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PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE PIGMENTOS PRODUZIDOS POR
Chryseobacterium KR6 E Lysobacter A03

Autora: Maria Elisa Paillie Jiemenez?.

Orientador: Adriano Brandelli.

RESUMO

O uso de pigmentos bacterianos com potencial biotecnoldgico avanca cada vez mais
e a partir dessa fonte natural sdo desenvolvidos diversos produtos com diferentes
aplicacbes em industrias farmacéuticas, de alimentos, cosmética entre outras,
apresentando vantagens em questdes econémicas e ambientais, cumprindo com a
demanda e trazendo beneficios para a saiude dos consumidores e reduzindo o uso
de produtos de sintese quimica. O objetivo desse trabalho foi a producéo, ao nivel
de laboratério, e caracterizacdo de pigmentos sintetizados pelas bactérias
Chryseobacterium KR6 e Lysobacter AO3 isoladas de penas de frango e penas de
pinguim, respectivamente. Os pigmentos estudados neste trabalho, extraidos das
duas linhagens, resultaram ser pigmentos do tipo Flexirubina (DAR) o que foi
revelado pelo teste positivo de KOH 20% e os espectros de UV-vis, e provavelmente
Xanthomonadina (APE-DAR hibrido), respetivamente. Os dois pigmentos
apresentaram atividade antioxidante avaliado pela captura do radical ABTS. Nao foi
possivel propor uma estrutura quimica para os dois pigmentos, processos de
purificacdo sdo requeridos para a identificacdo molecular desses pigmentos
biotecnologicamente viaveis.

IDissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da

Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (74 p.) Julho, 2017.
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF PIGMENTS PRODUCED BY
CRHYSEOBACTERIUM KR6 E LYSOBACTER AO3.

Author Maria Elisa Paillie Jimenez?!

Supervisor Adriano Brandelli.

ABSTRACT

The use of bacterial pigments with biotechnological potential advances are growing
and more and from this natural source are developed several products with different
applications in the pharmaceutical, food, cosmetics and other industries, presenting
advantages in economic and environmental issues, fulfilling a demand and bringing
benefits For consumer health and reducing the use of chemical synthetized products.
The aim of this study was the production, working volume and characterization of
pigments synthesized by Chryseobacterium KR6 and Lysobacter AO3 bacteria isolated
from chicken and penguin feathers, respectively. The pigments were characterized by
KOH 20% test, UV-visible, colors system CIELAB, HPLC-DAD-MS, FTIR and was
evaluated the antioxidant capacity. The pigments from KR6 and A03 presents some
characteristics from flexirubin and xanthomonadin non- brominated type pigments
respectively. Pigment from KR6 shows a positive bathochromic shift when colonies or
the extracted pigment are in presence of alkaline solution (KOH20%) and also have a
Amax at 450nm in acetone when analyzed by UV-Vis. The FTIR analysis shows some
principal functional groups that might be from a flexirubin molecule. Pigment from A03
didn’t present any shift when flooded with KOH and the Amax was 419 nm and 427 nm
in acetone and chloroform respectively. The two pigments presented antioxidant
activity evaluated by the capture of the free radical ABTS. It was not possible to
propose a chemical structure for the two pigments; purification processes are
necessary for a molecular identification of the biotechnologically viable pigments.

IMaster of Science dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Instituto de Ciéncias
Bésicas da Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil (74 p.) July,
2017.
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1. INTRODUCAO

Pigmentos provenientes de fontes naturais como plantas, insetos e outros
materiais organicos sao utilizados pelo ser humano desde a pré-histéria. Os
pigmentos vém sendo amplamente utilizados em diferentes tipos de indlstrias, como
alimenticia, farmacéutica, cosmética e téxtil, oferecendo caracteristicas que tornam os
produtos mais atraentes e de aparéncia agradavel, e que ao mesmo tempo podem
trazer beneficios para a saude.

Os corantes sintéticos comecaram a ser produzidos a nivel industrial a
mediados do século 19, tomando o lugar dos corantes ou pigmentos de fontes
naturais. Os insumos, produtos e dejetos produzidos no processo dos corantes
sintéticos podem gerar efeitos carcinogénicos, causar desordem no sistema nervoso,
imune e digestivo nos trabalhadores e consumidores. Além disso, apresentam lenta
ou nenhuma degradacao no meio ambiente e se acumulam nos seres vivos, causando
danos nos ecossistemas. Apesar de serem toxicos e perigosos, seguem sendo
produzidos e comercializados a grande escala (Halsall CJ 2004, Mitrou Pl et al., 2001,
Venil et al., 2013).

Com a globalizacdo e o rapido desenvolvimento de novas pesquisas,
conhecimentos e tecnologias torna-se uma alternativa promissora para diminuir ou
evitar 0 uso e producdo de pigmentos sintéticos. Os pigmentos naturais como
carotenoides ou do tipo Flexirubina, ajudam na prevencdo de varias enfermidades
como cancer, degeneracdo macular relacionada a idade, cataratas, doencas
cardiovasculares e outras relacionadas com a baixa funcdo imunoldgica, tratamento
de doencas crbnicas da pele, eczema, ulceras gastricas entre outras (Perera e Yen,
2007; Jomova e Valko 2013; Kim, 2013; Venil et al., 2013).

As maiores fontes de pigmentos naturais S&0 0S mMmicro-organismos
(bactérias, microalgas, fungos etc.) e as plantas. Apesar das plantas serem ricas em
pigmentos como carotenoides, podem néo estar disponiveis o0 ano todo para sua
producdo, pois dependem de fatores sazonais e geograficos a diferenca dos
microrganismos. As bactérias por estarem amplamente distribuidas no solo, ar ou
agua, sdo consideradas de facil cultivo e obtencéo, também existe a possibilidade de

aplicar técnicas genéticas para melhorar o rendimento dos metabolitos de interesse e
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até 0 momento e sabido que o0s pigmentos bacterianos s8o compativeis e
biodegradaveis no meio ambiente por serem quimicamente naturais e nao apresentar
toxicidade alguma (Chandi e Gill, 2011; Tuli et al., 2014; Venil et al., 2013; Venil et al.,
2017).

A crescente demanda por produtos naturais que realmente sejam seguros
para a saude humana e a conscientizacdo das inddstrias por conservar 0 meio
ambiente acarretou 0 aumento nas pesquisas de pigmentos produzidos por bactérias.
(Venil et al., 2013, Kim et al., 2012, Aruldass et al., 2016, Exposito et al., 2015).

Meios de cultura sintéticos sdo utilizados para o crescimento das bactérias
mas devido a seu alto custo, podem ser substituidos por substratos disponiveis nos
residuos agroindustriais os quais podem ser de facil assimilacao para as bactérias que
contem sistemas enzimaticos complexos para obter as fontes de carbono e nitrogénio
gque demanda seu metabolismo, diminuindo assim a quantidade de residuos
produzidos pelas industrias, gerando produtos de alto valor agregado e diminuindo
custos de producgéo. (Venil et al., 2013; Kim et al., 2012; Aruldrass et al., 2016;
Exposito et al., 2015).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo produzir e
caracterizar os pigmentos produzidos por duas bactérias Gram negativas com grande
potencial biotecnolégico, Chryseobacterium sp KR6 e Lysobacter sp A03 isoladas de
penas de frango e penas de pinguim respectivamente, empregando meio nutritivo

sintético e meio mineral com farinha de pena como subproduto da industria avicola.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Produzir e caracterizar os pigmentos de duas bactérias queratinoliticas

Gram negativas, Chryseobacterium KR6 e Lysobacter A03.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir suficiente pigmento em meio liquido das duas linhagens para
as andlises.

e Extrair os pigmentos produzidos pelas bactérias.

¢ Identificar possiveis pigmentos do tipo Flexirubina empregando testes
quimicos.

e Caracterizar e identificar a estrutura quimica dos pigmentos obtidos
mediante espectrofotometria UV-vis, analise de cor, HPLC-DAD-MS, e espectroscopia
de infravermelho.

¢ Avaliar a atividade antioxidante dos pigmentos extraidos.

e Avaliar meios de cultura em matriz liquida e sélida para producao de
pigmento pela linhagem KR6.

15



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pigmentos.

Os pigmentos sdo materiais inorganicos e organicos insolliveis em agua
aplicados em muitas areas como medicina, alimentos, tintas, papeis, téxteis,
aquicultura, ragéo animal entre outros. Em geral os pigmentos podem fornecer a cor
desejada em muitos alimentos ou outros produtos de interesse e possuem atividades
bioldgicas importantes (El-Banna et al., 2012a, Zoz et al., 2015). Um exemplo de fonte
natural que tem sido usada por muitos anos sdo os carotenoides extraidos de plantas
gue embora sejam fontes ricas destes pigmentos podem apresentar problemas em
sua disponibilidade, devido a diversidade sazonal e geogréfica (Parajo et al., 1998;
Wissgott et al., 1996).

Os corantes sdo obtidos sinteticamente ou de fontes naturais por varios
métodos de extragdo fisicos e quimicos, alguns mais dispendiosos que outros. Na
producdo de pigmentos bacterianos esse custo pode ser minimizado através da
otimizacdo dos processos biotecnolégicos, descobrindo bactérias altamente
pigmentadas e fazendo uso de substratos que sdo considerados residuos industriais
(Aguilar et al., 2014; Aruldas et al., 2016). Os micro-organismos que produzem
pigmentos s&o bastante comuns na natureza e ricos em cor, sua heterogeneidade de
composicdo quimica e a presenca de cromoforos especificos sdo a razdo da
diversidade de pigmentos (Bridle et al., 1997). Além disso, as bactérias apresentam
também maior variabilidade de tipos de pigmentos com outras caracteristicas fisico-
guimicas junto com outros compostos bioativos funcionais trazendo novas aplicacbes

e usos de importancia industrial (Kim et al., 2012; Wang et al., 2011).

3.2 Pigmentos Bacterianos

O interesse nos pigmentos bacterianos aumentou consideravelmente, em
parte devido a crescente evidéncia de beneficios para a saltde humana e também
para o crescimento de certas areas do agronegdécio, especialmente da aquicultura e
da avicultura (El-Banna et al., 2012b; Méndez-Vilas A (Ed.) 2015). Na literatura sdo
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encontradas pesquisas que avaliaram e demonstraram as propriedades antioxidantes
e antimicrobianas desses pigmentos naturais que tém potencial para serem usados
como corantes alimentares ou possiveis formulagbes farmacoldgicas. Foi
demonstrado que os pigmentos microbianos tém efeito antimicrobiano contra alguns
micro-organismos patogénicos de origem alimentar, ou envolvidos na deterioracao
dos mesmos (Turkkan et al., 2007).

Com relagéo a industria farmacéutica, estudos indicam que os carotenoides
e outros pigmentos de origem bacteriana como a flexirubina podem ser utilizados
como agentes terapéuticos contra varios tipos de cancer e outras doencas devido as
suas propriedades antioxidantes, anticancerigena, tratamento de doencas
degenerativas, efeitos cicatrizantes e/ou provitaminas A entre outas (Deorukhkar et
al., 2007; Kim et al., 2010; Ungureanu et al., 2011; Sun et al., 2011; Venil et al., 2016).
Venil e colaboradores (2017) realizaram um estudo onde foi avaliado a seguranca da
flexirubina a partir de Chryseobacterium artocarpi CECT 8497, foram feitos estudos
de toxicidade agudos, subagudos (doses repetidas durante 28 dias) e
mutagenicidade, esse pigmento tem ampla gama de efeitos farmacoldgicos, tais como
antimicrobianos e anticancerigenos. Os resultados ndo demonstraram mortalidade
nem sinais de toxicidade e nado foram observadas diferencas no peso corporal,
consumo alimentar, sinais clinicos, peso dos 6rgdos, hematologia e parametros
bioguimicos séricos em grupos tratados com flexirubina (1250, 2500 e 5000 mg/kg do
peso corporal dos ratos). Nao foram encontradas evidéncias de mutagenicidade in
vitro ou in vivo, resultados que apoiam a seguranca do uso desse extrato de flexirubina
(Venil et al., 2017).

3.2.1 Por que as Bactérias produzem pigmentos.

S&do encontradas diferentes hipoteses e trabalhos ao nivel de laboratorio
gue procuram explicar a sintese de pigmentos por varios géneros de bactérias. Uma
delas sdo os processos de fotossinteses, sendo esta uma das maiores razdes da
producdo dos pigmentos bacterianos. Stom et al. (2007) afirmam que os pigmentos
fotossintéticos de micro-organismos fototréficos cobrem diferentes regibes do

espectro da luz solar e a utilizacdo desses espectros oferece oportunidades para a
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diferenciacéo dos nichos ecoldgicos e permite a coexisténcia de espécies absorvendo
diferentes cores de luz. Foi desenvolvida a hipétese de que as diferentes vibracdes
das moléculas de agua absorvem luz em comprimentos de ondas especificos, o que
disponibiliza diferentes nichos espectrais para os micro-organismos fototréficos que
ali se encontram. O espectro da luz subaquatica é efetivamente utilizado por esse tipo
de micro-organismos, sendo um fator seletivo importante para a ecologia e evolugcao
dos mesmos. Cada um desses nichos pode estar ocupado por varios tipos de
pigmentos com picos de absor¢do muito parecidos (Stomp et al., 2007) o que poderia
explicar a grande variedade que apresentam os pigmentos do tipo carotenoides que
absorvem e apresentam picos numa faixa entre 380 a 500 nm, gerando cores do
amarelo ao vermelho. Por outro lado, a divergéncia dos picos de absorcao desses
micro-organismos possivelmente deve-se aos processos evolutivos de radiagéo
adaptativa. Essa evolucdo é mais uma das razbes pelas quais as bactérias tém a
genética necessaria para sua sobrevivéncia (Rueffler et al., 2006; Stomp et al., 2007).

Na mesosfera (48-77 km acima nivel do solo), onde os danos intensos das
radiacdes solares sdo esperados, existe uma porcentagem alta de bactérias
pigmentadas. No trabalho realizado por Tong e Lighthar (1997), uma populacdo de
bactérias do ambiente foram estudadas no laboratdrio para avaliar o efeito de radiacéo
solar e luz germicida sobre sua sobrevivéncia. Ao incrementar a exposicao da luz nas
bactérias, mais bactérias ndo pigmentadas morreram e a porcentagem de bactérias
pigmentas foi aumentando gradualmente, demonstrando a resisténcia das bactérias
gue sintetizam pigmentos e também uma relacdo inversa de colonizacdo. Foi
encontrado que em uma populacdo de bactérias na camada limite atmosférica (CLA),
65% eram bactérias pigmentadas (Tong e Lighthar, 1997). Pigmentos do tipo
carotenoides sdo 0s mais conhecidos por proteger os micro-organismos de danos
causados pela luz UV e luz visivel, através da extin¢do dos fotossensiblizadores no
seu estado triplete e espécies reativas de oxigénio (Margalith, 1992).

Outras razdoes da producdo bacteriana de pigmentos variam desde a
sintese de pigmentos como fatores de viruléncia ou agentes anticongelantes os quais
facilitam a sobrevivéncia a condicfes extremas de frio, até o desenvolvimento de
atividades antibidticas e anticancerigena (Liu e Nizet 2009; Nakamura et al., 2003;

Suresh et al., 2015). Venil et al. (2015) investigaram a atividade anticancerigena do
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pigmento tipo flexirubina isolado de Chryseobacterium artocarpi CECT 8497 e o
mesmo pigmento contido em nanoparticulas de prata. As linhas de células humanas
com cancer de mama foram tratadas com flexirubina (100 pum), nanoparticulas de
prata (100 um) e nanoparticulas de prata mediadas por flexirubina, apresentando
incremento no namero de células apoptéticas tratadas com nanoparticulas de prata
mediada por flexirubina do que em células tratadas com flexirubina ou nanoparticulas
de prata sozinhas. Segundo os autores, a natureza biocompativel da flexirubina facilita
a entrada das nanoparticulas de prata nas células, mascarando as nanoparticulas
durante a entrada, o que aumentaria a absorcdo de prata levando a maior morte
celular. Além disso, foi concluido que a combinacéo de prata e o pigmento flexirubina
podem exercer um efeito citotdxico sinérgico nas células cancerigenas (Venil et al.,
2015).

3.3 Métodos para extracao e identificacdo de pigmentos

Para a obtencao e caracterizacdo de pigmentos bacterianos de interesse é
necessario utilizar um ou mais tipos de solventes e outras etapas para a extracao total
e separacdo do pigmento celular. Dependendo da natureza quimica e complexidade
do pigmento, a extracdo pode ser muito rapida e eficiente ou dificil e as vezes
demorada. Um pigmento pode ser uma mistura de cores, podendo ser composto por
varias moléculas diferentes que formam uma cor caracteristica o que pode demandar
mais tempo, experimentos e tentativas para determinar a metodologia de extracdo que
melhor se adapta.

Os carotenoides séo produzidos no citoplasma e os do tipo flexirubina na
membrana externa das bactérias (Irschik H, Reichenbach H, 1978, Dworkin et al.,
2006) e apesar de serem sintetizados em diferentes locais da célula, os pigmentos do
tipo flexirubina e carotenoide tem algumas similaridades fisico-quimicas quanto a sua
estrutura e o comprimento de onda onde apresentam maior absorbancia, o que pode
ocasionar dificuldade na escolha do método de extracao e separacdo. Muitos artigos
relatam diverso protocolos fisico-quimicos para a extracdo parcial ou total dos
pigmentos bacterianos.

Como metodologias fisicas para a ruptura das células bacterianas séo

19



utilizados processos de ultrasonicacao , banho sonicador, centrifugacdo, maceracéao,
tritura com perolas de vidro, extracdes a baixas ou altas temperaturas entre outras Os
solventes mais utilizados sdo acetona, DMSO, acetato de etila, éter de petréleo,
metanol, etanol entre outros), os quais podem ser concentrados ou diluidos ou usar
uma mistura dos mesmos por tempos determinados ou variaveis (Roland e Weber et
al., 2007; Venil et al., 2016; Zaghdoudi et al., 2015; Wang et al., 20132).

Tecnologias como espectroscopia Raman, espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (NMR), espectrometria MALDI-ToF, infravermelho e cromatografia liquida
acoplado a massas (HPLC-DAD-MS) sdo amplamente utilizadas para a identificacao,
confirmacdo e estudo das estruturas quimicas de diversos tipos de pigmentos
(Jehlicka et al., 2013).

3.4 Classes de pigmentos bacterianos.

3.4.1 Pigmentos do tipo Carotenoide

Carotenoides sédo pigmentos amplamente distribuidos na natureza, que
abrangem a faixa de cores amarelo e vermelho, e pertencem a uma das classes mais
importantes de pigmentos utilizados em diferentes industrias (Figura 1). Sua
abundancia na natureza faz com que tenham uma variedade de func¢des bioldgicas.
Sao sollveis em lipideos e a maioria séo terpenoides C40, que atuam em membranas
como uma protecdo antioxidante que elimina oxigénio e radicais peroxilo. Suas
habilidades antioxidantes aparentemente estdo atribuidas a sua estrutura (Mata-
Gomez et al., 2014). Podem ser diferenciados em carotenos que séo hidrocarbonetos
como o licopeno ou B-caroteno e seus derivados oxigenados, chamados xantofilas

como, por exemplo, a luteina, zeaxantina e astaxantina (Das et al., 2007).
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Figura 1. Estruturas e utilidade comercial de carotenoides de importancia,
produzidos por microrganismos (modificado de Bhosale, 2004).

A sintese de pigmentos carotenoides ocorre universalmente em sistemas
fotossintéticos de plantas superiores, algas e bactérias fototroficas. Em organismos
nao fotossintéticos, os carotenoides sdo importantes na protecdo contra o dano foto-
oxidativo. Assim, bactérias nao fototréficas e fungos dependem destes pigmentos para
protecdo durante o crescimento, quando as condi¢des de luz e ar sdo abundantes.
Microrganismos acumulam grande quantidade de tipos de carotenoides como parte
de sua resposta a varias situacfes de estresse dependendo do ambiente onde se
encontram. Além das condi¢cbes de cultura, a biossintese de carotenoides é
governada pelo nivel e atividade enziméatica da rota biosintética dos carotenoides e
pelo fluxo total de carbono através do sistema de sintese. Assim a hiperproducao pode
ser alcancada alterando o nivel e a atividade destas enzimas, ou a via biosintética
usando uma abordagem molecular (Sandmann 2001, Schmidt-Dannert 2000).

Em humanos, evidéncias epidemioldgicas e resultados experimentais
sugerem que o consumo de carotenoides tem efeitos benéficos, protegendo o sistema
imune e inibindo a apari¢cdo e desenvolvimento de muitas doengas degenerativas tais
como arteriosclerose, cataratas, degeneracdo macular associada a idade, escleroses
multiplas, cancer, doencas cardiacas. Muitas destas propriedades sédo associadas ao
carater antioxidante, controlando o nivel dos radicais livres 0s quais sdo pensados
como os responsaveis de desempenhar um papel importante na iniciagdo destas
doencas (Rivera, Canela-Garayoa, 2012, Fraser, Bramley). Por outro lado, s&o
precursores de vitamina A, sendo uma das suas func¢des fisioldgicas mais importantes

(Vilchez et al., 2011).
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Em animais os carotenoides sdo precursores de diferentes hormonios
(Vershinin, 1999), vitamina A e acido retindico as quais sado substancias importantes
para sua nutricdo, visao e diferenciagéo celular respectivamente (Olson, 1993). Ainda
ajudam a estimular o sistema imunoldgico e promover a saide em geral, determinagéo
no comportamento sexual e processos de reproducao, e também ajudam a prevenir a
predacao e parasitismo (Cazzonelli, 2011). Os animais ndo sdo capazes de sintetizar
carotenoides e requerem sua absor¢cdo atravées da dieta com suplementos
nutracéuticos. Em plantas os carotenoides servem como precursores de fitohormonios
de acido abscisico (ABA) e estrigolactona (Zhu et al., 2010). Também atuam como
sustancias atraentes para alguns animais como 0s insetos polinizadores e herbivoros
distribuidores de sementes (Zhu et al.,, 2009). S&o principalmente usados como
corantes em alimentos e bebidas, suplementacdo nutricional, propdsitos
farmacéuticos e cosméticos, producéao de fragrancias e aplicac6es medicinais (Rivera,
Canela-Garayoa, 2012; Gassel et al., 2013; Umeno et al., 2005).

Em alguns casos foi descrita a sintese quimica de carotenoides a partir de
precursores petroquimicos. Por exemplo, os enantibmeros puros 3S- e 3'S-
astaxantina, produzidos por uma rota eco eficiente a partir de a-isoforona e
vinylbutinol, foram comercializados (Jackson et al., 2008). Mas mesmo assim a
preferéncia dos consumidores continua sendo por ingredientes naturais, e com o
crescimento da demanda da industria alimenticia, a demanda por carotenoides como

corantes seguros e adequados esta em ascensao (Gu et al., 2008).

3.4.2 Pigmentos do tipo Flexirubina

Os pigmentos tipo flexirubina s&o basicamente arilpolienos (APE)
esterificados com um resorcinol (DAR) hibridos e podem apresentar derivados que
diferem no grau de metilagGes e cloragdes, comprimentos das cadeias de polieno e
nas cadeias do DAR. Unicos pigmentos bacterianos com uma substitui¢cdo no terminal
alquilo que consiste em um croméforo de acido w-fenil octaénico esterificado
(Achenbach et al., 1983; Schoner et al., 2014b). Achenbach e colaboradores (1983)
mostraram que dos dois grupos metilo, s6 o grupo metil no anel de benzeno é derivado

a partir da ligacédo C (CH, da metionina), enquanto que a tirosina é o precursor do anel
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A bem como dos trés atomos de carbono vizinhos da cadeia polieno. Além disso, eles
verificaram que o acetato era o precursor para a maior parte do polieno e o anel B
com 0s seus substituintes alquilo (ver Figura 2). Pigmentos tipo Flexirubina (FTP) sao
pigmentos especificos de polieno produzidos por varios géneros de Bacteroidetes
como Flexibacter, Cytophaga, Sporocytophaga, Chryseobacterium (Jehlicka et al.,
2013) e sao utilizados no tratamento de doencas crbnicas da pele, eczema, Ulceras
gastricas, entre outras (Kim, 2013).

O comprimento da cadeia de polieno pode variar entre seis e oito duplas
ligacdes e ocorrem outras variagcdes na presenca ou na auséncia de um substituinte
de metilo ou de cloro na metaposi¢ao dos grupos fenilo conjugados e nos substituintes
alquilo do resorcinol esterificado. Na Figura 1 se explicam as variacdes da molécula
de flexirubina onde o anel A representa a estrutura molecular das possiveis variacdes
para flexirubina. n refere-se ao nimero de carbonos conjugados que pode ser de 6
até 8. R pode variar entre atomos de metil, hidrogénio ou cloro. R? pode ser um préton
ou &tomo de cloro. R2 e R* no dialkilresorcionol (Anel B) tem diferentes comprimentos
e ramificacées nos substituintes de carbono (Zophel et al., 1991 Achenbach 1987,
Achenbach et al., 1983). Em alguns Bacteroidetes das familias Flavobacteriaceae,
Cytophagaceae e Chitinophagaceae, as flexirubinas podem estar presentes
juntamente com pigmentos do tipo carotenoides (Achenbach et al., 1983, Achenbach
et al., 1978b; Bernardet e Bowman, 2010; Reichenbach et al., 1974; Reichenbach et
al., 1981; Reichenbach 1992).

Figura 2. Representacdo molecular das variagdes estruturais da
Flexirubina.
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Reichenbach e Kleining foram os primeiros a isolar o pigmento tipo
flexirubina de Flexibacter elegans em 1974, que resultou ser um membro de uma nova
classe de pigmentos. Cada género produz variantes especificamente modificadas de
flexirubina que servem como excelentes marcadores quimiosistematicos. De acordo
com pesquisas sobre a ocorréncia de novos compostos, a distribuicdo da flexirubina

€ bastante limitada (Figura 3).

(a) 0

Figura 3. Estrutura quimica da flexirubina isolada de Flavobacterium
johnsoniae (a) e Flexibacter elegans (b) (Oren, 2011., Fautz e Reichenbach, H. 1979).

Fautz e Reichebach (1980) propuseram um teste simples para pigmentos
do tipo flexirubina para aproveitar a oportunidade de funcionar como marcadores
quimiosistematicos, pois a caracterizacdo e determinacdo estrutural completa do
pigmento requer processos laboriosos e demorados, além de equipamentos mais
sofisticados. Inicialmente para realizar uma varredura, os autores aplicaram testes
preliminares:

(1) Teste baseado na mudanca de cor com alcali. As colbnias produtoras
do pigmento exibem uma mudanca de cor imediata de amarelo para laranja, vermelho,
roxo ou marrom quando entram em contato com solu¢cdo de KOH (20%) e voltam a
sua cor original quando séo lavadas com uma solugéo acida. Essa alteragédo néo e
absolutamente especifica para esse tipo de pigmentos, mas continua sendo Uutil
guando combinada com outras analises.

(2) Extragdo dos pigmentos com acetona e cromatografias em silica gel e
de camada delgada, combinada com o teste alcalino mencionado anteriormente.

(3) Absorcao do espectro de luz quando esta purificado antes e depois da
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adicao da solucéo alcalina (Bernardet et al., 2002, Fautz, Reichenbach 1980). Esses
testes refletem principalmente o croméforo polieno e o grupo hidroxilo fendlico no anel
A, sem ser realmente especificos.

Embora os testes apresentem resultados razoaveis, modificacdes
relativamente pequenas das moléculas de flexirubina, por exemplo uma metilacéo do
grupo hidroxilo, tornaria os testes inuteis. Por outro lado, outros tipos de pigmentos
podem ter similaridade estrutural e dar assim uma reacao positiva enganosa. De fato,
tais pigmentos ja sdo conhecidos, como por exemplo o0s pigmentos do tipo
Xantomonadina, ou carotenoides fendlicos (Andrewes et al., 1973-1976; Arcamone et
al., 1970; Chaudhari et al., 2009; Fautz e Reichenbach 1979).

Outro teste para avaliar pigmentos do tipo carotenoide ou flexirubina é
baseado na incorporacdo de precursores biosintéticos marcados, seguido por
cromatografia em camada delgada e analise auto-radiografica dos cromatogramas. A
tirosina ndo entra em carotenoides e o acido mevaldénico ndo se incorpora na
flexirubina. O controle com metionina marcada € um aditivo que deve ser incorporado

em ambos tipos de pigmento (Fautz and Reichenbach 1980, Schoner et al., 2014).

3.4.3 Pigmentos do tipo Xantomonadina

Pigmentos do tipo xantomonadina sao pigmentos bacterianos pouco
estudados, com uma estrutura similar a dos carotenoides com respeito a seu sistema
de polienos. O agrupamento de genes biosintéticos € generalizado em bactérias
taxonomicamente distantes e 4 classes desse tipo de pigmentos ja foram achados.
Comumente esse pigmento € produzido por bactérias que pertencem ao género de
Xanthomonas sp. e consiste em uma mistura de aril polienos (APE) que diferem em
niveis de metilacdes e radicais bromo, principalmente (Figura 4).

Ha outro tipo de pigmento Xantomonadina, chamado arcuflavina extraido
de Azoarcus sp. e estruturalmente sédo APE que se encontram esterificados com um
dialkilresorcionol (DAR) (Schoner et al., 2016).
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Figura 4. Estrutura quimica dos aril polienos achados na familia
Xanthomonadaceae: xantomondadina.

O pigmento amarelo recentemente foi achado em outro género de
bactérias, Lysobacter sp, também da familia das Xanthomonadaceae. Estudos
sugerem que o pigmento amarelo corresponde a compostos analogos de
xantomonadina sem bromo. A producdo do pigmento nesse género parece estar
ligada com presenca de genes policeto sintase (PKS) os quais estdo aparentemente
relacionados com a localiza¢do do pigmento na membrana externa de Lysobacter sp.
Estudos indicam que essa localizacdo especifica tem como objetivo promover foto-
protecao e evitar assim danos por foto-oxidagao, o que ajuda a manter a sobrevivéncia
das bactérias no seu habitat e exercer fungbes efetivas de biocontrole (Andrewes et
al., 1976; Goel et al., 2002; Schéner et al., 2016; Starr e Stephens et al., 1964; Wang
et al., 2013).

3.5 Género de bactérias pigmentadas

3.5.1 Género Chryseobacterium sp.

Durante a reclassificacdo dos membros do género Flavobacterium com
base nos estudos de similaridade de cistron de rRNA, o género Chryseobacterium sp.,
foi introduzido e descrito pela primeira vez por Vandamme e colaboradores (1994).
Subsequentemente, o género se expandiu rapidamente e abrange mais de 85
espécies, isoladas dos mais diversos ambientes desde amostras de alimentos como
leite, manteiga (Jooste et al., 1985), peixes (de Beer et al., 2006, Zamora et al., 2012),
bebidas lacticas (Kengo et al., 2005), frango cru e em plantas de processamento de

frango e penas (de Beer et al., 2005, Riffel et al., 2003) até em solos de cultivos de
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arroz (Yamaguchi S, Yokoe M. 2000), endofitos de raizes de pepino (Jeong et al.,
2017), folhas de milho (Lin et al., 2017), solo rizosférico de cultivos de berinjela (Du et
al., 2015), ambientes marinhos, amostras clinicas, 4gua fresca, agua de esgoto e
aguas residuais (Kirk et al., 2013, Kampfer et al., 2003).

As caracteristicas tipicas desse género inclui metabolismo aerdbio,
producao de pigmentos e compostos bioativos, a presenca de acidos graxos de cadeia
ramificada (iso-C 15:.0 € iso-C 17:.0 3-OH) como os principais, fosfatidiletanolamina
como o principal lipideo polar, e menaquinona-6 (MK-6) como a quinona caracteristica
nos processos de respiracdo (Bernardet et al., 2006, Vandamme et al., 1994, Wu et
al., 2013 ). Alguns exemplos de espécies de Chryseobatceirum sp., produtoras do que
se acredita sejam pigmentos do tipo flexirubina sdo C. angstadti KMT, C. aquaticum
KCTC 1234837, C. greenlandense UMB 34T, C. jejuense DSM 19399, C. joosteii DSM
182127, C. luteum DSM 240307, C. piperi CTMT, C. shigense DSM 171267, C.
ureilyticum sp. nov., C. gambrini sp. nov., C. pallidum sp. nov., C. molle sp. nov., C.
balustinum, C formosense, C. taichungense (Collins et al., 2011; Herzog et al., 2008;
Kim et al 2005, Young et al. 2005, Shen et al, 2005).

Estudos recentes do género Chryseobacterium sp., ttm documentado a
significAncia dos seus compostos bioativos como agentes de biocontrole, prebioticos,
produtores de sulfobacin A, B e proteases (Kamiyama et al., 1995; Kim et al., 2012;
Scheuplein et al.,, 2007, Wang et al., 2011,), e relatam atividade antioxidante e
antimicrobiana do pigmento caracteristico que o género produz (Martinko e Madigan,
2006, Prabhu et al., 2013; Venil et al., 20162-2016b, Venil et al., 2017).

3.5.2 Género Lysobacter sp.

A descrigcdo inicial para o género Lysobacter reportado nos anos 1970
baseou-se em caracteristicas fenotipicas, onde recentemente o género foi
reconhecido no filo Proteobacteria com ajuda da taxonomia polifasica (Lee et al., 2006;
Weon et al.,, 2006; Yassin et al., 2007). O género Lysobacter pertence a familia
Xanthomonodaceae e foi descrita pela primeira vez em 1978 por Christensen e Cook
(Christensen and Cook 1978). Espécies de Lysobacter sdo bacilos Gram negativos

gue comumente se encontram em diversos ecossistemas incluindo solo, rizosfera e
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habitats com agua fresca (Christensen, Cook,1978, Hayward et al., 2010). As células
de Lysobacter sp. séo finas, tem alto conteido de C+G e capacidade de se deslocar
em meio agar. Inicialmente incluia 4 espécies que foram isoladas de amostras de solo
em um lago no Canadéa: L. antibioticus, L. brunescens, L. enzymogenes, e L.
gummosus. Antes da descricdo de Lysobacter como um género separado, os isolados
eram confundidos com a myxobacteria Polyangium e Sorangium (Reichenbach 1992)
ou erroneamente identificada como Xanthomonas e Stenotrophomonas (Christensen
e Cook, 1978).

O nome de Lysobacter se deve a seus efeitos liticos causados sobre muitos
(micro)organismos incluindo fungos, oomycetes, nematdides, algas unicelulares,
bactérias Gram positivas, Gram negativas e leveduras (Christensen e Cook, 1978,
Ryazanova et al., 2005). Seu amplo espectro de atividade litica € atribuido a producéo
extracelular de enzimas como proteases e endopeptidases (Ahmed et al., 2003, Bone
et al., 1989), glucanases (Palumbo JD et al., 2005), lipases ( Ko et al., 2009, Folman
et al., 2003) quitinases (Zhang and Yuen 2000; Zhang et al., 2001; Qian et al., 2012),
como também elastases, queratinases (Pereira et al., 2014), fosfatases,
endonucleases, endoamilases e estereases (Reichenbach, 2006) metabdlitos
secundarios e outros compostos bioativos ainda ndo conhecidos. Apenas alguns
metabdlitos correspondentes a seus genes biosintéticos sdo conhecidos e muitos
outros ainda ndo foram descobertos. Assim, as espécies Lysobacter sdo consideradas
como um recurso negligenciado para a descoberta de novos compostos bioativos
(Pidot SJ et al., 2014).

De acordo com o manual de Bergey de sisteméatica de Archaea e Bactérias
(Whitman WB, 2015) as espécies de Lysobacter sp (Xanthomonadaceae fam. Nov.)

tém as seguintes caracteristicas:

*  Apresentam morfologia de bastonetes finos, 0.2-0.5 x 1.0-15 (as vezes até 70)
pm, Gram negativo, nao flagelado, deslizante e aerdbio;

* As colonias sdo altamente mucoides, cor creme, rosa ou amarelo;

* A maioria das cepas sao resistentes a actinomicina D;

* Degradam a quitina e outros polissacarideos, e raramente degradam agar;

* Nao degradam a celulose de papel de filtro;

28



*  Sintetizam enzimas proteoliticas que ajudam na lisis de uma variedade de
micro-organismos (bactérias Gram negativas e Gram positivas, actinomicetos,

algas azul-esverdeadas, leveduras, fungos filamentosos e nematoides).

Muitos estudos revelam a importancia e aplicacdo da variedade de
compostos antimicrobianos que o género Lysobacter sp. tem a capacidade de
sintetizar como tripopeptin, xanthobaccin, maltophilin, dihydromaltophilin, phenazine,
lactivicin (Xie et al., 2012), HSAF (Li et al., 2008) e WAP-8294A2 (fases I/ll ensaios
clinicos para o controle de Staphylococcus aureus resistente a meticilina) (Zhang et
al., 2011). Ryazaova et al. (2005) descreve uma linhagem de Lysobacter, Lysobacter
sp., XL1 que produz lysoamidase, da qual derivou uma droga que tem sido usada para
o tratamento de infeccbes externas causadas por bactérias Gram negativas
patogénicas e também acharam como muitos outros trabalhos que é efetivo contra
diversos grupos de leveduras e fungos conhecidos.

Por outro lado, varios trabalhos isolaram diferentes espécies de Lysobacter
sp. como agentes potenciais de biocontrole para fungos patogénicos de plantas
(Folman et al., 2004; Kilic-Ekici e Yuen 2003, Islam et al., 2005). A aplicacdo de
Lysobacter sp. reduz doencgas causadas por varios patdégenos em plantas de pepino,
feijao, arroz, pimenta, espinafre, tomate entre outros vegetais e alimentos importantes
(Puopolo et al., 2014, Postma et al., 2009). Exposito et al. (2015) realizaram diversos
estudos para elucidar a diversidade e atividade de espécies de Lysobacter em solos
supressivos de doencas, pois segundo eles até o momento existem poucos dados
disponiveis sobre a frequéncia e diversidade de espécies de Lysobacter em habitats
naturais e pouco se sabe sobre a ecologia ou o papel determinante desse género na
promocao do crescimento das plantas e nesses tipos de solos. Aproximadamente 25
espécies de Lysobacter estdo descritas (International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, IJSEM), e algumas poucas_sequéncias incompletas do
genoma estao publicamente disponiveis (Puopolo 2014, Zhou 2014).

Estudos futuros devem continuar a pesquisa sobre esse importante género
de bactérias pigmentadas, devido a seu alto potencial biotecnolégico e sua
versatilidade em sintetizar varios compostos bioativos de utilidade em industrias,

conservando o meio ambiente (Pidot et al., 2014).
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3.6Linhagens de estudo

3.6.1 Chryseobacterium sp., KR6

A Chryseobacterium sp KR6, isolada de penas de frango € uma bactéria
em forma de bastonetes, Gram negativa sem producdo de esporos. Suas coldnias sao
de cor amarelo-laranja, circulares, suaves, convexas e brilhantes. Por trabalhos
anteriormente realizados se evidenciou a producdo de enzimas queratinoliticas com
alta atividade o que faz que seja muito efetiva na degradacédo das penas, sugerindo
assim seu potencial em processos biotecnolégico envolvendo hidrolises
queratinoliticas. Além disso, as queratinases produzidas pela cepa KR6 tém acao
sobre uma faixa ampla de valores de pH e temperaturas, o que faz que sejam
interessantes para aplicacdes industriais da enzima. Essa cepa também é produtora
de um pigmento cor laranja o qual tem atividade antioxidante. (Riffel et al., 2003, Riffel
e Brandelli, 2006; Silveira et al., 2012; Maciel et al., 2017; Riffel et al., 2011)

3.6.2 Lysobacter sp., AO3

A Lysobacter sp AO3 e uma bactéria psicrotolerante isolada de penas de
pinguim em decomposicao coletadas na ilha Elefante na antartica (coordenadas UTM
588094, 3210090, zona 21), em dezembro de 2009 e identificadas com base no
sequenciamento de 16S rDNA. De acordo com os trabalhos realizados anteriormente,
sabe-se que essa bactéria se adaptada ao frio, possuindo a capacidade de crescer
em meio solido ou liquido de farinha de pena como Unica fonte de carbono e
nitrogénio, nas temperaturas de 9 °C, 20 °C e 30 °C, isto sendo possivel devido a
producdo de proteases queratinoliticas e peptidades de serina.

Lysobacter sp, A0O3 é uma bactéria Gram negativa, com formato de
bastonetes finos, ndo flagelada, mas com a capacidade de se deslizar, altamente
mucoide. Suas col6nias sdo pequenas, redondas, elevadas e apresenta uma cor
amarelada e brilhante. Quando o pigmento é extraido mostra um amarelo transltcido
muito brilhante. (Pereira et al., 2014; Silveira et al., 2011; Pereira et al., 2015; Pereira
et al., 2017).
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3.7 Residuos Agroindustriais

A maioria dos residuos agroindustriais tem vérias funcdes e aplicagdes nos
processos biotecnologicos e basicamente servem como fontes alternativas de
carbono e nitrogénio de baixo custo. Essas fontes sdo assimiladas pelo micro-
organismos que tém todo 0 mecanismo genético necessario para sintetizar variedades
de enzimas capazes de degradar compostos complexos. Assim elas conseguem se
desenvolver, multiplicar e gerar novos metabdlicos de interesse biotecnoldgico. Esta
alternativa faz parte das tecnologias limpas, que tem como objetivo minimizar o
despejo de residuos recalcitrantes e poluentes no meio ambiente.

Pelo desconhecimento do potencial que tem varios tipos de residuos para
gerar produtos com valor agregado e baixo custo de producdo, no Brasil existe o
problema na gestéo desses residuos agroindustriais que dificultam o aproveitamento
e muitas vezes sdo considerados como dejetos inserviveis e jogados no meio
ambiente gerando alto impacto ambiental.

Esses recursos sdo abundantes e altamente renovaveis que podem ser
processados como matérias-primas e destinados para a producdo de novos produtos
para diversas industrias. Apresentam vantagem econbmica porque podem ser
inseridos em bioprocessos como insumos alternativos e porque estdo disponiveis 0
ano todo em grandes quantidades (Woiciechowski et al., 2013).

Segundo indicadores do IBGE na estatistica da produgdo pecuéria
publicada em setembro de 2016, no 2° trimestre de 2016 foram abatidas 1,49 bilh&do
de cabecas de frangos e o peso acumulado das carcacas foi de 3,41 milhfes de
toneladas no 2° trimestre de 2016. A Regido Sul respondeu por 60,7% do abate
nacional de frangos no 2° trimestre de 2016, seguida pelas Regides Sudeste (19,9%),
Centro-Oeste (14,0%), Nordeste (3,7%) e Norte (1,6%). S&o muitas as toneladas de
penas que sao geradas pelas atividades das industrias avicolas e consideradas como
residuos, tendo em conta que as penas representam 5-10% do peso corpéreo das
aves (IBGE, 2016).

As penas sao residuos altamente recalcitrantes e a elevada producéo de
frango no pais faz com que o acumulo localizado tenha um incremento rapido

ocasionando problemas ambientais por isto a necessidade de criar estratégias
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alternativas ao manejo e aproveitamento de residuos agroindustrias e evitar assim
atividades como incineracdo ou disposicdo no ambiente o que gera altos custos
energéticos e liberacdo de sustancias toxicas como liberagdo e acumulacdo de
amoniaco e &cido sulfarico no meio ambiente (Daroit e Brandelli, 2014).

As gqueratinas referem-se a um grupo de proteinas insoluveis e formadoras
de filamentos produzidas em certas células epiteliais de vertebrados, e pertencem a
superfamilia das proteinas intermediarias filamentosas e formam a maior parte da
camada cornea da epiderme e os apéndices epidérmicos, como cabelo, unhas, chifres
e penas. A cadeia de queratina é fortemente empacotada na a-hélice (a-queratina) ou
p-folha (B-queratina) numa cadeia polipeptidica superenrolada (Parry e North 1998),
o que lhe da maior estabilidade mecanica e resisténcia a enzimas proteoliticas
comuns tais como pepsina, tripsina e papaina (Xie et al., 2010).

Estes materiais queratinosos, possuindo um elevado teor de cisteina que
os distingue de outras proteinas, sao tipicamente duraveis, resistentes e nao reativos
ao ambiente natural e se assume que fornecem suporte mecanico e diversas fungdes
protetoras na adaptacdo de vertebrados ao ambiente externo (Fraser et al., 1972;
Schweizer et al., 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Bactérias

Chryseobacterium sp linhagem KR6 e Lysobacter sp. linhagem A03 foram
isoladas respectivamente, a partir de penas de frango (Riffel et al., 2003) e de pinguim
(Pereira et al., 2014). As linhagens estdo armazenadas no Laboratorio de Bioguimica
e Microbiologia Aplicada do ICTA - UFRGS e sao conservadas em glicerol 20% (v/v)
a temperatura de -20°C. As duas bactérias sdo bacilos Gram negativos sem
motilidade, mas com capacidade de se deslizar, apresentam colonias elevadas,
altamente mucosas e brilhantes, com borda redonda. Especificamente, as colonias de
KR6 séo de cor laranja e as colonias de A03 apresentam cor amarela em meio BHI.

4.2 Condicdes do cultivo

Os meios de cultura liquidos utilizados para a producdo de biomassa e
pigmento de KR6 foram BHI (infusdo de cérebro, coracéo) (37 g/L), meio mineral de
farinha de pena com BHI 1% (BHI1%-PENA) e meio mineral de farinha de pena
(PENA). Para o pigmento de A03 so foi usado o meio liquido BHI (37 g/L). Das
biomassas geradas em 48 h pelas duas linhagens em meio liquido BHI (triplicata) se
fizeram os calculos para conhecer o rendimento do pigmento gerado. O meio mineral
de farinha de pena contém farinha de pena (10 g/L) NaCl (0,5 g/L), KH2POa4 (0,4 g/L),
K2HPO4 (0,3 g/L).

Para a obtencao dos pigmentos os meios foram esterilizados em autoclave
a 121 °C por 15 min. O inoculo (1 ml), ajustado previamente a uma densidade Optica
de 1.0 a 600 nm, foi transferido a 70 ml de meio de cultura num Erlenmeyer de 250 ml
e incubados em agitadora orbital a 250 rpm por 48 h. Para KR6 a temperatura de
cultivo foi de 30 °C e o pH do meio foi ajustado para 8 e no caso de Lysobacter AO3 a

temperatura foi de 25 °C com pH 7.
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4.2.1 Producéo de biomassa de KR6 em diferentes meios (tratamentos)

sélidos e liquidos.

Se avaliou por triplicata a quantidade de biomassa gerada em 20 ml dos 3
meios mencionados anteriormente em matriz solida (15 g/L agar) e liquida pela
linhagem KR6. Cada 20ml de meio foi inoculado com 1 ml do inoculo e a absorbancia
dos inoculos foi em meia de 0,161 abs a 600 nm. As placas inoculadas foram
incubadas a 30 °C e os meios liquidos foram incubados nas mesmas condicdes
anteriormente mencionadas por 24, 48 e 72 h. Também se fez uma varredura

espectrofotométrica dos extratos gerados em cada um dos tratamentos.

4.3 0btencao de biomassa

Apods o tempo de incubacéo, o cultivo foi centrifugado a 16000 g por 10 min
a 10 °C e o sobrenadante foi descartado. Os pellets foram lavados 3 vezes com agua
destilada seguido de centrifugacdo nas mesas condicdes anteriores. Os
sobrenadantes foram descartados e os pellets foram liofilizados durante 2 dias e
conservados em dessecador até o momento da extracdo dos pigmentos sempre

cobertos da luz.

4.4 Extracdo dos pigmentos

O total das biomassas liofilizadas inicialmente foram maceradas
manualmente com 3 ml de acetona até virar um po seco e colocados em banho de
ultrassom (Ultrasonic Cleaner USC 700, UNIQUE) suspendido novamente em 2 ml de
acetona (volume depende da quantidade de biomassa que se tem) por 10 min a
temperatura ambiente (23 + 2 °C). A extracao foi repetida varias vezes até a biomassa
ficar isenta de cor. Para confirmar que o pigmento foi totalmente extraido, na ultima
extracdo se usaram 2 ml de acetato de etila e 2 ml de metanol caso fosse necessario.
As amostras foram centrifugadas 5 min, 16000 g a 10 °C. O sobrenadante que contém
0 pigmento foi coletado com uma pipeta de vidro em tubo de ensaio, seco com

nitrogénio e armazenado a -10 °C. As biomassas e 0 pigmento seco foram
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previamente pesados para calcular o rendimento de producdo do pigmento pelas

bactérias.

4 5Teste de KOH 20%

O teste foi realizado sobre o pigmento extraido, coletado em tubo de vidro,
e diretamente nas col6nias das duas bactérias de interesse colocadas numa lamina
de vidro. Adicionaram-se 3-4 gotas de KOH 20% nas amostras. A mudancga reversivel
de laranja brilhante a uma cor rosa avermelhado, roxo ou marrom indica que se trata
de um pigmento tipo flexirubina. Quando ndo houver mudanca de cor pode sugerir

que o pigmento é do tipo carotenoide.

4.6 Analise Espectrofotométrica UV-Visivel

Foi realizada a varredura espectrofotométrica UV-Vis na faixa de 200-800
nm para assim determinar o comprimento de onda méaxima de absorc¢do do pigmento.
O espectro eletronico foi obtido no equipamento da marca Shimadzu-UV-mini 1240,
com intervalos de 5 nm, tendo o solvente puro como branco, metanol grau HPLC. Os

pigmentos secos foram diluidos em 5 mL de metanol para sua leitura.

4.7 Analise de cor (CIELAB)

Os valores de L*, a* e b* foram medidos usando o colorimetro da marca
Konica Minolta Sensing, Inc. com o sistema de cor CIELAB (Hunter Associates
Laboratory Inc., Virginia, EUA). L* indica a luminosidade especifica que apresenta o
pigmento desde 0 (preto) até 100 (branco). Valores de b* maiores de 0 representam
cor amarela e valores menores de 0 cor azul, para valores de a* maiores de 0
representam cor verde e valores menores de O cor vermelho ou purpura. Valores
iguais a 0 (a*=b*=0) representam cor acromatica, quer dizer cor cinza. Com esses
valores obtidos foram calculados os valores do angulo de tonalidade (Hue®) e Chroma
ou saturacao do pigmento.

O valor de Chroma denota a saturac&o ou pureza da cor do pigmento e foi
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calculado com a formula:

C* = (a*)z + (b*)z

O valor do angulo de tonalidade (Hue®) denota O para tons vermelhos, 90
para amarelos, 180 para verdes e 270 para azuis e foi calculado com a formula:

Ho= tan?! (%)

Os pigmentos foram acertados a uma absorbancia de 1,5 nos
comprimentos de ondas 450 nm e 419 nm para 0s pigmentos extraidos em acetona

de KR6 e A03 respectivamente.

4.8 Andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Arranjo de
Diodos acoplado a um Espectro de Massas (HPLC-DAD-MS)

A identificacdo dos compostos pigmentados foi realizada no HPLC da
Shimadzu (Quioto, Japdo) equipado com bomba quaternaria (LC-20AD), unidade
desgaseificadora (DGU-20A5), injetor automatico e detector de arranjo de diodos
(DAD) (SPD-M20A) conectado em série a um espectrometro de massa (MS) da Bruker
Daltonics (modelo Esquire 6000, Bremen, Alemanha), utilizando como fonte de
ionizacao a APCI (atmospheric pressure chemical ionization).

Antes da analise, o pigmento seco foi dissolvido em metanol e injetado no
HPLC-DAD-MS". Os compostos foram separados em uma coluna Merck Cis (5 um,
250 x 4,6 mm,) com fluxo de 0,9 ml/min a 29 °C, com fase movel consistindo em agua:
acido férmico (99,9:0,1, v/v) (solvente A) e metanol: acido férmico (99.9:0.1, v/v)
(solvente B) em gradiente linear de A:B 40:60 (v/v) a 0:100 (v/v) em 20 min; esta
composicao (0:100, v/v) foi mantida por 10 min, a condi¢&o inicial A:B 40:60 (v/v) foi
restabelecida em 32 min e mantida por 8 min para recondicionamento. Os espectros
foram obtidos entre 200 e 600 nm e os cromatogramas processados a 450 nm. Os
espectros de massas foram adquiridos com um scan range de m/z 100 a 1000; e os
parametros do MS foram os seguintes: fonte APCI no modo de ionizacdo positivo;

voltagem do capilar: 4000 V, end plate offset: -500 V, temperatura do gas de secagem
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(N2): 310° C, fluxo: 8 L/min, nebulizador: 30 psi; energia de fragmentacdo MS/MS: 1,4
V (Rodrigues et al., 2012). Os compostos foram identificados com base nas seguintes
informacgdes: ordem de eluicdo e tempo de retencdo dos picos em coluna de fase
reversa em relacdo aos padrbes, espectros UV-visivel e de massas de dados

disponiveis na literatura.

4.9 Andlise de espectroscopia por Infravermelho (IR) transformada de

Fourier.

O espectro IR da biomassa liofilizada de Chryseobacterirum sp., e do
pigmento parcialmente purificado, foi obtido usando um espectrofotometro Shimadzu
8300 FTIR (Shimadzu, Kyoto, Japan). As amostras foram colocadas em suportes de
KBr para sua andlise na faixa de 4000 a 400 cm, com 132 scans e a resolucéo foi

ajustada em 4 cm-.

4.10 Atividade Antioxidante

Quimicos: Trolox (6-hydroxy- 2,5,7,8-tetramethylchroman-2- &cido
carboxilico; Sigma Aldrich) foi usado como antioxidante padrdo. Trolox (2 mM) foi
preparado em etanol para uso de solugdo padrédo. ABTS (2,2’-azinobis(3-
ethylbenzothiazoline-6-acido sulfénico) e persulfato de potassio foram da marca
Sigma Aldrich.

A analise foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Nenadis
et al., 2004 com algumas modificagcbes. ABTS e o persulfato de potassio foram
dissolvidos em agua destilada para obter uma concentracao final de 7 mM e 140 mM,
respectivamente. As duas solugbes foram misturadas e deixadas a temperatura
ambiente no escuro durante 16 h antes da sua utilizagao para produzir o radical ABTS
(ABTSe+). Para o estudo da atividade antioxidante dos pigmentos a solu¢ao do radical
ABTS foi diluida com agua destilada até uma absorbéancia de 0,70 nm +/- 0,05 nm a
750 nm.

O padrdo de trolox (concentracdo final 100-2000 uM) foi adicionado a

solucao diluida de ABTS+ e as leituras das absorbancias foram realizadas apos 6
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min depois da reacao usando espectrofotdmetro.

4.11 Analise estatistica

Para o analise da producao de biomassa de KR6 em matriz solida e liquida
feita em triplicata os valores de média e desvio padrédo foram analisados empregando

ANOVA de um e vérios fatores. Os analises foram desenvolvidos no software SPSS

e as diferencas foram consideradas significativas com uma significancia de P < 0.05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento de biomassa e pigmento

Apoés 48 h de cultivo, em média se obtiveram 0,251 g de biomassa de
Chryseobacterium sp. KR6 que geraram 0,0778 g de pigmento total em meio BHI
liquido. Para Lysobacter sp. AO3 em média se obtiveram 0,200 g o que gerou 0,0525
g de pigmento.

Por outro lado, se obteve um total de 230 mg de pigmento/ L da biomassa
gerada por KR6 em 70 ml de meio liquido BHI passadas 48 h. Aruldass e
colaboradores usaram Crhyseobacterium artocarpi CECT 8497 para a producao do
pigmento tipo flexirubina e obtiveram 1580 mg de pigmento/L em biorreator de 5 litros
usando caldo nutritivo. Embora os resultados deste trabalho sejam inferiores existe
grande variabilidade na producéo de pigmentos bacterianos.

Fatores como condi¢Oes de cultivo, composicdo do meio e metabolismo
bacteriano influenciam na quantidade de biomassa e pigmentos acumulados durante
o cultivo do micro-organismo. Alguns trabalhos afirmam que o contetdo especifico de
Flexirubina pode ser altas concentracdes de fosfato ou baixo pH. Reichenbach e
colaboradores afirmam que esse pigmento se comporta de forma constante na fase

logaritmica, mas quando e atingida a fase estacionaria tardia o pigmento se vé afetado
e sua quantidade decresce (Boze H, Moulin G, Galzy, P. (Eds) 1995. Reichenbach et
al., 1974).

5.2 Producéo de biomassa de KR6 em diferentes meios solidos e meios

liquidos.

5.2.1 Comparacdo meios Solido e Liquido com BHI

A andlise de variancia indicou diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos avaliados e também diferencas em funcéo do tempo. No meio sdlido se
obtiveram valores superiores de biomassa (mg/ml), aproximadamente 5 vezes mais

biomassa comparado com a quantidade de biomassa gerada em meio liquido (Figura
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Figura 5. Crescimento de Chryseobacterium sp., KR6 (mg/ml) em funcéo
do tempo (h) em meio BHI sélido e liquido.

Durante o cultivo no meio liquido, ndo se observaram diferencas
significativas nos valores de biomassa obtida em fun¢é&o do tempo.

No meio solido se evidenciou uma diminuicdo na quantidade de biomassa
em funcéo do tempo, isto possivelmente pelo pouco espaco disponivel depois das 24
h de crescimento. Além disso as condicdes no meio solido podem-se tornar
desfavoraveis para o crescimento da bactéria. A taxa de crescimento especifico
decresce do maximo e o cultivo entra numa fase de desaceleracdo. A acumulacéo de
compostos sélidos, a limitacdo de oxigénio ou reducédo de pH sédo umas das condi¢cbes
que afetam o desenvolvimento exponencial esperado do micro-organismo (Gow e
Gadd 1995).

5.2.2 Comparacdo meios Liquidos com Farinha de Pena

Nesse experimento ndo € possivel comparar diretamente a quantidade de
biomassa gerada em funcdo do tempo porque o peso da farinha de pena adicionada
aos dois meios interfere nessa medi¢do. Ao analisar os dados observou-se que néo
houve diferenca significativa entre os tratamentos testados enquanto a producéao de
biomassa porque os dois tratamentos se comportaram da mesma forma em funcgéo

do tempo (Figura 6) o que indica que adicionar 1% de BHI ao meio ndo melhora
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significativamente o crescimento da bactéria.
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Figura 6. Crescimento de Chryseobacterium sp., KR6 (mg/ml) em funcao
do tempo (h) em meio liquido de BHI1%-PENA e PENA.

A diminuicdo do peso em funcdo do tempo pode também ser explicada
pelas condi¢des adversas no meio depois de 24h resultando em uma desaceleracao
da taxa de crescimento. Possivelmente nas primeiras 24h o micro-organismo utilizou
os nutrientes 20ml de meio que tinha disponiveis e esgotou 0s nutrientes necessarios

para as proximas h de cultivo.

5.2.3 Comparacao meios Solidos com BHI, BHI1%-PENA e PENA.

Teve diferencia significativa na quantidade de biomassa gerada em cada
um dos tratamentos com uma significancia de 0.05%. O meio solido BHI apresentou
maior quantidade de biomassa, gerando de 4 a 7 vezes mais biomassa que 0s outros
tratamentos, seguido por o tratamento de BHI1%-pena e por ultimo o que teve menor
quantidade de biomassa gerada foi o meio mineral farinha de pena (PENA) (Figura 7).

Se propus comprar e analisar a quantidade de biomassa gerada nos 3
meios ja mencionados em estado liquido e solido, jA que nos meios liquidos que
contem farinha de pena néo € possivel saber a quantidade de biomassa gerada o que
dificulta a obtencdo de resultados sobre o rendimento do pigmento em funcdo da
biomassa. Kr6 por ser uma bactéria queratinoliticas consegue se desenvolver nos
meios com pena, mas ainda assim a formulacdo do meio ndo € a 6tima para o
crescimento dela e producao de biomassa.

A utilizacdo do meio solido pode ser uma alternativa para gerar grandes
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guantidades de biomassa nas primeiras 24 h evitando assim a espera de 48h em meio
liquido sim afetar a quantidade de pigmento gerado pois ha estudos que afirmam que
na fase logaritmica o conteido do pigmento ndo muda significativamente. E
necessario otimizar os meios com farinha de pena para aumentar a quantidade de
biomassa aproveitando assim a atividade queratinolitica da bactéria e diminuir custos
do uso de meios sintéticos (Hantsis-Zacharovl E, Halpern M. 2007; Fautz e
Reichenbach 1980; Krieg NR (EDs) 2011).
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Figura 7. Crescimento de Chryseobacterium sp., KR6 (mg/ml) em funcéo
do tempo (h) em meio BHI sélido e liquido.

5.3 Espectrofotometria UV- vis do extrato de KR6 produzido em cada

tratamento.

Para os 3 tratamentos analisados o comprimento de onda que apresentou
maior absorbéncia foi de 450 nm. A intensidade da absorbancia (mAU) varia
dependendo do tipo do tratamento e neste caso isso pode indicar que a presenca do
pigmento depende da quantidade de biomassa gerada em cada um deles. Em
condi¢bes de cultivo rico em nutrientes (BHI) a linhagem KR6 consegue gerar mais
biomassa apds 48 h em comparacdo com os cultivos que tem BHI1%-PENA ou em
meio PENA (Figura 7).
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Figura 8. Varredura espectrofotométrica dos pigmentos totais extraidos de
KR6 em 3 meios de cultura. ==: Pigmento gerado em meio BHI, : Pigmento
gerado em meio BHI1% - Pena e : Pigmento gerado em meio Pena.

5.4 Biomassas obtidas para extracao.

As linhagens foram semeadas em agar BHI. Na figura 8 se evidenciam as
diferencas na cor das colonias das duas linhagens de estudo. Nas figuras 8A as
primeiras duas placas Lysobatcer sp., AO3 apresentando colonias de cor amarelo em
meio BHI e Luria Bertani respectivamente. Na Gltima placa Chryseobacterium sp., KR6
com colonias alaranjadas. As figuras 8B e 8C s&o as biomassas liofilizadas da KR6 e
AO03 respetivamente, apresentando suas coloracdes caracteristicas.

Figura 9. Isolados das linhagens de A03 e KR6 em &gar BHI
respectivamente, B: biomassa liofilizada de KR6 em meio liquido BHI e C: biomassa
liofilizada de AO3 em meio liquido BHI.
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5.5 Pigmentos extraidos das duas linhagens.

O método de extracdo aplicado extraiu o pigmento das biomassas
liofilizadas com facilidade. A acetona é e solvente mais comum para a extracado desse
tipo de pigmentos, seguido por solvente como metanol e acetato de etila (Wang et al.,
2013; Venil et al., 2016; Fautz e Reichenbach, 1980; Schoner et al., 2014). Neste
trabalho se evidenciou que o processo de maceracgao inicial facilita a ruptura das
células obtendo um p6 mais homogéneo o que resulta em maior superficie de contato

da biomassa com o solvente e uma rapida extracéo (Figura 9).
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Figura 10. A: Pigmentos de Kr6 extraidos com acetona. B: Pigmentos de
AO03 extraidos com acetona.
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5.6 Teste de KOH 20%

O pigmento extraido da linhagem KR6 apresentou resultado positivo no
teste de KOH. Observou-se uma mudanca rapida de amarelo para uma cor vermelha
guando adicionadas as gotas da solugéo alcalina (ver figura 10). Quando testado
diretamente nas colonias de KR6 também teve uma mudanca de cor, de laranja (cor
original da col6nia) para vermelho (ver figura 10).

Vérios autores relatam a mesma mudanca, o que indica que o tipo de
pigmento deve ser do tipo flexirubina. Esse teste pode detectar caracteristicas
diferenciais a nivel filogenético de Chryseobacterium sp., jA& que a maioria das

espécies de Chryseobacterium (previamente chamado Flavobacterium, familia
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Flavobacteriaceae) e géneros membros da familia Flavobacteriaceae se caracterizam
pela presenca do pigmento do tipo flexirubina (Hantsis-Zacharovl E, Halpern M. 2007,
Fautz e Reichenbach 1980; Krieg NR (EDs) 2011).

Figura 11. A: Biomassa tomada de BHI de KR6 (esquerda) e A03 (direita)
nas suas condicdes originais. B: Biomassa de KR6 com mudanca rapida de cor e
biomassa de A03 sem mudanca nenhuma com adicdo de KOH 20%.

A mudanca reversivel da coloracao (alteragdo batocrémica) acontece pela
desprotonacdo dos grupos hidroxila presentes nos anéis aromaticos. Embora o
resultado do teste de KOH tenha sido positivo, é necessario considerar que alguns
tipos de sulfonolipideos como os de Xanthomonas spp., ou carotenoides fendlicos
podem apresentar elementos estruturais similares e dar uma reagao positiva
enganosa (Fautz e Reichenbach 1980, Bernardet et al., 2005, Chaudhari et al 2009).

A B

Figura 12. Pigmentos extraidos com acetona A. Pigmento de KR6 antes e
depois de adicionar a solugéo alcalina (KOH 20%). B. Pigmento de A03 depois de
adicionar a solucao alcalina (KOH 20%).
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No caso das colbnias de AO3 e o0 pigmento extraido da mesma, nao foi
observada nenhuma mudanca de cor o que pode indicar que esse pigmento ndo é do
tipo flexirubina pois em pH alcalino ndo hd mudanca de cor. Num processo de
saponificacao realizado previamente neste trabalho indicou que n&o se trata de
carotenoides, ja que no processo de saponificacdo o pigmento se degrada e perde
sua cor caracteristica quando lavado com agua destilada para neutralizar o pH.

Espécies de Lysobacter sp sdo conhecidas por produzir pigmentos de cor
marrom escura soliveis em &agua conhecidos como melanina, que brindam
fotoprotecao sob condicdes de exposicdo a luz ultravioleta (Fukuda et al., 2013, Qian
et al., 2014).

Por outro lado, h& autores que descrevem um pigmento de cor amarela
extraido de espécies de Lysobacter sp., que foi identificado como pigmento do tipo
xantomonadina. Wang et al (2013) apresenta resultados sobre o pigmento isolado de
Lysobacter enzymogenes e confirma que sdo metabdlitos de aril polieno semelhantes
a xantomonadina. Lysobacter sp., compartilha uma elevada similaridade fenotipica
com Xanthomonas spp., e apresenta producao de um pigmento amarelo unido na sua
membrana externa, mas h& poucos estudos que confirmem o tipo de pigmento e sua
verdadeira estrutura quimica a qual ndo foi determinada até agora (Qian et al., 2013).
N&o ha estudos que indiguem que espécies de Lysobacter sp., produzem pigmentos

carotenoides ou do tipo flexirubina.

5.6 Analise Espectrofotométrica UV-Visivel

5.6.1 Pigmento de Chryseobacterium sp., KR6

O pigmento analisado néo apresentou a estrutura fina no espectrofotometro
tipico de carotenoides. Apresentou um comprimento de onda maximo de 450nm em
acetona, resultado que se repete em varios outros trabalhos onde analisam pigmentos
alaranjadas extraidos de espécies de Chryseobacterium sp. Por exemplo o pigmento
da linhagem Chryseobacterium sp. UTM-3T estudada por Venil e colaboradores
(2014) também exibiu absorbancia maxima a 450 nm quando extraido com acetona.
(Venil et al., 2014; Andrewes et al., 1976; Wang et al., 2013; Schoner et al., 2014,

Schoner et al., 2016).
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Figura 13. Espectros de Uv- visivel do pigmento extraido de KR6 e
mudanca batocromica pela adicdo de KOH 20%.

Adicionalmente, analisou-se a mudanca de cor por espectrofotometria de
UV-visivel para monitorar alteracdes no comprimento de onda de maxima absorcéo
(Amax). O valor de Amax para o pigmento antes da adicdo de KOH foi de 450 nm,
como observado anteriormente, e apos a adicdo da base o valor de Amax deslocou-
se para 465 nm, com um aumento de 15 nm (Figura 12). A alteracdo do valor de Amax
apos adicdo de uma base forte pode ser um indicativo para estimar o tamanho da
cadeia do polieno associado a estrutura do pigmento. Ha pigmentos de tipo
flexirtubina que apresentaram um aumento de um aumento de 25 nm o que indicaria

gue a molécula tem de 6 a 8 carbonos conjugados na sua estrutura (Herz et al., 1987).

5.6.2 Pigmento de Lysobacter sp., A0O3

O pigmento extraido da biomassa gerada apés 48 h em meio BHI liquido
apresentou maior absorbancia nos comprimentos de onda de 419 nm e 427 nm nos
solventes acetona e cloroformio, respectivamente. O espectro de UV-visivel gerado

apresentou banda largas, em contraste com a estrutura fina que os pigmentos do tipo
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carotenoide geralmente apresentam (Figura 14).
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Figura 14. Espetro uv- visivel do pigmento de Lysobacter sp., AO3 em
acetona e cloroférmio.

Alguns autores relatam comprimentos de onda no intervalo de 415 a 460
nm em diferentes tipos de solventes para pigmentos extraidos de Xanthomonas sp.
Especificamente, os comprimentos de onda de absor¢do maxima foram 430 nm e 450
nm para pigmentos amarelos de Lysobacter sp. extraidos com cloroférmio, muito
parecidos com os comprimentos de onda apresentados por pigmentos do tipo
xantomonadina (Andrewes et al., 1976). Wang e colaboradores (2013) obtiveram
comprimentos de onda entre 430 nm e 460 nm para pigmentos extraidos de varias
linhagens de Lysobacter sp.

Outros estudos analisaram pigmentos de cor amarela extraidos de
bactérias do filo Proteobacteria pelo método de HPLC-UV-MS e obtiveram
comprimentos de onda de 430 nm (solvente metanol) e 420 nm. Os autores
reportaram a estrutura quimica elucidada como um pigmento do tipo xantomonadina
e propdem que é um pigmento aril-polieno hibrido /dialquil-resorcinol (Schéner et al.,
2014; Schoner et al., 2016).

N&o ha estudos que confirmem que os pigmentos produzidos pelas
bactérias do género Lysobacter sp., sejam do tipo xantomonadina poucos estudos

sobre esse pigmento amarelo produzido por espécies de Lysobacter sp.
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5.7 Andlise de cor (CIELAB)

No comprimento de onda de 450nm com 1.5 de absorbancia previamente
estabelecidos, os dois pigmentos extraidos foram analisados por colorimétria. Os
valores obtidos para os parametros colorimétricos do sistema CIELAB sé&o
apresentados na Tabela 1.

Os valores de L* para os dois pigmentos foram altos o que indica uma
luminosidade alta, perto do branco. Os valores de a* foram negativos ou menores de
0 indicando cores proximas ao amarelo e verde e ndo para cores vermelhas. Os
valores de b* deram positivos o que também confirma que os dois pigmentos estédo
proximos a cor amarela. O Chroma ou saturacéo dos pigmentos foi 43,14 e 33,64 para
KR6 e AO3 respectivamente e o angulo Hue foi de 78,59 e 73 respectivamente, o que
também representa cores nas regiées amarelas.

Nos trabalhos feitos por Venil e Aruldass e colaboradores (2014-2015)
avaliaram a cor de pigmentos tipo flexirubina extraidos de Chryseobacterium sp. Os
autores utilizaram para analise uma faixa de absorbancia entre 1.0 e 2.0 a 450 nm.
Os valores de L*, b* e chroma foram baixos, mas o valor de a* também obtiveram um
valor negativo (Tabela 2). Para o angulo Hue obtiveram um valor de 77,39 e 84,37
assim, o pigmento encontrasse nas regiées dos tons amarelos resultado que se repete
neste trabalho. O valor de L* indica a luminosidade do pigmento e isso pode variar
pela absorbéancia estabelecida previamente da andlise de cor assim como a saturacao

ou pureza (Chroma).

Tabela 1. Valores Colorimétricos dos pigmentos extraidos em acetona de
KR6 e AO3 e de pigmentos do tipo Flexirubina extraidos de linhagens de
Chryseobacterium sp., publicados em outros trabalhos.

CIELAB sistema de cor.

Pigmentos L* a* b* Chroma  Hue®
Chryseobacterium sp.,, KR6 76,57  -8,53 42,29 43,14 78,59
Lysobacter sp., A03 77,43  -9,77 32.19 33,64 73
Venil et al., 2014 3,58 -1,21 4,41 5543 77,39
Aruldass et al., 2016 2,6 0,34 3,45 3,47 84,37
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5.8 Anélise por HPLC-DAD-MS

5.8.1 Pigmento de Chryseobacterium sp., KR6

Os pigmentos extraidos com acetona foram analisados por HPLC-DAD.
Com a metodologia utilizada se logrou uma separacao dos compostos do extrato. Os
pigmentos gerados em cada tratamento apresentaram 3 picos majoritarios com
tempos de retencdo iguais o que indica que nos 3 tratamentos ou meios avaliados se
gera o mesmo tipo de composto pigmentado. A figura 11 apresenta os cromatogramas
do pigmento extraido com acetona das biomassas de KR6 produzidas apos 48 h nas
condicdes jA mencionadas (Figura 15, Tabela 3).

A diminuicdo da area e da porcentagem da area dos 3 picos apresentados
em cada tratamento indica uma menor quantidade do pigmento extraido. Os
tratamentos com poucos nutrientes geraram menos biomassa o que resultou em
menos quantidade de pigmento. As areas do pico 3 em meio liquido PENA nao foram
detectadas. A amostra ndo tinha a concentracdo adequada de pigmento para gerar
um sinal mais definido, isto provavelmente pelo fato de ter pouco crescimento da

bactéria passadas 48 h 0 que gerou pouco pigmento total.

As massas obtidas foram m/z 557 [M+H]* seguido por uma massa de m/z
608 [M+H]* e m/z 569 [M+H]*. Mesmo com esses dados nao foi possivel propor a
estrutura molecular dos componentes pelo que € necessario realizar um processo que
ajude na purificacdo do pigmento.

Cada um dos picos encontrados nos tratamentos, apresentaram espectros
de UV-visivel perto do comprimento de onda esperado (450 nm). A pequena variagao
no comprimento de onda depende no numero de carbonos conjugados na cadeia

principal da estrutura quimica.
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Figura 15. Cromatogramas (450nm) obtidos por HPLC-DAD do pigmento da KR6. A:

tratamento BHI, B: tratamento BHI 1%- PENA, C: tratamento PENA.
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Tabela 2. Dados de tempo de retencéo (TR), comprimento de onda (nm)
area e % de area de cada um dos picos que apresentaram 0s pigmentos extraidos em
cada tratamento de KR6.

Tratamento TR(min) nm Pico Area % Area
1 Caldo BHI 27.231 442 1 123223 10.66
28.262 450 2 331125 28.65
28.780 448 3 195519 16.92
2 Caldo BHI1%- MFP 27.241 447 1 122855 11.77
28.263 450 2 263859 25.29
28.759 447 3 128614 12.33
3 Caldo MFP 27.244 445 1 41057 14.79
28.248 447 2 89221 32.14
28.784 450 3 ND ND

5.8.2 Pigmento de Lysobatcer sp., AO3

O pigmento extraido com acetona foi analisado por HPLC-DAD-MS. A
metodologia para a separacao dos compostos do pigmento de A03 néo foi a adequada
0 que dificultou a obtencdo de picos definidos (Figura 16). Se lograram detectar 4
picos maioritarios (Tabela 4) e so foi possivel obter um dado sobre a massa do pico
maioritario que apresentou massa de m/z 728 [M+H]*. Nao foi possivel calcular a
massa da molécula do pigmento e € preciso realizar processos de purificacdo. A
deteccdo de mais de um pico com comprimentos de onda diferentes e o sinal
detectado pode ser devido a que o composto extraido de A03 tem mais de um
pigmento e algum deles apresenta caracteristicas do pigmento tipo xantomonadina.
Wang e colaboradores descrevem um pigmento amarelo extraido de Lysobacter
enzymogenes e o dado obtido na espectrometria sugere que o0 pigmento pertence a

estrutura dos aril- polienos tipo xantomonadina (Wang et al., 2013).
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Figura 16. Cromatograma (processado a 419 nm) obtido por HPLC-MS do
pigmento de AO3 crescido em BHI.

Tabela 3. Dados de tempo de retencéo (TR), comprimento de onda (nm)
area e % de area de cada um dos picos que apresentou o pigmento extraido de A03
em meio BHI.

Pico TR(min) nm Area % Area
1 11.377 424 7448 1.753
2 15.521 424 15037 3.539
3 20.503 414 13625 3.207
4 22.726 425 388815 91.502

5.9 Andlise de espectroscopia por Infravermelho

Esta analise foi realizada com a biomassa liofilizada e o pigmento bruto
(sem purificacdo) extraido de Chryseobacterium sp. KR6. Os espectros obtidos da
biomassa (A) ndo apresentaram os picos especificos de flexirubina devido a grande
guantidade de compostos presentes na amostra e a sua caracteristica pastosa, o que
dificultou a sua distribuicdo no suporte de KBr e a sua medicdo. Nao entanto, no
espectro do pigmento parcialmente purificado (B) foi possivel identificar os picos dos

principais grupos funcionais da flexirubina (Figura 17).
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Os picos de 2921 e 2848 cm séo carateristicos da ligacdo C-H encontrada
na cadeia poli-insaturada e no anel aromatico. O pico obtido em 1733 cm
corresponde ao estiramento da ligacdo C=0 do éster que liga o fenol com a cadeia de
carbonos conjugados e o pico a 1466 cm™ é caracteristico do anel aromatico do fenol.
Adicionalmente a estes picos encontrados no espectro do pigmento parcialmente
purificado, observou-se um pico em 718 cm, que poderia corresponder a ligacdo C-
Cl, o que indicaria uma flexirubina do radical Cl no anel de resorcinol. Venil e
colaboradores (2014) purificaram um pigmento tipo flexirubina de Chryseobacterium
sp. UTM-3T, e identificaram no espectro infravermelho do pigmento picos intensos a
1737 e 1217 cm, caracteristicos das ligacdes C-O. Além disso, encontraram uma
banda de absorcdo entre 893 e 526 cm™, que de acordo com os autores, é
caracteristico dos pigmentos tipo flexirubina.

A estrutura quimica basica desse pigmento pode ter modificacdes pela
variacdo no comprimento e ramificacdes das cadeias de hidrocarbonetos no resorcinol
e pela introducdo de substituintes adicionais de fenil e cloro especificamente no anel
dialquil-resocinol (Zophel et al., 1991 Achenbach 1987b, Achenbach et al., 1983).
Diferente cloracdo nos anéis alifaticos sdo encontradas em cada micro-organismo
produtor de flexirubina. Assim, pode surgir uma grande variedade de pigmentos tipo

flexirubina, segundo Stafsnes e Bruheim (2013).
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Figura 17. Espectro infravermelho de (A) Biomassa liofilizada de
Chryseobacterium sp., (B) pigmento parcialmente purificado.
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Devido a limitada literatura existente de espectros infravermelhos deste tipo
de pigmentos, € dificil realizar uma comparacdo mais precisa. Além disso, o grau de
purificacdo obtido até o momento afeta a identificacdo de bandas especificas por
sobreposicao de bandas de lipideos presentes na amostra do pigmento parcialmente

purificado.

5.10 Atividade antioxidante

Os pigmentos extraidos das duas linhagens apresentaram atividade
antioxidante. Obteve-se uma reducao do radical ABTS de 85% e 62% dos pigmentos
parcialmente purificados de KR6 e A03, respectivamente. Os valores calculados como
equivalentes de Trolox (mM) foram semelhantes aos obtidos por Miller e
colaboradores (1996). Os autores avaliaram a atividade antioxidante por eliminacéo

do cétion radical ABTS por carotenoides e xantofilas (Tabela 4).

Tabela 4. Capacidade antioxidante equivalente Trolox (CAET mM) de
carotenoides (adaptado de Miller et al., 1996) e dos pigmentos em estudo.

Carotenoides CAET mM
Caroteno 1.3
Astaxantina 0.03
Beta Caroteno 1.9
Cantaxantina 0.02

Cryptoxantin 2

Echinenona 0.7
Licopeno 2.9
Luteina 15
Zeaxantina 14

Pigmentos de estudo CAET mM
Pigmento A03 1.07
Pigmento KR6 14

Venil e colaboradores (2016) confirmaram a atividade antioxidante por
DPPH de um pigmento tipo flexirubina de uma linhagem de Cryseobacterium sp. Além

disso, notaram que o pigmento microencapsulado apresentou maior protecdo contra
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a oxidacdo e atribuem essa atividade as propriedades anfifilicas dos constituintes
fendlicos. Se assume que um incremento no numero de grupos hidroxilo no fenol
realca a capacidade do doador de hidrogénio e a inibicdo da oxidacdo. Portanto, o
pigmento encapsulado teve maior atividade antioxidante comparado com 0 n&o
encapsulado.

Outro estudo realizado também confirma a atividade antioxidante do
pigmento isolado de Fontibacter flavus YUAB-SR-25 que pertence a familia das
Cyclobacteriaceae (filo Bacteriodetes) e membro do género Cytophaga. Eles
classificaram o pigmento como carotenoide do tipo flexirubina. O pigmento mostrou
atividade antioxidante significativa em caso da eliminacdo de DPPH e do radical
hidroxil, inibicdo da peroxidacéo lipidica e redugéo de 6xido nitrico. Essa forte inibicao
dos radicais poderia inibir ou evitar eventos patofisioldgicos incluindo inflamacdes,
distarbios celulares e sistémicos (Prabhu et al., 2013).

Prabhu e colaboradores (2013) sugerem que pigmentos do tipo flexirubina
provavelmente pode ser uma fonte de antioxidante natural e pode ser promissor para
a utilizacdo em suplementos alimenticios e na industria da saude.

A atividade antioxidante dos pigmentos em estudo, que estdo sendo
considerados como APE-DAR, sao atribuidos pelos grupos fendlicos OH presentes
nas suas estruturas e também pela cadeia de carbonos com ligacdes duplas
conjugadas. Pelo menos in vitro, todos os APE e hibridos APE-DAR devem apresentar
protecdo contra o dano foto oxidativo e peroxidacao lipidica porque cada um contém
um sistema de ligacdo dupla conjugado que € o principal responséavel por sua funcao

protetora.
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6. CONCLUSAO

As andlises realizadas neste trabalho revelaram que no composto
pigmentado produzido por Chryseobacterium sp. KR6 e do tipo flexirubina.
Considerando que a linhagem é do género Chryseobacterium sp., e o pigmento
apresenta mudancga de cor em pH basico, um valor de Amax de 450 nm e facil extragcao
com acetona, acredita-se que no composto extraido hd um pigmento que cumpre com
as caracteristicas do pigmento laranja-amarelado tipo flexirubina descrito por varios
autores. E necessario realizar a purificacdo do composto pigmentado e avaliar outros
protocolos de HPLC-DAD-MS para ter uma melhor separacdo dos compostos,
eliminar ou evitar interferéncias na leitura e elucidar as estruturas moleculares dos
pigmentos nele.

As analises de rendimento de biomassa sO foram feitas com a bactéria
Chryseobacterium sp., KR6 ja que teve melhor desenvolvimento durante o tempo do
trabalho. Nao foram feitos para Lysobacter AO3 por problemas de crescimento durante
o trabalho. Pelos resultados obtidos da comparacéo da utilizagcdo de meios liquidos
ou solidos se consideram importantes e possivelmente aplicaveis ja que apresentaram
guantidades significativamente altas quando os cultivos foram feitos em meio sélido.
E preciso realizar a otimiza¢do com meio mineral farinha de pena aplicando alguns
componentes que inducao a producéo especifica do pigmento.

As analises realizadas demostraram que o0 pigmento produzido por
Lysobacter sp. AO3 néo é do tipo carotenoide nem do tipo flexirubina. O teste em
solucéo alcalina ndo apresentou mudan¢a nenhuma, degradacdo em processos de
saponificagdo e maximo comprimento de onda de 419 e 427nm. O pigmento pode ser
do tipo xantomonadina, mas € necessario realizar a purificacdo e testar outros
protocolos de HPLC para elucidar sua estrutura quimica e ter certeza que se trata de
um pigmento s6. O pigmento também apresentou atividade antioxidante o que
também e caracteristico desse pigmento.

E necessario continuar com a caracterizacdo dos compostos pigmentados
extraidos das duas bactérias ja que além de apresentar atividade antioxidante
possivelmente também tenha atividade antimicrobiana como ja foi descrito na

literatura. Também se devem realizar testes de estabilidade frente a fatores como
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temperatura e luz. Segundo autores a flexirubina se caracteriza por ser mais estavel
frente a esses fatores comparado com outros pigmentos do tipo carotenoide.

Pigmentos como flexirubina e xantomonadina estdo comeg¢ando a ser mais
estudados, ha muita informagcdo e trabalhos que propdem algumas estruturas
qguimicas de varios tipos de pigmentos com carateristicas quimicas de aril polienos e
as variacdes que pode ter a molécula. H4 muitos protocolos sobre como extrair e
identificar, mas nenhum desses processos foi padronizado para realmente poder
realizar e comparar resultados. Ha estudos que descrevem o0s pigmentos do tipo
flexirubina como uma classe Unica de carotenoides que contem na sua estrutura
cadeias ramificadas como substituicdo no alquilo terminal (Achenbach e al., 1978a;
Prabhu et al., 2013).

Outros estudos afirmam que os tipos flexirubina ndo fazem parte na
classificacdo dos carotenoides e sim sao um outro grupo de pigmentos com algumas
similaridades estruturais. Muitos estudos ainda estdo tentando dilucidar e confirmar
as estruturas quimicas que podem apresentar esse tipo de pigmentos e conhecer as

possiveis aplicacdes além de ter atividade antioxidante e antimicrobiana.
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