — se deve ao fato da C. violaceum ser um

microrganismo anaer6bio facultativo’. Sob anaerobiose, bactérias pertencentes ao género

- Chromobacterium produzem 4cido latico (CH;-CH(OH)-COOH), o qual é posteriormente

descarboxilado. Portanto, durante este periodo em anaerobiose, a produgdo de acido latico

- explica a queda do pH ¢ a descarboxila¢do, o aumento da [CO,].

Os pHs registrados na fermentag#o exploratéria B foram inferiores aos da
fermentagdio exploratéria A. Na fermentagio exploratoria B o oxigénio deve ter sido
totalmente consumido até t = 4,5 h, portanto, deste tempo até o inicio do borbulhamento de
O, (t = 10 h) o sistema permaneceu em anaerobiose. Certamente houve a produgio de
acido latico (nestas ~ 5,5 h) o qual causou a leitura de pHs inferiores na fermentagdo
exploratéria B.

E importante atentar o leitor para o valor (em milivolts) utilizado para determinar
[CO;]. A todas as leituras — feitas de amostras retiradas em diferentes tempos da
fermentagdio — subtraiu-se o valor de 300 mV pois esta é a leitura obtida de uma amostra de

.-135 pL de MCL puro.

CONCLUSAO

- Devido ao baixo crescimento celular, a ndo detecgio de consumo de glicose e,
principalmente a ndo produgdo de violaceina, decidiu-se realizar fermentagSes de intensa

oxigenagdo nas quais foram mantidos constantes os valores de TOD.
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~ Figura 3.1.1-B- Fermentacfio exploratéria B. Encontram-se graficados, em funcio do tempo,
os parimetros CC, [Glc], TOD pH e [CO;]. Também ¢é mostrado como foi variada a Van no
decorrer da fermentacfio. Vide item 2.2.1-B.
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" 3.1.2- Fermentagdes a TOD constante

Nas figuras 3.1.2-1, 3.1.2-2 e 3.1.2-3, encontram-se graficados os resultados dos
experiméntos descritos nos itens 2.2.2-A (Fermentagdo a TOD = 50 %) e 2.2.2-B

" (Fermentagdo a TOD = 10 %),

- Em ambas fermentages, o crescimento celular e o consumo de glicose foram
idénticos, conforme mostra a Figura 3.1.2-1. O que é claramente diferente & a produgdo de
violaceina. A fermentagio de maior TOD foi a que produziu inais violaceina (Figura 3.1.2-
2).

Também existe diferenca nas variagdes de pH dos dois experimentos (Figura 3.1.2-3).
No final das fermentagdes (i.e., na fase estacionaria do crescimento, t> 2,3 h), a de TOD =
50 % ficou com o meio mais béasico que a de TOD = 10 %. O aumento da basicidade se
deve provavelmente a propria biossintese de violaceina. Esta é feita, pela C. violaceum, a

partir de duas moléculas de L-triptofano e oxigénio molecular.’

| 0 Q
Ho 4
CH, - CH - COOH N
) HO : N,
2 NH, + Q) —>— — d
N
; N
H

L-triptofano violaceina

O grupo 2-pirrolidona - da violaceina - é formado pela condensagéio das cadeias laterais de
duas moléculas de L-Trp.” Para isto, além da descarboxilagfio, é necessario que ocorra a
desaminago de um dos L-Trp. A desaminagdo deve ocorrer de forma a liberar aménia e
esta seria a espécie responsavel pelo aumento do pH do meio. Portanto, a fermentagiio de
- maior produgdo de violaceina (i.e., a de TOD = 50 %) deverié resultar num aumento maior

- do pH, e € exatamente isto 0 que se observa no grifico da Figura 3.1.2-3.
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Figura 3.1.2-1- Sobreposicio dos experimentos a TOD = 50 e 10 %. Encontram-se
graficados, em funciio do tempo, os parimetros CC e [Glc]. A fase exponencial de
crescimento da C. violaceum se encontra delimitada pelas linhas tracejadas verticais, Vide

item 2.2.2,
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Figura 3.1.2-2- Sobreposicio dos experimentos a TOD = 50 e 10 %. Encontram-se
graficados, em funcfio do tempo, os parimetros CC e [viol]. A fase exponencial de
crescimento da C. violaceum se encontra delimitada pelas linhas tracejadas verticais. Vide

item 2.2.2.
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Figura 3.1.2-3- Sobreposi¢io dos experimentos a TOD = 50 e¢ 10 %. Encontram-se
- graficados, em funciio do tempo, os parimetros CC e pH. A fase exponencial de crescimento
da C violaceum se encontra delimitada pelas linhas tracejadas verticais. Vide item 2.2.2.

Com o intuito de mostrar que ambas fermentagSes foram idénticas sob o aspecto do
crescimento celular, na fase exponencial, determinaram-se os tempos de geragio (ty) da C.

violaceum. O crescimento exponencial de uma populag#o de células ¢ dada pela fung#o I:°

tin2

CC=CC,e"® @

InCC= (B3t + mnCC, ®

‘onde CC é a concentragdo de células por unidade de volume; CC, é a CC no tempo zero; e.
téo tempo. O tempo de geragdo é um pardmetro que expressa o tempo demandado para a

biomassa dobrar de valor, em outras palavras, 0 tempo requerido para uma célula duplicar-
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se. Fez-se a regressdo linear com os pontos experimentais da fase exponencial do
crescimento, i. e., com os dados compreendidos entre as linhas tracejadas verticais dos
graficos. Obteve-se, para o experimento a TOD = 50 %, com intervalo de 95 % de
confianga coeficiente angular = 1,79 + 0,15 (r = 0,9997), logo:

(n2)/t,=1,79+0,15
tg=(0,39 £ 0,03) h = (23 £ 2) min

Para a fermentagdio a TOD = 10 %, t; = (22 1 5) min. Portanto, estes valores mostram que,
em termos de crescimento celular na fase exponencial, ambas fermentagdes foram
idénticas.

A produgdo de violaceina expressa em mols de violaceina por bactéria ([violu])

encontra-se graficada — para ambas fermentagdes — na Figura 3.1.2-4.
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Figura 3.1.2-4- Sobreposicio dos experimentos a TOD = 50 e 10 %. Encontram-se
graficados, em funcfio do tempo, os parimetros CC e [viol]. A fase exponencial de

crescimento da C. violaceum se encontra delimitada pelas linhas tracejadas verticais. Vide
item 2.2.2,
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O que chama a atengdo na figura € o pico de produgéo de violaceina por bactéria que
aparece na fase exponencial do crescimento. Foi por causa desta forma de analise dos
resultados que acreditamos ter realizado um breakthrough.

O processo biolégico da redugdo de O, para H,0, que ocorre principalmente na
cadeia respiratéria e que ¢ indiretamente responsavel pela biossintese de ATP,” ndo é um
processo 100 % eficiente. De 1-5 % do oxigénio consumido é desviado para a formagdo de
radicais livres.® A fase exponencial de crescimento é aquela que possui 0 menor tempo de
geragdo, portanto, ¢ a fase que possui a maior concentragdo de espécies reativas por célula
porque a cadeia respiratéria precisa funcionar “a todo vapor” para suprir a alta demanda de
ATP necessaria para manter um crescimento exponencial. Neste ritmo de funcionamento
intenso, a cadeia respiratéria produzird um maior nimero de espécies radicalares por
unidade de tempo e o estresse oxidativo - sofrido pelas bactérias - ser méximo.

A correlagio parece muito clara. Na fase exponencial de crescimento temos um
maximo em termos de produgdio de violaceina/bac que coincide com um maximo de
concentragio de espécies oxidantes! Foi nesta etapa do trabalho que postulamos uma
fungio antioxidante para a violaceina. Esta proposta estaria evidentemente inserida num
contexto relativo a fisiologia da Chromobacterium violaceum.

Com base nesta hipétese, Duran e colaboradores testaram a capacidade da violaceina
de inibir a peroxidacdo lipidica em eritrécitos (ANEXO 2).° Eles utilizaram ¢ método do
acido tiobarbitiirico e, na concentragéo de [viol] = 100 p mol L, observaram uma inibigdo
de 50 % da peroxidagdo. Foi mostrado desta forma que a violaceina possui capacidade
antioxidante. | s |

Com a intengdio de seguir testando a hipétese, realizaram-se fermentagGes nas quais

adicionou-se catalase ao meio de cultura,
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3.1.3- Fermentacdes com catalase

Na Figura 3.1.3 encontram-se graficados os resultados dos experimentos descritos no
item 2.2.3.
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Figura 3.1.3- Sobreposicio dos experimentos descritos no item 2.2.3. Encontram-se
graficados, em funcdo do tempo, os parimetros CC (quadrados cheios) e [viol] (circulos
cheios). As linhas correspondem a: azul clara cheia — fermentacdio controle A; azul clara
pontilhada — fermentacio controle B (duplicata da controle A); vermelha cheia —
fermentacdo com adicdo de 0,15 g de catalase; preta pontilhada — fermentaciio com adicdo de
0,40 g de catalase; laranja cheia — fermenta¢iio com adicdo tardia de 0,40 g de catalase; verde
cheia — fermenta¢fio na presenca de 0,40 g de catalase desativada. As setas indicam os
momentos das adicdes. A fase exponencial de crescimento da C. violaceum se encontra
delimitada pelas linhas tracejadas verticais. Vide item 2.2.3.

Todos os experimentos deste bloco foram feitos com agitagdo e vazio de O,
constantes. Decidiu-se abandonar o método utilizado no bloco anterior (fermentagdes a
TOD constante) devido aos problemas operacionais intrinsecos do método. Para manter a
TOD constante era necessario estar permanentemente variando a agitacdo e a vazdo de O,.

Para isto, o experimento somente podia ser feito por duas pessoas trabalhando
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simultaneamente, uma fazendo as leituras dos pardmetros monitorados e a outra variando a
agitaciio e a vazio de O, a fim de manter a TOD constante.

Com excegéio da fermentagdo na presenga de 0,40 g de catalase desativada, as demais
(5 - fermentagBes) apresentaram curvas de crescimento idénticas. Nio foi possivel
determinar o crescimento celular no experimento da catalase desativada porque o meio de
cultura (MCL-catalase) estava com a catalase coagulada em suspensfo, e esta
evidentemente interferia nas leituras de CC.

Pode-se observar claramente que adigdes crescentes de catalase inibem a produgéo de
violaceina, e, na presenga de catalase desativada, ndo h4 inibi¢iio, indicando que ¢é o efeito
enzimético da catalase (dismutagdo do H,0, em H,O e 0) que est4 atuando no sistema.

Enquanto que a concentragio estado-estacionaria de O, em bactérias £ coli
acrobias, na fase exponencial de crescimento, foi estimada em (20-40)10"% mol L' a
concentragio intracelular de H,0, foi estimada em (100-200)10° mol L."° Concentragdes
de algumas centenas de picomols por litro de O,™ sio suficientes para promover dano ao
ADN bacteriano. Se 0 mesmo estiver acontecendo com a C. violaceum — que também é
uma bactéria Gram-negativa — esperariamos a ocorréncia de uma concentragio de H,0, =
10* vezes maior que a de O," na fase exponencial do crescimento. Desta forma, o perdxido
de hidrogénio (que ¢ altamente oxidante E° = 1.8 V) estaria atuando como principal espécie
quimica na promogdio do estresse oxidativo. Apesar da C. violaceum possuir catalase,*
devido a intensa oxigenagdo com O, puro imposta as fermentacdes realizadas, a bactéria
deve continuar sob estresse oxidativo. Portanto, a produgédo de violaceina estaria servindo
para reduzir este estresse oxidativo na bactéria.

Nos experimentos com catalase, pelo fato do estresse oxidativo estar reduzido devido
a catalase adicionada, constata-se uma queda na produgdo de violaceina em relagsio aos
controles. Pode-se concluir destes experimentos que o peréxido de hidrogénio participa,
por algum mecanismo ainda desconhecido, na regulagdo da biossintese da violaceina.

~Ficou faltando interpretar o resultado no qual nfo foi inibida a produgdo de violaceina
com a adi¢do tardia de catalase (adigio em t = 1,9 h). Neste experimento, a catalase foi
adicionada no exato momento da produgdo de violaceina. Provavelmente a enzima n#o
tenha indiretamente participado na repressio dos genes que codificam a “maquiniria”
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enzimatica responsavel pela biossintese do pigmento porque ela foi adicionada num tempo
posterior ao do periodo de indugdo. Se esta hipétese for correta, explica-se o fato da
catalase ndo inibir a produgio de violaceina, pelo menos por um curto periodo de tempo
apds a adigdo. Sabe-se que os genes responsaveis por codificar as enzimas que catalisam as
reagdes de biossintese da violaceina se encontram num fragmento de 14,5 kb do genoma da

C. violaceum.!
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w 3.2- Estudos de ressonéncia paramagnética eletrénica

3.2.1- Espectros da violaceina

Decidiu-se investigar o carater radicalar da violaceina, através da técnica de RPE, a
fim de obter informagdes que pudessem ajudar na compreens3o do cariter antioxidante do
pigmento. Na Figura 3.2.1-1 encontram-se alguns dos espectros de RPE da violaceina a
. diferentes temperaturas.

M
N \ v=90477 GHz
202K,
ww‘w ‘1'\ ‘.yw““"'

y

150 K

70

12K
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Figura 3.2.1-1- Espectros de RPE de uma amostra
de 3,1 mg de violaceina a diferentes temperaturas.

O espectro a 292 K € caracteristico de uma espécie no estado triplete devido 4 enorme
faixa de campo na qual aparece o sinal (AH = 740 Oe)." A fim de determinar se o estado
triplete da violaceina era o fundamental ou o primeiro estado excitado, registraram-se

espectros a baixa temperatura. Podemos ver na Figura 3.2.1-1 que o sinal diminui de
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intensidade a medida que se abaixa a temperatura mostrando claramente que a ressonéncia

¢ proveniente de uma espécie excitada termicamente.

O pico que aparece em = 3250 Oe, no espectro a 12 K, corresponde a algum tipo de
impureza paramagnética do tubo de quartzo utilizado. Isto pode ser visto na Figura 3.2.1-2.

As ressondncias em 3384 Oe serdo analisadas no item 3.2.4.

violaceina (4 K)

tubo vazio (4 K)

o

r—r—t . 1T - 1T T 1r 1 T T* 71T
1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000

H/Qe

Figura 3.2.1-2- Espectros de RPE da amostra de 3,1
mg de violaceina e do tubo utilizado para a obtencio
dos espectros da Figura 3.2.1-1, ambos a 4 K, em
preto e azul respectivamente.

A expressdo tedrica — baseada na distribui¢do de Boltzmann entre o estado singlete e

o triplete — que mostra a dependéncia da intensidade do sinal (/) de RPE com a temperatura

(T), encontra-se a seguir:

~AE/RT

3e
1+3C—AE/RT (I)

I=-2
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a ¢ uma constante que depende do espectrdmetro utilizado; R é a constante dos gases R=
1,9871 cal mol" K™'); AE € o gap de energia entre o estado singlete e o triplete.

Os espectros obtidos em diferentes temperaturas foram integrados duas vezes. Ao
realizar este procedimento obtém-se valores proporcionais a /. Estes foram graficados em
funcdo da temperatura (Figura 3.2. 1-3).

I{u.a.)

50 ia0 150 200 250 300

Figura 3.2.1-3- Intensidade do sinal de RPE versus temperatura.

Utilizou-se entfio o programa Mathematica'* para obter os valores de a e AE pelo método
iterativo. Na Figura 3.2.1-4 pode-se observar qudo bem ajustam-se os pontos experimentais
4 curva teérica (a = 55 10° e AE = 0,71 keal mol™),

I{un.a.)

1 - K
S0 100 150 200 258 300

Figura 3.2.1-4- Sobreposi¢io dos pontos experimentais da Figura
3.2.1-3 & funcdio tebrica II (a = 55 10° ¢ AE = 0,71 keal mol ™),
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O valor 0,71 kcal mol” obtido é condizente com AEs reportados na literatura (ver
Tabela 3.2.1)."

DIRRADICAL AE/(keal mol™!) ref.

P;é(: 25 15(a)

Ph\/J+\/Ph
-9 048 15(c)

P “ph
0.2 13(d)

Tabela 3.2.1- Valores de AE (singlete-triplete) para alguns
dirradicais orgiinicos.

Esta analise corrobora portanto a nossa interpretagdo de que os sinais de RPE sdo

oriundos de moléculas de violaceina populando o primeiro estado excitado triplete.
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.Outra confirmagéo desta interpretagio foi lograda mediante a utilizagio do programa
de simulagdo de espectros XSophe (Bruker). A Figura 3.2.1-5 mostra o espectro obtido
experimeﬁtalmente a 240 K e o seu respectivo espectro simulado. Pode-se observar que os
espectros sdo idénticos mostrando que o sinal de RPE corresponde 4 violaceina no estado
triplete (S = 1).

1000 2000 3000 4000 5000 6000
H/Ce

Figura 3.2.1-§- Espectros de RPE, simulado e experimental, a 240
K, em preto e vermelho respectivamente. A simulaciio foi realizada
com o programa XSophe (Bruker) nas seguintes condicdes: g, =
2,18; gy = 2,13; g, = 2,05; D = 0,056 cm™; E/D =0,15; T=240K; S =
1; v =9,477 GHz; simulagio de espectro de pé.

O fato de nfio estarmos observando, em ~ 1700 Oe (ver Figura 3.2.2-1- A), a transi¢do
proibida |-1> <> |+1> (i.e., a transigdo Am, = 2),'° se deve as orientagdes de polarizagdo
do campo magnético da frequencia de ressonéncia e do campo estatico.!” Quando ambos

' sdo perpendiculares, somente observam-se as transigdes Am, = 1, e quando sdo paralelas,
- as Am; - 2. Todos os experimentos de RPE realizados foram feitos com os campos

perpendiculares entre si, portanto, somente poderiamos ter observado as transigdes Amg =
1.

57



3.2.2- RPE quantitativo da violaceina
Com o intuiito de determinar a fragio de moléculas — a temperatura ambiente — que -

populam o estado excitado triplete, pois j& sabemos que o estado- fundamental € singlete, “:f-"

realizamos um experimento quantitativo utilizando o padrio weak pitch. A Figura 3.2.2-1
apresénta o espectro da violaceina a 295 K e o espectro do weak pitch a 294 K.

200 b

g A
it
R
d ol ot
a -200:' |

1000 2000 10{01/]06 4000 5000 6000

-50 4

Derivada da absorghio (u. a.)
<

=100 4

-150 . L i L M 1 " 1

T 330 3370 3380 3360 3400

H/Qe

Figura 3.2.2-1- (A) Espectro de RPE de uma amostra de 1,84 mg de
violaceina a 295 K. (B) Espectro de RPE do weak pitch a 294 K. A

- frequencia da microonda utilizada para a obtenciio dos espectros
foi v =9,477 GHz.
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A expressdo que relaciona a razfio das intensidades do sinal (LvioWIwp) 4 raziio das
quantidades de espécies responséveis pelo sinal (Nvio/Nuwp) encontra-se a seguir: '®

2
Liol Ny (gviol) Sviot { Sviot+ 1) | Tewp av)

wp  Nup | Bwp Swp (Swpt+ 1) | Tvial

g ¢ o fator de separagio espectroscopico; S ¢ o spin eletrdnico; T é a temperatura. A dupla
integral dos espectros nos fomecem i, = 11,2 10’ ¢ I, = 1334. O valor de N, fornecido
pelo fabricante, para o weak pitch é N, = 1,24 10" spins cm™; a porgdo do tubo contendo
0 weak pitch a estar inserida na cavidade do espectrometro era de 2 cm, portanto, Nop =
2,48 10", Utilizando hv = gBH, obtém-se gy = 2,15 ¢ 8up = 2,00. Por fim: Syigi = 1; Syp =
725 Tviot = 295 K; Twp = 294 K. Substituindo estes valores em (IV), obtém-se N,;;; = 7 10'”.
A amostra de violaceina responsavel pelo sinal era de 1,84 mg. Esta massa corresponde a
32 10" moléculas de violaceina (MM = 343,34 g mol™). Desta forma:

de cada 32 10'” moléculas de violaceina — 7 10"7 estdio em T,
de cada 100 moléculas de violaceina -» X

X=22

Isto significa que 4 temperatura ambiente, 22 % das moléculas de uma amostra de
violaceina sélida se encontram no primeiro estado excitado triplete (Ty).
Este dado foi confirmado através da lei de distribuicio de Boltzmann:'®

N, € (V)
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Nr € o nimero de moléculas que se encontram no primeiro estado excitado triplete; Ng, é
o numero de moléculas que se encontram no estado fundamental; R é a constante dos gases
(R = 1,9871 cal mol” K™); T ¢ a temperatura; AE é o gap de energia entre Sy ¢ T.
Utilizando T = 295 K e AE = 0,71 kcal mol™ (obtido pela fungdo IIT), obtém-se Nr;/Ns, =
0,3 = 23/77. Portanto, de cada 100 moléculas a temperatura ambiente, 23 populam T;.
Considerando este método qﬁantitativo (do weak pitch) utilizado para se ter uma idéia da
ordem de grandeza do mimero de espécies paramagnéticas, os valores 22 % e 23 %
concordam muito além das expectativas.

3.2.3- Conclusdes parciais

Esta € a primeira vez que estfo sendo reportados estudos de RPE da violaceina. Todos
os estudos realizados (itens 3.2.1 e 3.2.2) indicam que o sinal de RPE observado é
proveniente de uma fragio (~ 22 % a temperatura ambiente) das moléculas de uma amostra
policristalina de violaceina. Esta fragd@o é constituida de moléculas termicamente excitadas
para o primeiro estado excitado triplete (T;).

Estes resultados mostram portanto que a violaceina possui no estado s6lido uma
forma radicalar estivel. Um dos requisitos para um composto apresentar atividade
antioxidante é possuir uma forma radicalar estivel.” Logo, estes estudos de RPE dio
suporte & hipotese formulada no item 3.1.2 de que a violaceina seria uma molécula
produzida pela C. violaceum com a fungéio de agir como antioxidante.
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3.2.4- Monorradicais
Voltando a anélise dos espectros da Figura 3.2.1-1 (item 3.2.1), pode-se observar uma
ressondncia em 3384 Oe. O espectro do tubo vazio apresenta um sinal extremamente fraco

nesta regido indicando que impurezas paramagnéticas contribuem de forma nio

violaceina
tubo vazio

significativa para esta ressonancia (Figura 3.2.4-1).

4 Oe
-
i -8 0e l

758 ‘\\
|

|

= 1 i 1 L 0 Y (R : 1 i !

3360 3370 3380 3320 3400 3410

H/Qe

Figura 3.2.4-1- Espectros de RPE da amostra de 3,1 mg de
violaceina a 292 K e do tubo vazio a 298 K, em vermelho e
azul respectivamente. A frequencia da microonda utilizada
para a obtencdo dos espectros foi v = 9,477 GHz.

Valores de g em torno de 2,00 sdo caracteristicos de moléculas que possuem | elétron
desemparelhado (i.e., espécies monorradicalares).”’ O sinal de RPE proveniente de
monorradicais (S = '4) deve, com o abaixamento da temperatura, apresentar um aumento
na intensidade. Isto porque, ao abaixar a temperatura, popula-se mais o estado de spin de
menor energia (m, = -1/2), e como consequéncia, ha uma predominancia da absor¢do sobre
a emissdo na condigdo de ressondncia.”’ Na Figura 3.2.4-2 encontram-se alguns dos
espectros do sinal em 3384 Oe a diferentes temperaturas. Para obter as intensidades (/),

integrou-se duas vezes os espectros e os valores obtidos foram graficados em funcdo da

temperatura (Figura 3.2.4-3).
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Figura 3.2.4-2- Nesta figura encontram-se espectros de RPE da
mesma amostra de 3,1 mg de violaceina utilizada para a obtenc¢do
dos espectros da Figura 3.2.1-1, com a diferenca que o campo foi
varrido de 3357 a 3408 Oe. A frequencia da microonda utilizada
para a obtencdo dos espectros foi v = 9,477 GHz.
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Figura 3.2.4-3- (A) Intensidade dos sinpis a 3384 Oe versus
temperatura. (B) Intensidade dos sinais a 3384 Oe versus 1/T.

63



To&és os- espectros da Figura 3.2.4-2 apresentam valores de g em torno de 2,00. A
Figura 3.2.4-3 mostra claramente o aumento da intensidade do sinal com o abaixamento da
temperatura. Teoricamente / deveria seguir a lei de Curie: 7 = constante/T.2 O desvio da
lﬁleaﬁdgde (Figura 3.2.4-3-B) se deve provavelmente & ndo idealidade do sistema, e.g., AH
dos espectros abaixo de 100 K (Figura 3.2.4-2) n#o é constante. '

Pode-se observar também, no espectro a 292 K (Figura 3.2.4-1), uma forma de linha
caracteristica da sobreposicdo de dois sinais. O de maior largura de linha (AHy = 8 Oe)
corresponde ao sinal dos monorradicais. O de menor (AHpg = 4 Qe), diminui de
intensidade com o abaixamento da temperatura (ver espectros a 292, 206 ¢ 175K da Figura
3.2.4-2). Este ultimo se deve ao processo bifotonico conhecido como double quantum
transition® O sinal da double quantum ¢ oriunda de espécies dirradicalares que absorvem
dois fotons para realizar a transi¢io |-1> <> |+1>. Ao abaixar a temperatura, devido &
despopulagdo do primeiro estado excitado triplete da violaceina, observa-se a diminuigéo
~ da intensidade do sinal da double quantum.

Submeteu-se uma amostra de 1,84 mg de violaceina a tratamentos térmicos a

diferentes temperaturas (318-433 K). Os resultados deste experimento encontram-se na
Figura 3.2.4-4.

- v=9429 GHz

3340 3350 3360 3370 3380 3390
H/Oe

Figura 3.2.4-4- Espectres d¢e RPE de uma amostra de 1,84 mg de violaceina
submetida a tratamentos térmicos — por 5 minutos — a: a) sem tratamento
térmico; b) 318 K; ¢) 338 K; d) 358 K; ¢) 378 K; f) 408 K; g) 433 K. Os espectros
foram registrados com a amostra de violaceina sempre a 298 K.
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Pode-se observar na figura que tratamentos térmicos superiores a 358 K causam um
aumento irreversivel na intensidade do sinal. Esta ¢ uma evidéncia de que os monorradicais
responsaveis pelo sinal em g = 2,00 sdo gerados pela decomposigdo térmica da violaceina.
Algumas etapas do procedimento de produgio e purificagdo da violaceina® sdo realizadas
a temperaturas acima de 358 K, portanto, durante a obtengdo do pigmento, uma fragdo da
violaceina é degradada em espécies monorradicalares. E interessante atentar para o fato da
intensidade aumentada do sinal permanecer estivel, indicando que os monorradicais
gerados sdo estaveis. Esta evidéncia — da formagdo de monorradicais estiveis a partir da
violaceina — pode ser usada para, mais uma vez, justificar o carater antioxidante do
pigmento.

A extensdo desta decomposigdo ¢ minima conforme determinado pelo estudo

quantitativo com o padrdo weak pitch (Figura 3.2.4-5).

violaceina
weak pitch
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Figura 3.2.4-5- Linha preta: espectro de RPE de uma amostra de 2,0 mg de violaceina a 295
K. Linha azul: espectro de RPE do weak pitch (1,24 10" spins cm™) a 295 K. A frequencia da
microonda utilizada para a obtencfo dos espectros foi v = 9,204 GHz.
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Integrando duas vezes os espectros, obtém-se Jnonoradicais = 16816 € 1, = 745. Apesar
de termos usado a mesma amostra de weak pitch utilizada no estudo quantitativo do item
3.2.2, o valor de I, aqui ¢ diferente porque os espectrometros utilizados foram diferentes.
Neste estudo foi utilizado um E-LINE (Varian) e no do item 3.2.2, um ELEXSYS
(Bruker). Aplicando a expressdo (IV), obtém-se Nyonorradicais = 3,6 10" Como a amostra de
violaceina era de 2,0 mg (3,5 10'® moléculas de violaceina) conclui-se que de cada 6250
moléculas de amostra, somente uma (1) est4 degradada na forma de monorradical.

Por fim, registrou-se um espectro de RPE em banda-Q (Figura 3.2.4-6).

;
~ 1
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v=34277GHz | |
T=298K \
\,,‘.
12120 12160 12200 12240
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Figura 3.2.4-6- Espectro de RPE em banda-Q de uma
amostra de = 1,0 mg de violaceina.

O intuito deste experimento foi o de verificar um possivel desdobramento do sinal ou
pelo menos uma mudanga na forma da linha. Como ndo foi observado nenhum dos dois,

conclui-se que provavelmente somente um tipo de monorradical ¢ formado pela
degradagio térmica da violaceina.
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3:2.5- Proposta de uma estrutura para o dirradical

Foram realizados célculos ab initio (base CEP-31G) a fim de obter a forma dos
orbitais de fronteira HOMO e LUMO da violaceina, porque a transi¢do eletrdnica de menor
energia € aquela na qual um elétron é promovido justamente-do HOMO para o LUMO. Foi
utilizado o pacote Gaussian 94.%° Encontram-se na Figura 3.2.5-1 a forma dos orbitais
HOMO e LUMO.

LUMO

HOMO

Figura 3.2.5-1- Forma dos orbitais HOMO ¢ LUMO - da
violaceina — obtidos mediante célculos ab initio (base CEP-31G).
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Podemos ver na Figura 3.2.5-1 que os orbitais atdmicos que mais contribuem para o
HOMO sdo os dos carbonos 2, 3, 14, 13, 12 e 17. Para 0 LUMO, os dos carbonos 11, 12,
17 e 16. De acordo com o requisito de overlap de orbitais — que diz que para uma transi¢fo
eletrnica ser permitida espacialmente, grande parte dos dois orbitais envolvidos na
transi¢io devem ocupar a mesma regido do espago” - a transiglio mais provavel de ocorrer
situa-se na regido préxima aos carbonos 12 e 17 porque sdo os orhitais atdmicos destes
atomos que contribuem para ambos orbitais de fronteira.

Propomos entfio — apesar dos cilculos ab initio realizados serem “pobres” devido a
- ndo utilizagdo das opgBes 1) correlaglio eletronica e 2) interagio de configuragdes — a
formagdo do dirradical da violaceina a partir de uma transiiio eletronica n-»n", efetuada
termicamente, de um dos elétrons da ligacdio 7 entre os carbonos 12 e 17 (Figura 3.2.5-2).
A formagdo do estado excitado triplete (T;) exige também a inversdo do spin de um dos

elétrons. |
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Figura 3.2.5-2- Dirradical proposto que explicaria o sinal de RPE
observado (Figura 3.2.1-1) da violaceina.

A Tabela 3.2.5 apresenta os valores do pardmetro D (em cm™) de algnmas espécies
no estado triplete.®

O zero field splitting D é um pardmetro indicativo da distribuigo espacial dos spins
desemparelhados de uma molécula. Quanto menor o valor de D, maior ¢ a distincia mcd1a
entre os elétrons.” Valores muito baixos, e.g, em tomo de 0,05 cm’! , Indicam uma
d.lStﬂIlCla média alta entre os elétrons. O 4-fenileno-bis-fenilmetileno (ver tabela) possui D
= 0,0521 cm™ e apresenta 5 ligagdes de distincia entre os elétrons desemparelhados. O
valor de D obtido para a violaceina através da simulagdo de espectro (Figura 3.2.1-5) foi de
0, 056 cm . Portanto, por analogia, a estrutura mesomérica que mais contribuiria para o
hibrido de ressonéincia do dirradical proposto seria aquela a apresentar 5 ligacBes de
distincia entre os elétrons desemparelhados. Uma sugestdo para esta estrutura encontra-se

' na Figura 3.2.5-3.
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TRIPLETE ESTRUTURA D/cm’!

metileno -CH, 1,017

- fenilnitreno ,NO 1,00

fenilcarbeno HC—@ 0,515
4-ritrofenilcarbeno H@-—<;>—No2 0,480

difenilcarbeno O\C O 0,406 |

naftaleno 0,1003
4-fenileno-bis- Ph—é=<:>=é—Ph 0,0521
fenilmetileno

Tabela 3.2.5- Tabela apresentando o valor do parimetro D de
algumas espécies triplete.
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Estrutura proposta

Figura 3.2.5-3- Proposta de uma estrutura mesomérica que
apresenta uma distiincia média entre os elétrons condizente com
o valor obtido de 0,056 cm™ para a violaceina.

3.2.6- Espectro de massa da violaceina __
Na Figura 3.2.6-1, encontra-se o espectro de massa da violacefna:?
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Figura 3.2.6-1- Espectro de massa da violaceina (extraido
da Figura 6 da referéncia 25).
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Até bem pouco tempo atrés tivemos dificuldades para fazer a interpretagio completa
deste espectro de massa. Isto porque, para formar o ion m/z 214, seria necessério abstrair 2
hidrogénios do grupo OX e transferi-los para o grupo SHI-2PY. A partir da descoberta do
dirradical — que se forma termicamente no estado sélido — pudemos propor mecanismos
para a interpretagio completa do espectro de massa. Nas figoras 3.2.6-2, 3.2.6-3 ¢ 3.2.64,
encontram-se os.mecanismos propostos.

1 Complexo
Ativado

Figura 3.2.6-2- Mecanismo proposto para a transferéncia do
primeiro hidrogénio do grupo OX para o grupo SHI-2PY.
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(m/z 343)
HQ
~CHoNH ' . -GCaHgO:N
C;H,0™ - ..._G'f_ﬁ_z
4
1
H
5 4

(m/4 104) (m/z 133)

Figura 3.2.6-3- Mecanismo proposto para a formacio dos
fons m/z 133 e 104,

Evidentemente que o mecanismo da Figura 3.2.6-3 pode ser igualmente proposto a
partit de uma molécula de violaceina que nfio tenha sofrido uma transferéncia
- intramolecular de hidrogénio conforme mecanismo da Figura 3.2.6-2. Mas, a formagdo do

ion m’z 214 (Figura 3.2.6-4) somente pode ser proposto a partir da transferéncia
intramolecular de hidrogénio. |
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(m/z214)

Figura 3.2.6-4- Mecanismo proposto para a transferéncia do
segundo hidrogénio do grupo OX para o grupo SHI-2PY,
~ - com subsequente formaciio do fon m7z 214,
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Considerando a transferéncia intramolecular de hidrogénio dirigida por proximidade
estrutural,®® ¢ mais provavel que esta ocorra do hidrogénio 19 para o oxigénio 11 e ndo do
hidrogénio 13 para o oxigénio 16 (Figura 3.2.6-2). Os valores das distincias
intramoleculares - da geometria otimizada - determinadas pelos célculos ab initio, foram:
1) 2,303 A entre 0 H13 ¢ o O16; 2) 2,128 A entre 0 HI9 e o Ol11. Logo, h4 maior
proximidade entre 0 H19 ¢ 0 O11 do que entre 0 H13 e 0 O16. A geometria otimizada ¢é
aquela apresentada nas figuras, i.e., a que possui 0s grupos SHI, 2PY e OX coplanares. Um
mecanismo similar — proposto por um processo fotoquimico e ndo térmico — encontra-se no
trabalho de Higuchi et.al.

E importante fazer um comentério a respeito da formagdo do complexo ativado
proposto (Figura 3.2.6-2). A principio poderiamos achar improvavel o rompimento da
ligagio C-H na posigio 19 pois isto demandaria aproximadamente 110 keal mol” — a
energia de dissociagio homolitica (DH°) a 25 °C para o CsHs-H é 110 keal mol™ %2 Mas
como a transferéncia intramolecular de hidrogénio é um processo concertado, a medida que
a ligagio C-H (na posigdo 19) vai se rompendo, temos a formagdo da ligagio O-H na
posigdo 11. A energia requerida para romper a ligagdo C-H acaba sendo proveniente da
energia liberada pela formagdo da ligagio O-H. Considerando que a formagdo desta dltima
libera aproximadamente 103 keal mol” — pois DH’ = 103 keal mol™ para a ligagio O-H do
etanol — pode-se observar que ¢ baixa (=~ 7 keal mol™) a energia liquida requerida para a
formagdo do complexo ativado.
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3.3- Estudos de fotofisica

Os espectros de absorgdo e emissdo da violaceina dissolvida em etanol se encontram
nas figuras 3.3.1, 3.3.2 ¢ 3.3.3.

0.4 ’-;
| —— 15 umol L"
| ——— 11,25 umol L
03 F | 7,5 umol L
——— 3,75 umol L
o 1
M 0,2
<
0,1 |-
0,0 . . . e
200 300 400 500 800 700 800

Figura 3.3.1- Espectros de absor¢do da violaceina dissolvida em etanol.

06 -
———15 ymol L'
——— 11,25 ymol L
—— 75 umol L
7 le;.,.\.,,.fv. N ' -3,75 umol L'
2 H —— solvente
o ) 1\
-ﬂ \ [ , '\I
£ ™
: kll J\\
N
L] ; e
b \
E
2
0,1 ™ 2o
0.0 s ) | DR T T . |
500 650 700 750 800 850
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Figura 3.3.2- Espectros de emissdio da violaceina dissolvida em etanol (Aexc =575 nm).
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Figura 3.3.3- Espectros de emissdo da violaceina dissolvida em etanol (Aex = 350 nm).

Pode-se ver claramente que ndo existe formagdo nem de agregados nem de excimeros
na faixa de concentragdo estudada porque as figuras nio apresentam mudangas na forma
dos espectros.”® Nos espectros de absorgdo (Figura 3.3.1), a banda com Ags = 575 nm
(banda de menor energia) corresponde a transigdo Sy — S, enquanto que a com Ay = 370
nm a So — S,. A fim de confirmar as fluorescéncias observadas, variou-se o comprimento

de onda de excitagdo (figuras 3.3.4 e 3.3.5).
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Figura 3.3.4- Espectros de emissdo da violaceina dissolvida em etanol (15 pmol L™).
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Figura 3.3.5- Espectros de emissio da violaceina dissolvida em etanol (15 pmol L™).

79



Conclui-se portanto que a solugo etanolica de violaceina possui duas fluorescéncias.
A banda com A = 390 nm (Figura 3.3.3) corresponde ao espalhamento Raman do etanol.
Com base na fluorescéncia andmala apresentada pelo azuleno,”® inicialmente
propusemos um decaimento radiativo S, — S, para explicar a fluorescéncia com Ay, =
440 nm (figuras 3.3.3 € 3.3.5).> Ao registrar espectros de emiss3o a 77 K (da solugdo de
15 pmol L), somente observou-se a fluorescéncia correspondente a banda com A, = 680

nm (Figura 3.3.6).

500 -
vioi exc 575 nm (77 K)
e gONeNtE axe 575 nm (77 K)

400 |-
s
32
'ﬁ 300 -
k7
E
a
S
® 200 -
k-
@
i~
0
f =4
o
T 100 |-

or 1 ] 1 i !
600 650 700 750 800 850

alnm

Figura 3.3.6- Espectro de emissio a 77 K da violaceina dissolvida em etanol (15 pmol LY.

Se a fluorescéncia com Ay, = 440 nm correspondesse 4 um decaimento S, —> Sp, a0
abaixar a temperatura para 77 K, deveriamos ter observado um aumento na intensidade
desta emissdo. Portanto, foi descartada a hipdtese do decaimento S, — Sp. Pode-se
observar no espectro a 77 K um aumento de resolugdo, i. e., sdo observadas duas bandas de
fluorescéncia ao invés de uma. Elas podem ser atribuidas a: 1) bandas de espécies
diferentes; 2) bandas de decaimentos para niveis vibracionais diferentes. Espectros de

excitagdo resolveriam esta divida, mas infelizmente estes estudos nio foram realizados.
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Passamos a atribuir a fluorescéncia andmala (Aye = 440 nm) 34 um exciplexo
fluorescente jé que é bem sabido que indéis formam exciplexos com alcoois alifaticos. > A
questdo passou a ser: que tipo de exciplexo estaria sendo formado? Sabe-se que no
primeiro estado excitado singlete, aminas e lcoois aromaticos se tomam mais &cidos €,
carbonilas aromaticas, mais béasicas.”’ Os valores de pKa podem mudar em até 10
unidades. Também jé& foi reportado o aumento da acidez do 5-hidroxiindol no estado
excitado.* Foi mostrado no trabalho de Dias Jr et ai. (ANEXO 3),”® que a violaceina forma
pontes de hidrogénio com moléculas do solvente (etanol). Portanto, com base nestas
- informagdes, propusemos uma desprotonagdo da violaceina no estado excitado S, com
subsequente formagiio do exciplexo. Dois tipos de exciplexo poderiam estar sendo
formados (figuras 3.3.7 e 3.3.8): 1) com interagBes intermoleculares ibnicas; 2) com
interag3es intermoleculares do tipo pontes de hidrogénio.

T %
CH;CHO
hy i
————r—.
viol (Sy)
de préton
~H o
CH;CH-O®
\ H
H “N
reriontagio oP No

|“.| axiplexo
fluorescénte

Figura 3.3.7- Proposta de formaciio do exciplexo que apresenta
. interagiio intermolecular idnicas.
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O mesmo mecanismo apresentado na Figura 3.3.7 pode ser proposto para a formagéo

de exciplexos com interag3o idnica entre os grupos NH da violaceina e o solvente.

ponte de Hidrogénio

Figura 3.3.8- Proposta de formacio do exciplexo que apresenta
interacdes intermoleculares do tipo pontes de hidrogénio.

O mesmo mecanismo da Figura 3.3.8 pode ser proposto para a formagdo do exciplexo
no grupo oxindol da violaceina.

32



Ambos mecanismos propostos explicam o por qué de ndo estarmos observando — a 77
K — a fluorescéncia com Angc = 440 nm. Uma vez que o sistema esta congelado, a etapa da
reorientagdo das moléculas, para formar o exciplexo, ndo ocorre. Ao ndo haver a formagio
do exciplexo fluorescente, ndo ha fluorescéncia. De acordo com a literatura, exciplexos em
geral ndo se formam a baixa temperatura.*’

Decidiu-se entdo testar a hipdtese da formagdo dos exciplexos. Realizou-se um
experimento no qual adicionou-se quantidades crescentes de HClaq) 2 mol L' a uma
solugdo de violaceina ([viol] = 45 umol L™"). Nas figuras 3.3.9, 3.3.10 e 3.3.11 encontram-

se 0s espectros de absorgdo e fluorescéncia deste experimento.

20F
——— sam &cido
———[HCI] = 10 mmol L
15 ———[HCI] = 20 mmol L'
——[HCI] = 30 mmol L
- [HCI} = 40 mmol L
) 10k
(48]
<
05
0,0 - L ; | " i i L i L
200 300 400 500 600 700 800

Flgura 3.3.9- Espectros de absor¢iio da violaceina ([viol] = 45 pmol
L'-em etanol) na presenca de diferentes concentracdes de HCL
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intensidade de emisséo (u. a.)
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——[HCI] =30 mmol L
———[HCI =40 mmol L'

Figura 3.3.10- Espectros de emissdio (Aexc = 575 nm) da violaceina
([viol] = 45 umol L - em etanol) na presenca de diferentes

intensidade de emissdo (u. a.)
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——[HCI] =30 mmol L'
——[HCI] =40 mmol L

Figura 3.3.11- Espectros de emissdo (A = 350 nm) da violaceina
([viol] = 45 pmol L™ - em etanol) na presenca de diferentes

concentracdes de HCL.
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" Pode-se observar que os espectros de absorgdo ¢ emissfo (emiss#o normal - Ay =
690 nm) essencialmente nio mudam com a adi¢#io de 4cido. J4 na Figura 3.3.11, constata-
se algo bem diferente! Pode-se observar uma diminuig#io drastica na intensidade de
fluorescéncia (Amsx = 450 nm) postulada éomo sendo a do exciplexo. Estes resultados
confirmam as hipteses apresentadas nas figuras 3.3.7 ¢ 3.3.8. Na presenga de
concentragdes mais elevadas de HCI, os equih"bribs do estado excitado encontram-se mais
deslocados para a forma ndio desprotonada da violaceina. Com isto, reduz-se a
possibilidade de formagéo do exciplexo ¢, em consequéncia, observa-se uma diminui¢io da
intensidade de fluorescéncia.

Os deslocamentos dos maximos de fluorescéncia — em 10 nm para o vermelho —
podem ser explicados pela composi¢gdo do solvente utilizado. Neste experimento com
adi¢iio de HCI, a violaceina ndio foi dissolvida em etanol puro, ¢ sim, numa mistura
- (70:30)% de EtOH e H,O respectivamente. Sendo a 4gua mais polar, ela estabiliza mais o
estado excitado em relagdo ao fundamental que o etanol — ndo se deve esquecer que em
geral o momento de dipolo é maior no estado excitado. Desta forma, na presenga de um
solvente mais polar, tem-se uma diminuicdo do gap entre o estado fundamental e o
excitado e, em consequéncia, observa-se um deslocamento dos maximos de fluorescéncia
para o vermelho.

Na Figura 3.3.12 encontram-se os espectros de absor¢do da violaceina ([viol] = 7,5
pmol L) dissolvida em solventes de variadas composigdes.

Trés motivos nos levam a atribuir a banda com Ay em 575 nm 3 uma transigdo
1->7 e, a banda com Amg = 370 nm, 4 uma transigio n—7 . (1) A intensidade de bandas
correspondentes & transigdes n—n & maior que as n—n devido ao fato destas Gltimas
serem proibidas pelo requisito de overlap.”’ (2) Devido 4 extensa conjugagdo apresentada
pela molécula de violaceina, a transi¢do de menor energia (i. e., dquela que aparece em
maior comprimento de onda) seguramente é do tipo 77 . (3) O aumento da polaridade do
~ solvenfe resulta no deslocamento, de bandas n—>x’, para maiores comprimentos de onda
(bathochromic shiff), enquanto que, as n—)ﬁ', sofrem deslocamentos para menores
comprimentos de onda (kypsochromic shift).”* Este tltimo ponto pode ser visto methor na

Figura 3.3.13.
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Figura 3.3.12- Espectros de absor¢io da violaceina ([viol] = 7,5
umol L) dissolvida em solventes de seguinte composi¢io: 1) em
preto, (50:50)% EtOH:H,O; 2) em vermelho, (50:50)%
EtOH:DMSO; 3) em verde, 100% EtOH; 4) em azul, (50:50)%
ETOH:Acetona; 5) em ciano, (50:50)% EtOH:AcEt; 6) em
magenta (50:50)% EtOH:Glicerol.
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Figura 3.3.13- Sobreposicio somente dos espectros em vermelho e ciano da Figura 3.3.12.
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. Podemos ver que a banda de absor¢io de menor energia e maior intensidade
claramente sofre bathochromic shift, indicando que se trata de uma transigdo n—>w . Por
outro ladb, apesar da banda com A, = 370 nm — atribuida a transi¢io n—>x - ndo sofrer
hypsochromic shifi, ela também ndo é deslocada para o vermelho. Provavelmente o ndo
deslocamento se deve ao fato das carbonilas estarem conjugadas com o restante da
molééula, desta forma, a densidade de carga negativa sobre o oxigénio é superior quando
comparada 4 de carbonilas nio conjugadas. Assim, quando da ocorréncia da transigio
n—->7, que confere uma densidade de carga positiva ao oxigénio, 0 momento de dipolo da
molécula nfio diminui tanto a ponto do estado nx” nfo ser o suficientemente estabilizado
por um solvente polar para resultar num hypsochromic shift.

Para formar o exciplexo, a violaceina tem que ser excitada em torno de 370 nm.
Sendo este 0 comprimento de onda correspondente 2 transi¢do n-»7, é de se esperar que
os cromoforos - da violaceina — capazes de realizar uma transi¢io n—n’, se localizem nas
regides da molécula a formarem o exciplexo. Os mecanismos propostos nas figuras 3.3.7 ¢
3.3.8 mostram exatamente que as regides da violaceina a formar o exciplexo sfo aquelas
que podem sofrer transigdes n—»n . Portanto, esta é mais uma evidéncia em favor da nossa
hipétese.

Outra evidéncia pode ser vista nos espectros de excitagdo obtidos. As figuras 3.3.14,
3.3.15, 3.3.16 e 3.3.17, apresentam os espectros de emissdo e exéitagﬁo das mesmas
solugdes utilizadas para a obtengdo dos espectros da Figura 3.3.12.

Os espectros de excitagdo da Figura 3.3.15 possuem todos o mesmo perfil, indicando
que a espécie fluorescénte & a mesma (violaceina em S,). Por outro lado, pode-se observar
na Figura 3.3.17 que em diferentes solventes os espectros de excitagdo apresentam perfis
_' diferentes. Esta ¢ uma forte evidéncia de que espécies diferentes estdo fluorescendo. As
espécies diferentes seriam portanto os diferentes tipos de exciplexos formados, sempre

entre a violaceina no estado excitado (S,) e o solvente.

87



30 ——50% H,0
o ———— 50 % DMSO
il —— 100 % EtOH

zi : legv'p\ ,}1 | —— 50 % Acetona

4 r J : ——50 % AcEt
22+ — 50 % Glicerol
20

18 F
16 F
1,4
12
10 F
08 F
06 f
04
02 F
0ol

Intensidade de emissao (u, a.)

Figura 3.3.14- Espectros de emissiio (Aexe = 575 nm) da violaceina
([viol] = 7,5 umol L") dissolvida em solventes de seguinte
composi¢io: 1) em preto, (50:50)% EtOH:H,0O; 2) em vermelho,
(50:50)% EtOH:DMSO; 3) em verde, 100% EtOH; 4) em azul,
(50:50)% ETOH:Acetona; 5) em ciano, (50:50)% EtOH:AcEt; 6)
em magenta (50:50)% EtOH:Glicerol.
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Figura 3.3.15- Espectros de excitacio (Aemy = 680 nm) da
violaceina ([viol] = 7,5 pmol L) dissolvida em solventes de seguinte
composi¢cdo: 1) em preto, (50:50)% EtOH:H,0; 2) em vermelho,
(50:50)% EtOH:DMSO; 3) em verde, 100% EtOH; 4) em azul,
(50:50)% ETOH:Acetona; 5) em ciano, (50:50)% EtOH:AcEt; 6)
em magenta (50:50)% EtOH:Glicerol.
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intensidade de emissao (u. a.)

—50% H,0
—— 50 % DMSO
—— 100 % EtOH
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— 50 % AcEt
——— 50 % Glicerol

Figura 3.3.16- Espectros de emissio (Aeec = 350 nm) da violaceina
(Iviol] = 7,5 pmol L") dissolvida em solventes de seguinte
composi¢iio: 1) em preto, (50:50)% EtOH:H,0; 2) em vermelho,
(50:50)% EtOH:DMSO; 3) em verde, 100% EtOH; 4) em azul,
(50:50)% ETOH:Acetona; 5) em ciano, (50:50)% EtOH:AcEt; 6)
em magenta (50:50)% EtOH:Glicerol.
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Figura 3.3.17- Espectros de excitacio (Aemi = 440 nm) da
violaceina ([viol] = 7,5 umol L) dissolvida em solventes de seguinte
composi¢do: 1) em preto, (50:50)% EtOH:H,0; 2) em vermelho,
(50:50)% EtOH:DMSO; 3) em verde, 100% EtOH; 4) em azul,
(30:50)% ETOH:Acetona; 5) em ciano, (50:50)% EtOH:AcEt; 6)
em magenta (50:50)% EtOH:Glicerol.
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Por fim, foi realizado um estudo exploratério utilizando a deoxiviolaceina (violaceina
sem o grupo OH). Os resultados destes estudos encontram-se nas figuras 3.3.18, 3.3.19 ¢
3.3.20.

sem acido
{ ——— [HCI] = 95 mmol L

1.0 -1
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Figura 3.3.18- Espectros de absor¢iio da deoxiviolaceina na
presenc¢a de diferentes concentracdes de HCI.
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Figura 3.3.19- Espectros de emissiio (Aexc = 575 nm) da
deoxiviolaceina na presenca de diferentes concentracdes de HCL.
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Figura 3.3.20- Espectros de emissdo (Aeye = 350 nm) da
deoxiviolaceina na presenca de diferentes concentracdes de HCL

A deoxiviolaceina apresenta a fluorescéncia normal S; — S, (Figura 3.3.19) e
também a fluorescéncia andmala (Figura 3.3.20). Este resultado é a prova de que o
processo de formagdo do exciplexo ndo se dé exclusivamente na hidroxila da violaceina.
Além disto, com a acidificagdo, pode-se observar na Figura 3.3.20 uma diminui¢do na
intensidade da banda de fluorescéncia do exciplexo juntamente com o aparecimento de
uma segunda banda em 465 nm. Uma possivel forma de interpretar este resultado é através
da consideragdo de um equilibrio entre a deoxiviolaceina no estado excitado e a

deoxiviolaceina protonada também no estado excitado.

hy :
deoxi ———» deoxi
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deoi + H [deoxi—H"]*

Nesta proposta estariam sendo formadas duas espécies no estado excitado: a deoxi e a
[deoxi-H]". Cada uma delas formaria um exciplexo fluorescente e estes seriam diferentes
entre si, assim, ficaria justificada a presenga das duas bandas de fluorescéncia da Figura
3.3.20.

Uma questdo que poderia ser levantada refere-se a competi¢do entre a desprotonagio
da violaceina (em S,) para formar o exciplexo e a conversdo interna S;—»S;. Isto porque, se
por exemplo a conversdo interna S,—S, for muito mais rapida que a transferéncia de
préton, ndo se poderia justificar a transferéncia de préton da violaceina em S, conforme
proposto porque, antes que pudesse ocorrer a transferéncia, a molécula decairia para S;. A

escala de tempo para uma transferéncia de préton ¢é de 10210,

€, para a conversio
interna, 107'-10"%s.** Por apresentarem similares escalas de tempo, ficam portanto
viabilizados os mecanismos propostos de transferéncia de préton — nas figuras 3.3.7 ¢ 3.3.8

— para a formagéo dos exiplexos.
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4- Conclusdes

1. Os experimentos microbiolégicos (item 3.1) indicam que muito
possivelmente a violaceina seja uma molécula que atua como antioxidante
protegendo a Chromobacterium violaceum do estresse oxidativo. Quanto
maior a tens#io de oxigénio dissolvido no meio de cultura, isto ¢, quanto
maior o estresse oxidativo sofrido pelas células, maior é a produgfio de
violaceina. Por outro lado, experimentos com adigdio de catalase ao meio de
cultura apresentaram uma diminui¢o na produgfio de violaceina devido a
supressdo do estresse oxidativo causada pela catalase adicionada.

2. Ja foi demonstrado que a violaceina possui capacidade antioxidante
(ANEXO 2). Nossos estudos de RPE (item 3.2) mostraram que a violaceina
possui, no estado sélido, um estado excitado triplete (forma dirradicalar)
muito préximo do estado fundamental (AE = 0,71 keal mol"). Para ser
considerado um bom antioxidante uma molécula precisa satisfazer a
condi¢do de possuir uma forma radicalar estivel, logo, estes estudos de
RPE suportam a hipétese da violaceina ser um antioxidante porque os
sinais de RPE obtidos séo estaveis, indicando que a violaceina possui uma
forma radicalar estavel.

3. Os estudos de absor¢fio e emissdo eletrénica (item 3.3) mostram que a
violaceina € uma molécula que possui propriedades fotofisicas
interessantissimas. A fluorescéncia andmala descoberta foi atribuida a um
exciplexo formado entre a violaceina (no segundo estado excitado singlete -
S2) € o solvente.
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Production, extraction and purification
of violacein: an antibiotic pigment produced

by Chromobacterium violaceum

D. Rettori and N, Duran®

Ap dure for the prod and purification of violacein was developed wsing Cl b it
iol {CCT 3496) ‘mmﬂmimdiﬁedlumxowm.A-mmyMWubumh
perform these experiments. Violacein was d with ial eth 'mdpuﬁﬂ:dbyﬂlmﬁun.sma
ummerysumnhmmdhlghnﬂmmmhqmd h ,nphy'ﬂn iolscein was analysed and identified
by proton and carbon-13 NMR sp - 'y, UV-VIS speciro-
scopy and infrared sp PY. It was I thanhc -“‘wnhlghlypulﬁndviohuin.

Kev worde: Antibiotic, bi Ch bacterim vi pigment, violacein.

Chromobagterium saG gative, faculta- in this work we describe, in detail, 8 simple method-
tively bic, rod-shaped b fum (Kaufman et al.  alogy to obtain highly purified violacein.

1986). It is a common saprophyte found in water and soil
fromtruptcahndsubuupm]ngmunfthcwwld,mdls

idered 1o be non-pathogenic (Ponts &  Materials and Methods
Ienkmsl992)
Violacein (Figure 1), the major pig; duced by Microbial Production
this bacterium, Is a bactericide (Lichstein & Van deSand  Fourmi tbutJess is possible) of a suspension of C. riok ccr

1945; Durin o al. 1983), a trypanocide (Caldas e al. 1978
Durdn et al. 1994), a tamoricide (Durdn cf af. 1996) and in
addition it has anti-viral activity (May o al. 1991),

Figure 1. Molscular struclune of w

¥9% (grown for 12 h at 30 *C on an orbital shaker at 120 rev/
min) were inoculated into 400 ml of liquid medium (05%
O-glucose: 0.5% peptone; 0.2% veast extract) in 2 2000 ml Er-
lenever flask. Two ineculated Rasks were incubated at 30 °C
for 12 h on an erbital shaker at 120 rev/min. Then. suspensions
of C. violserm were inoculated onto eight nonsterilized cotton
carpets {90 ml/carpet). Each carpet (approximately 10 x 20 x
05 an) was inside & nonesterilized one lire modified Roux
bottle (i.e. ore carpet per bottle). The eight bottles were incu-
bated at 30 °C for 24 h in a sutface tray bioresctor (Rettori &
thlﬂﬂmlhmtmmAﬂathilﬁmtmemm
 bright vialet color due to i lular production of violacei
by the bacteria, If ion is not d don of the
svmmummﬂnmodlﬁaumofmmhmﬂswa
ﬂmplvahdenfnammdhmmmmﬁdhhhm
insertion and removal of the cotton carpets.

£ ior end Purificntion

343.241,

'nwmvedmmurpmwenausquemdmgahnm
extens medium and then wathed twice with distilled

Tre Suthors ane weth Insiiuto o8 Quimca, LaDORICKO ok Ouimica Bosopca.
Lroversicaor Exmdusl o Campunas, C.P. ersn.cum-u CEP 13.083-970.
SP. Brani: ta: {+55) 16 T8 3023

1950 Raped Scanca Publaies
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water. The violacein was exwracted twice with 500 ml of com-
ercial ethanol. The ethanolic nniuum was filtered and then
P d under reduced t ding ~750 mg of crude
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extract. This mass undenwent Soxhlet purification firsthr
with chll diy with diethvl ether
tior 34 h) and ﬂ\irdlv textraction of violacein) with ethanai
talmost quanuuﬂw.-l\'i Evaporation of the ethanol under re-
duted pressure gave =il mg of a2 sembpurified extract, which
was purified further by crvstallization with the solvenr pair
methanol/water. The crvstals were harvested by centrifugation
and dried at 100 °C for 24 h. Approximately 10 mg were ob-

elyl,

this diethyl ether extraction step and therefore this ex-
traction was limited to 34 h.

In Figure 2 ichromatogram corresponding to the
HPLC purification step), it can be seen that the fraction
collected consists of two peaks (30.14 and 32.62 min). In
principie each peak could be attributed to different
oompounds, but gince the NMR spectrumn of a sample

wined. Finally, these 10 mg were purified by high p
hquld chromaography (HPEC) (with o Waters, model PREF. LC
using the fellowing i flow = 7.0 ml/
min: ﬂaﬂemrv phasy w DELTA PAK C13 preparative column
(wmmxNm).wlmmuﬂmAnndpamduoﬂsumm
column temp w FoOm temp {23 %C);
moving phase = 75% methanol: 25% H:O (% in volume); de-
tector wavelength = Bﬂmchanlpeed = 0.5 ¢m/min. Four
injections of a lic sol previcusly fltered
with 0.5 ym pore diameter size filber) of these 10 mg were made
(=15 mi each injection) to the HPLC. The fraction collected for
each injeetion had initial lution titre of 26 min and final shation
mdﬂma(ﬁam!) The solution was evaporated under

until violacein crystals in water remained.
Thmmhlwsmd bvc!nmluglunnam d.n!dat 100 *C for
24 h Ap lmg was
Clrncterization and Anstusis

YVioiacein was characterized and analvsed by: proton (300 MHz!
and carben-13 (75 MHz) NMR spectroscopies {with a Varian,
model GEMINI 3000 (Figures 3 and 4 respectively); thermo-
gravimetric analveis (TGA? (with a TA Instruswnt, model Hl-
RES TGA 2930)(F|3un5). mass spectrometry (with & Hawleit
Packard, model HP $968A) (Figure 6); ultraviolet-visible (L7V-
VIS) spectroscopy (with a Hitachi. model U-2000) {Figure 7); and
infrared (IR) spectroscopy {with a Perkin-Eimer FT-IR, model 16
PC) (Figure 8,

Results and Discussion

The Sexhiet purification step with chloroform extracts
cell wall and membrane residuals (Melo 1996). The
Soxhlet step with diethvl ether solubilizes deoxy-
violacein, the minor p produced by C. ol

(Durdn ¢t al. 1983). A smali fraction of violacein is lost in

< 3
.
H fa
§ g
g 2
b4 n
2 I
£ -
- ;

By B & ! "

g =g H :
; H
ﬂ __....—)"'JVL/ \-—_/\
o
o 10 P 1 I

ELuTion TIME tmin)

mzmmqmimamlwlmummm
nolic solution of vi purttind by

686 Worl kourmal ot Martenwelny £ Brotechmnbory, Vil 1, 193

104

- bothpulrsr!velledth!mmceoflhlghlv
punfied\f lacein, all the collected f corresponids
to violacein. From fl (Rettori
lm)itmmhtbwpnhw«edueww—
olacein but that each one corresponded to violacein
mlemlumdiﬁmmawmmm

paring our NMR {Figures 3 and 4) with
thcianinthghmmnﬂiuhimdar]%hnunbe
seen that this procedure leads to highly purified viola-
cein. In Figure 3, the peak at 0 ppm corresponds to
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tetramethvisilane ('I'\Js) at 23 ppm to the residual
protons of perd hyl sulphoxide (DMSO);
at 3.3 ppm mmmrm:d a Ssppm to chloroform. in
Figure 1. the peak at 0 ppm corresponds to TMS; at
39ppmloDM§)-d..andat'9ppmto:hhmnnn
LS . two vnidenttified peaks dre still observed at
135 ppm (Figure 3} and 98.2 ppm (Figure 4). These two
peaks are of small intensity and they were attribnited to
nen-significant impurities. The water peak is very
intense because DMSO is hvgroscopic. However, to
determine if this violacein is hvdrated or not, a TGA was
carried out.

In Figure 5 the thermogram shows & first loss of mass
at 170 °C, This is sttong evidence that violacein is free of
water, otherwise a loss of mass at a lower temperature
would be expected. The transition at 386 °C is due to
decomposition of violacein (Perkampus of al 1971;
Breroit 1988).

The maas spectrum (Figure 6) shows the molecular jon
m/z = 343; the UV-VIS spectrum (Figure 7) -shows
strotyg absorption at the visible region due to resonance of
viclacein; and the IR spectrum (Figure 8), accanding to
the literature (Laatsch et al. 1984: Riveros ef af. 1988),
presents stretching bands at 1680 and 1655 em™ due 1o
CmO bonds and a stretching band at 1610 em™ due to the
C=C bond.

Conclnding Remarks

The use of the surface tray bioreactor, the modified Roux
bottles and the cotton carpets greatly iacilitates the
handling, by the operator. of all steps related o the
production and extraction of violacein. Production is
inexpensive, achieved in short periods of time (24 h),
and yields highly purified violacein.
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Biological Activities of Violacein, a New
Antitumoral Indole Derivative, in an Inclusion
Complex with 8-Cyclodextrin
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Universidade Estadual de Campinas, C.P. 6154, CEP 13083.970. Campinas-S.F. Brazil:

4 Biochemistry Department. Universidade de S0 Paulo, S.P.. Brazil

{Received: 26 January 1999: in final form: 22 April 1999)

Abstract. Violacein is a poorly water-soluble antitumoral and antibacterial drug. The solubitity
can be enhanced by complexation with S-cyclodextrin. The inclusion complex was prepared by the
co-precipitation method in molar ratios of 1:1 and 1:2 of violacein/S-cyclodexiin. respectively.
The acute wxicity (E. coli strain} of violsctin did not change up-to 400 uM, either in the pres-
ence or absence of cyclodextrin. Cytotoxicity (V=79 eef] culture) through DNA. and MTT assays
was significantly decreased in the presence of the 1:2 molar ratio-complex. Srudies on erythrocyie
lipid peroxidation by the thiobarbituric acid (TBA) method shiowed that violacein and violacein/g-
CD (1:2) at 100 uM cause 50% dnd 80% inhibition. respectively. At 500 M the violacein/8-CD
complex inhibited lipid peroxidation completely: however, with free violacein only 65% inhibition
was reached at that concentration. : ’ '

Key words: inclusion compiex. violacein, g-cyclodextrin, toxicity, cytotoxicity, antioxidant.

1. introduction

The natural cyclodextring (CDs) have been extensively studied to improve certain
properties of drugs, such as solubility, stability, and/or bicavailability [1-6]. The
enhancement of drug activity or the reduction of side. effects can be achieved by
inclusion complex formation. Recent studies show that cyclodextrin complexation
resuits in enhanced drug delivery to the membranes and, consequently, enhanced
drug bioavailability [7]. Formulations using Glibenciarnide/8-CD [8], Griseofulvin
(9] and Clotrimazole [10] improved their biological activities due to their solubility

* Author for correspondence: Dr. Nelson Durdn. Institwto de Quimica, Biological Chemistry

Laboritory. Universidade Estadual de Campinas. C. P. 6154, CEP 13083-970. Campinas. Brazil.
Fax: +55-19-788-3023: E-mail: duran@iqm.unicamp.br
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Violacein {1}

Figure 1. The viclacein structure.

by complexation with 8-CD. Very few swdies relating to indole derivatives and
inclusion complexes with 8-CD have been published [11, 12].

The formation of inclusion compounds between violacein and 8-CD was stud-
ied by diffusion measurements and circular dichroism. The results of the two
experiments were in good concordance with the formation of 1:1 and 1:2 com-
plexes. The size of molecules involved was monitored using diffusion coefficient
and circular dichreism measurements and computational calculations indicated a
preference for the inclusion of the most polar part of the molecule to form the 1:2
" inclusion complex [13].

Viglacein  (3-[1,2-dihydro-5-(5-hydroxy- i H-indol-3-yl}-2-ox0-3H-pyrrol-3-
ilydene]-1,3-dihydro-2H-indoi-2-one) (Figure 1) was isolated from the Amazon
river, Manaus, Amazon State. in Brazil, characterized and purified as described
recently {14].

Violacein exhibited trypanocidal [15, 16). antibiotic {17) and antitumoral activ-
ities [18-20]. Its toxicity was also studied [16). After in virro testing in a panel
cell line by the National Cancer Institute Developmental Therapeutics Program,
the response parameter Gy (50% growth inhibition) for ovarian cancer IGROV1
(0.62 % 1072 M), non-small cell lung cancer NCI-H460 (0.58 x 10~% M) and colon
cancer KM12 (0.27 x 10~% M) were found [18. 20].

Due to several biological activities of violacein and the inclusion complex pre-
viously demonstrated with 3-CD [13]. the aim of the present paper is to study
any improvement of its solubility. enhancement of its biological activities as an
antioxidant and the diminution of its toxicity through violacein/8-CD inclusion
complex formation. The aim is to apply this new fomulation as an antitemor drug
and to explore the feasibility of the carrier in reducing the toxicity and enhancing
the antitumor efficacy of violacein.
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2, Materials

B-Cyclodextrin was purchased from SIGMA Chemical Co. and was used as
received. Violacein was prepared and purified as previously published [14].

The violacein/8-CD inclusion complex was prepéred as previously published
[13} as-follows: a stock solution of B-CD (10~ M) was prepared. with distilled
water and dilutions were made from this stock solution to obtain the different
desired concentrations. A stock solution of violacein (103 M) in 0.003% DMSO
in pure ethanol was added to aliquots of the 5-CD solution to give the desired final
concentration, '

3. Methods
3.1. CYTOTOXICITY ASSAYS

(a) Cell culture, Chinese hamster V-79 lung fibroblasts were grown as previously
reported [15. 21, 23).

(b) Cell growth. Cells were seedad at 3 x 10* cells/mL in the wells of 24-well plates
and incubated at 37 °C in a 3% CO; humidified atmosphere. Forty-eight hours later,
semiconfluent cultures were exposed to the test at eight different concentrations
ranging from 0 to 5 uM for violacein or the complex with 8-CD. Control experi-
ments with the same amount of §-CD-inthe 0 to 5 uM range were carried out, The
cells were washed twice with PBS solution (the PBS solution contained 0.14 M
NaCl; 3.36 x 103 M KCL; 8.10 x 10~*- M Na,HPQ,; 1.84 x 10~ M KH:PO,;
1.26 x 107> M CaCl, and 0.53 % 10~? M MgCly; pH = 7.2). The cells were then
fixed with trichloroacetic acid and submitted to alkaline hydrolysis (0.5 M NaOH).
The absorbance of the lysate was recorded at 260 nm in order 6 quamify nucleic
acid. The ICso corresponds to the drug concentration which caused a 50% decrease
of DNA content

(c} Reduction of 3-(4,5-dimetiithiazole-2-v1)-2,5-diphenx! tetrazolium bromide
(MTT) is used to assess the mitochondrial dehvdrogendse activiry of viable cells
[22). MTT assay: V-79 cells (3 x 10° cells/mL) were seeded in 24 well plates and
incubated until semiconfiuence. The culture medium was removed angd replaced
with a medium containing violacein (0=5 uM) or in the presence of g-CD. The
cells were incubated for an additional 24 h and the culture medium was removed
and replaced with a medium containing 0.5 mg/mL of MTT and incubated for 5 h.
The culture medium was removed and i mL of ethanol was added to each well to
solubilize the formazan formed. The plates were gently shaken for 10 minutes and
the absorbance was measured at 570 nm {24].
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3.2, ACUTE TOXICITY ASSAY

Escherichia coli (ATCC 25922 strain} was used in the acute toxicity assay and the

~method for determination of bacterial cytotoxicity by flow injection analysis [25]
proved to be a reliable and rapid assessment of the toxicity of the compounds by
analyzing the alteration of the amount of CO; produced and trapped in the culture
medium.

3.3, ANTIOXIDANT CAPACITY ASSAY

Studies on erythrocyte lipid peroxidation were carried out by the thiobarbituric
acid (TBA) method. This method measures the malonaldehyde content [26]. The
red cells were twice washed in 50 times their volume of buffered saline, After the
second washing the packed-cell volume (PCV) was adjusted to 2.5%. The cell sus-
pension was pre-incubated at 37 °C for 1 h in a shaking water bath. The suspending
medium was removed by centrifugation and the cells were resuspended in fresh
buffered saline. The PCV was adjusted to 1 mM of the basis of hemoglobin estim-
ation. Buffered saline solutions of the same pH were used throughout. The final
cell suspension (1 mM Hb) was exposed to tent-butyiperoxide (1 mM) for 30 min.
The same expetriments in different concentrations with violacein (0—600 uM ) and
in the presence of violacein/8-CD were carried out.

Lipid peroxidation was measured indirectly by measuring malonaldehyde
(MDA) concentrations. To 4 mL of cell suspension 2 mL trichloroacetic acid (final
cone, 12.5%) was added and the mixture was centrifuged. An aliquot (4 mL) of
the supernatant was transferred to a boiling tube fitted with an air condenser and
1 mL of thiobarbituric acid solution (1%) was added. The mixture was placed
in & boiling-water bath for 15 min then immediately cooled under tap water.
The absorption at 532 nm was measured (¢ mM = 156). The malonzldehyde
concentrations were expressed in nmol MDA per g hemoglobin {26].

4, Results and Discussion

Chromobacterium violaceum is a gram-negative bacterium found in samples of
water and soil from tropical and subtropical regions of the world. Violacein, a
major pigment produced by this bacterium, exhibited several biological activities
as mentioned before. Growth curves of C. violaceum at 10% and 50% of dissolved
oxygen tension were obtained [27}. Violacein production per bacterium started and
had a peak at the exponential growth phase, with a 3-fold higher production in the
50% than the 10% experiment. In the presence of either catalase or ascorbic acid
the violacein production underwent a 2 h delay. These results indicate that viclacein
was an antioxidant produced by C. violaceum for antoprotection against reactive
oxygen species that were responsible for cellular oxidative damage {27},

In order to understand this phenomenon, studies on erythrocyte lipid perox-
idation by the TBA method were carried out. This study showed that violacein
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1 . ~@- Violacein-cyciodextrin

“nmols MDA/gHb

v ] T Y 3 T T T T T T T ) M 1
) 100 200 300 400 SO0 600
Violacein (uM)

Figure 2. The effect of differet comcentrations of violacein (—B—) and
violacein/§-cyclodextrin (1:2) molar ratio (~—@§—) on- tert-butylperoxide (1 mM)-induced
autooxidation. Pre-incubation time 30 min, pH 7.4, a1 37 °C.

and violacein/8-CD (1:2) at 100 uM caused 50% and 80% inhibition .of lipid-
peroxidation. respectively (Figure 2). At 500 uM the violacein/8-CD completely
inhibited lipid peroxidation, but with free violacein at this concentration, only 65%
inhibition was reached. This shows that. -CD enhanced the amtioxidant sctivity of
violacein, which is probably related to the intracellular protection by violacein in
C. violaceum against oxidative stress [27]. .

According to previous studies, the 1Csp values for the V=79 fibroblast culture

- cells was 1-5 uM [28]. Recently it was stdied whether violacein toxicity causes

apoptosis or necrosis. The results showed that violacein triggers apoptosis instead
of necrosis in V-79 culwre cells. The violacein- induced morphological changes
of the V-79 nuclej reflected chromatin condensation and a smaller DNA content
[29]. Fhen it was important to verify the mechanisms of cytotoxicity of violacein
because a therapeutic versus toxicological effect of a compound are important
parameters in order to asseas the possible pharmacological use 2s an antitumors] in
wypanocide drug, .

In order to better understand the toxicity of violacein. the multi-endpoints cyto-
toxicity and acute toxicity were applied. The reduction of 3-(4.5-dimethylthiazole-
2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolivm bromide (MTT) is used to assess the mitochondrial
dehydrogenase activity of viable celis [21. 24}, and the DNA or protein context is
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Figure 3. Multi-endpoint cytotoxidity assay: Treatment V79 cells for 24-h with violacein:
MTT (0 and DNA (~-£1—) assays.

" ‘tised to evaluate the content of cellular macromolecules, which are indicative of
. total cell number. '
.- The DNA content is a useful method to quantify the cellular material. The cellu-
lar growth of V79 fibroblast exposed to different concentrations of violacein were
measured. Figure 3 shows the dose-response in the DNA content and the ICsp value
was 1.30 uM in the absence of -CD. The dose-response of reduction of MTT of
violacein by the V79 cells is represented in Figure 3. This figure shows that the
ICsy values for violacein was 1.23 uM, identical with the DNA values mentioned
above. o
The cytotoxicity of 1.2 M violacein was not modified when the molar ratio of
violacein/8-CD was 1: 1, but was significantly decreased in a molar ratio of 1:2
(Figure 4).
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0.35+ ANOVA foliowed by Duncan's
p<002

0.30+
025 e
020~
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Absorbance {570 nm)

Viol L.2uM  Viol:CD F:1  ViolCD 1:2

Treatment

Figure 4. Cyiotoxicity of 1.2 uM violacein in a free form. molar ratio of 1:1 and 1:2 with
B-cyclodextrin {from Jeft to right). ’

The acute toxicity of the violacein against E. colf was very low {around 10%) at
400 M either in the absence or presence of a 1 : 1 molar ratio of violacein/8-CD,
similar to that observed in the V-79 culture cell in the cytoroxicity experiments.
It seems to us that violacein exhibited a very specific effect in different bac-
terial strains as previously observed in Mycobacterium tuberculosis H37Ra which
exhibited minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal bactericidal con-
centration (MBC) of 180 uM and 373 uM, respectively [30]. The same selectivity
was observed when compared with fibroblast in this paper.

Thus the study of the violacein/8-CD complex resulted in a reduced cytotoxicity
and better solubility of the violacein. The exact pharmacokinetics of the complex
in terms of systemic absorption may have to be further confirmed by bioavailabil-
ity studies and studies to determine whether the complex enhances the antitumor
activity is currently in progress.
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Abstract

Violacein is the major pigment produced by Chromobacterium violaceum. We
now report the results of semiempirical calculations on the electronic spectrum of
vioiacein. We have used the AMI and Imermediate Negiect of Differential Overiap
(INDQ) model Hamiltonians. Solvem effects have been included with the SCRF modei
for spectroscopy as proposed by Zerner and Karelson. Qur resuits suggest that in the gas
phase violacein is almost planar while in ethanolic solution the H-bond imeractions force
an internai rotation due to sterical factors. The calculated UV -visible spectrum with the
inclusion of specific solvent interactions in the Hamiltonian is on good agreement with

the experimental spectrum.

Key Words

Intermediate Neglect of Differential Overiap (INDO) - violacein - spectroscopy — solvent

effects — modeling
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i. Introduction

Chromobacierium violaceum is a Gram-negative, rod-shaped, faculratively
anaercbic bacterium [1]. In Brazil, large amounts of C. violaceum are found in the
waters and in the soil of the banks of the Negro river. one of the largest afluents of the
Amazon river [2]. Violacein is the major pigment produced bv this microbe, and its
structural form (Fig. 1) presents three heterocyclic moieties named as 5-hydroxyindole
(5HI), 2-pyrrolidone (2PYR} and oxindole (OX).

Violacein has been reported to possess bactericidal [3], trypanocidal [4].
antiviral [5] and antitumoral [6] activity. Recently, it has been also shown, by the
thiobarbituric acid (TBA) method on erythrocyte lipid peroxidation, that violacein
possesses a significant antioxidant activity [7]. Consequently we have carried out EPR
measurements with the violacein powder and observed that it is not EPR silent {8].

Foliowing our previous work on the production and characterization of violacein
[91, we now report resuits of semiempirical calculations on this moiecule, We have used
the semiempirical INDO/S method because the size of the system (39 atoms with 126
valence electrons) clearly does not altow for the use of ab inirio methods with our
current avajlabie resources. The UV/VIS absorption spectrum was calculated including
solvent effects and the resuits were compared with the experimentai spectrum in an

ethanolic solution.
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2, Methods and Computational Details.

Initially we have carried out geometry optimizations with the AM1 Hamiltonian
[10-12] for both the singlet and triplet states. For the evaluation of eiectronic spectra, we
have used the Intermediate Neglect of Differential Overlap for spectroscopy (ENDO/S)
technique of Zemer and coworkers [13-21], with the two electron integrals of the form
Tuv = (Ut | w) calculated by a modified Mataga-Nishimoto recipe [22,23].

Solvent effects were simulated in two levels. Initially, non-specific, bulk
dielectric effects were simulated by a self-consistent reaction field (SCRF) according to
the continuum mode! [24-26] in the formulation suggested by Karelson and Zerner
(Refs. [26,27], theory B). Then, specific hydrogen bond interactions berween violacein
and ethanol (solvent) molecules were simulated by explicit inclusion of six solvent
molecules around the violacein solute in the zeroth order Hamiltonian, according to the
supermolecule model [28-30]. The positions of the surrounding solvent molecules
follow the recommendations by Pullman and Pullman [31]. This approach has been
quite successful in previous studies on the absorption spectrum of difficult systems such
as Reichardt’s betaine #1 [32].

The experimental UV-visible spectrum was obtained with an ethanolic solution
of violacein (1.5 x 107 mol/L). The measurements were carried out in a Hewlett-

Packard diode array spectrophotometer model HP8452A, using 1 em-length quartz cell.
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3. Results and Discussion

3.1 - Ground state geometry, in gas phase and SCRF

Fig. 2 shows the AM1 fully optimized geometry of the singletr ground state
violacein in gas phase. One can see that the SHI rAng is twisted from the rest of the
molecuie, as the caiculated C(8)-C(9)-C(1 1)-C(12) dihedrai angie assumes a vaiue of
about -21°. The barrier to the 5HI rotation about the C(9)-C(11) bond was previously
calcuiated as 3 kcal/mol [33]. The OX and 2PYR rings are coplanar as the C(12)-C(13)-
C(17)-C(18) dihedral angle is very ciose to 0°. That was the only stable geometry
obtained by full optimization. In order to evatuate the barrier berween the OX and 2PYR
rings, we have carried our subsequemt partial optimizations fixing the C(12)-C(13)-C(17)-
C(18) dihedral at different values. The energy barrier to reach the perpendicular
conformation was calculated to be 30 kcal/mol. Therefore, our resulrs suggest that, no
other interactions being present, the OX and 2PYR rings should assume a coplanar
conformation.

Due 10 our recent observation that violacein powder is not EPR silent [8], we were
prompted to examine the possibiiity of a low lying tripler state. Thus we have also
optimized the violacein geometry in the triplet state. The UHF calculations with the AM1
Hamiltonian showed that this state is ca. 7 kcal/mol above the singlet state. However,
completion of the optimization was not possible (gradient norm could not be taken to

lower values than 8.8), suggesting that the tripjet is probably not stable.
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The geometry optimization of the supermolecule (including six solvente
molecules as discussed in the previous section) resulted in the non-planar conformation
shown in Fig. 3. This structure was only partially optimized as the hyvdrogen bonds were
fixed by freezing the Schuster coordinates at the appropriate vaiues [34,35]. Under these
constraints, ‘the 2PYR and OX moieties assume a non-planar conformation as the
optimized C{12)-C(13)-C(17)-C(18) dihedrai angle is about -70°. A conformation in
which the 2PYR and OX moieties are orthogonal, with the C{12)-C(13)-C({17)-C(i8)
dihedral angle set to -90° was used as the input geomertry. The C(8)-C(%)-C(11)-C(12)
dihedral angle between the 5HI and 2PYR moieties remains very close to -23°, even with
the inclusion of three solvent molecuies H-bonded 1o the 5HI ring (Fig. 3). From this we
can draw the conclusion that the inclusion of the specific interactions with the
neighbouring solvent molecules piays the role of forcing the OX ring out of the plane of
the 2PYR ring by a simple steric effect. Of course this bears some consequence on the
conjugation of the 2PYR-OX system. We are tempted to rationalize this in terms of
classical Valence Bond (VB) Theory {36-39]. Different resonance structures can be
proposed and Fig. 4 shows one possible zwitterionic VB structure. It is easily
recognizable that such structure contributes toward breaking the conjugation between the
OX and 2PYR rings and therefore is favoured in the non-pianar conformation. Qur next
step was to reproduce the observed electronic spectrum of violacein, using the optimized

structures.
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3.2 - Electronic spectra in gas phase

Tabie 1 shows the INDO/S caleculated electronic absorption spectrum of gas phase
vioiacein, using the singlet as the reference determinant. The spectrum is dominated by
A>T+ transitions, as should be expected since the almost pianar conformation of the
rings certainly favours delocalization of the charge throughout the molecule. The first,
strong transition is jocated at 415 nm, and might correspond to the strong band observed
at 580 nm if solvent effects were included (see discussion below). The medium weak
transition at 321 nm is associated to charge transfer (C T} from the OX ring to the 2PYR.
The rest of the calculated spectrum shows a progression of medium strength transitions

starting at about 3135 nm.

3.3 - Electronic spectra of violacein in ethanol

Table 2 shows the calculated electronic spectrum of violacein in ethanol. The low
energy part of the spectrum exhibits only one m—x* transition localized on the central
2PYR ring. This calculated medium strength transition at 664 nm corresponds to the
experimentaily observed broad band centered at 580 nm, which is presented in Fig. 5.
The second, medium weak transition corresponds to a charge transfer from the SHI ring
to the central 2PYR ring. The rest of the calculated spectrum matches almost perfectly the
experimental result. It is interesting to observe that this nice aggreement was reached only
after we included the six solvent molecules around the violacein molecule (the reaction

field alone was not enough).
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Of course some doubt might be cast on our results from the observation that only
one configuration was used in the spectroscopic calculations, But this resuit can be
checked by sampling other configurations through Monte Carlo (MC) simulations as
suggested by Coutinho et al. [40-44). Besides, the importance of the hydrogen bonds for
the final geometry of the compiex makes the procedure employed in this paper expected
to be semiquantitative as previously found by Da Mota et al. [32] for the spectrum of

Reichardt’s betaine #1.

4. Concluding Remarks

In this work we have examined the geometry and absorption spectrum of
violacein using the AM1 [10-12] and INDO/S [13-21] semiempirical methods. In gas
phase, the moiecule is expected to assume a nearly planar conformation. Inclusion of
solvent moiecules H-bonded to the solute partially break the conjugation, and the OX and
2PYR rings no longer share the same plane. The calculated (INDO/S) spectrum at this

last geometry matches very well the observed UV-visible spectrum.
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Figure captions

Fig. 1 - Molecular structure of violacein.

Fig. 2 - Optimized AM1 geometry of violacein in the gas phase.

Fig. 3 - Optimized AM1-SM-SCRF geometry of vioiacein plus six molecules of ethanol.
Fig. 4 -Suggested zwitterionic resonance structure for the conformational behaviour of

violacein in solution.

Fig 5 - Experimental UV-visible spectrum of violacein in ethanol (1.5x10° mol/L).
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Table 1. INDO/S calculated spectral transition energies for violacein in gas phase.

Transition  vai (em™) Aauca (nm) T Assignment (C! vector)

=2 24121 415 1108 96% (63—64)

13 31126 321 0.042  79% (61—64), 11% (60—64)
1 —4 31871 314 0.066  41% (62-585), 229 (62-+64)
155 34446 290 0093 57% (63—65), 12% (62—65)
16 36264 276 0.079  67% (62-564), 12% (63—65)
17 37218 269 0.069  48% (60—64), 14% (6164)
1—»8 38874 257 0.194  37% (63—66), 26% (60—64)
159 39666 252 0.199  25% (63—67), 24% (63—69)
110 41411 242 0.106  46% (63—69), 23% (63—68)
1 =11 41913 239 0.444  26% (63—68), 25% (6367)
l—12 43102 232 0.263  25% (62—68), 21% (62—67)
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Table 2. INDOQ/S calculated spectral transition energies for the violacein in ethanol, with

six solvent molecules included in the Hamiltonian.

Transition  veges, (6m™) A catea (0)  Fewea  Assignment (CI vector)
I—>2 15060 664 0.707  93% (123—>124)
-3 26478 378 0135  64% (121-124), 24% (119>124)
124 26498 377 0032  84% (122—124)
1—3 27980 357 0.082  64% (120>124), 12% (1235126)
16 31404 318 0.165  44% (132—123), 21% (123—126)
i—>7 31691 316 0.040  26% (122—125), 20% (119—-124)
18 31830 314 0.107  41% (123126}, 19% (123—>125)
19 33262 310 0.068 54% (123—127)
110 33241 301 0.032  22% (1225125), 19% (119->124)
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