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PRODUCAO DE CAROTENOIDES PELA BACTERIA Chryseobacterium sp.
LINHAGEM KR6 UTILIZANDO FARINHA DE PENAS COMO SUBSTRATO!

Autor: Sabrine Gemelli
Orientador: Prof. Dr. Adriano Brandelli
Co-Orientador: Prof. Dr. Alessandro de Oliveira Rios

RESUMO

A obtencdo de pigmentos carotendides a partir de microrganismos € uma
alternativa com elevado potencial de aplicacdo biotecnoldgica, em virtude de
possibilitar melhor controle do processo e maior produtividade. Além disso, a
utilizacéo de residuos agroindustriais como substratos para tais cultivos possibilita
a reducdo dos custos de producdo, podendo agregar valor a subprodutos
potencialmente poluentes. A bactéria Chryseobacterium sp. linhagem kr6
apresenta elevada capacidade de sintetizar pigmentos carotendides. O presente
trabalho teve como principal objetivo avaliar a extracdo dos carotendides
produzidos por Chryseobacterium sp. kr6, empregando farinha de penas como
Unica fonte de carbono. As melhores condi¢des para a producao dos carotendides
foram obtidas a 30°C, 100 rpm, durante 48 h, com 5 g/L de farinha de penas,
obtendo-se 64.575 ug/g de carotendides. A otimizagdo das condi¢des de extragéo
dos pigmentos a partir da biomassa foi realizada com o auxilio das ferramentas
estatisticas de planejamento fatorial e metodologia de superficie de resposta. As
condicBes que proporcionaram maior extracdo foram aplicacdo de ultra-som por
30 min com solvente acetona e (1:9) g/mL de biomassa umida. O teor médio de
carotendides obtido foi de 180.000 ug/g, com temperatura mantida a 30°C. A
capacidade antioxidante dos carotendides foi avaliada pela captura do radical
DPPH® e producdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS).
Observou-se que o composto carotendide apresenta atividade antioxidante por
ambos os métodos. O composto de pigmentos carotendides presentes no cultivo
foi entdo parcialmente identificado por cromatografia em camada delgada
comparativa (CCDC), sugerindo a presenca de duas moléculas pertencente ao
grupo das xantofilas (carotendides oxigenados).

1/ Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente -
Microbiologia de Alimentos, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (65 p.) Abril, 2011.



PRODUCTION OF CAROTENOIDS BY Chryseobacterium sp. STRAIN
KR6 USING FEATHER MEAL AS SUBSTRATE"

Autor: Sabrine Gemelli
Orientador: Prof. Dr. Adriano Brandelli
Co-Orientador: Prof. Dr. Alessandro de Oliveira Rios

ABSTRACT

Obtaining carotenoid pigments by microbial grown is an alternative with high
potential for biotechnological application, because of the better process control and
elevated productivity. Besides, the use of agro-industrial waste as substrate
enables a reduction of the production cost, contributing in the treatment of
potentially pollutants. The bacterium Chryseobacterium sp. strain kr6 shows high
capacity to synthesize carotenoid pigments. The main objective of this work was to
evaluate the extraction of carotenoids produced by Chryseobacterium sp. kr6,
growing on feather meal as the sole carbon source. The best conditions for the
production of the caronotenoids were obtained at 30°C, 100 rpm, during 48 h, with
5 g/L of feather meal, obtaining 64.575 ug/g of carotenoids. The optimization of the
pigment extraction conditions from the biomass was performed with the aid of
factorial design and response surface methodology as statistical tools. The
conditions that provided better extraction were ultrasound treatment for 30 min with
acetone as solvent in a ratio of 1:9 (g/mL) of humid biomass. The average content
of carotenoids obtained was 180,000 pg/g with temperature at 30°C. The
antioxidant capacity of the carotenoids was measured by the scavenging of DPPH*
and production of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). It was observed
that the carotenoid pigments presented antioxidant activity by both methodologies.
The carotenoid pigments were partially indentified by comparative thin layer
chromatography (TLC), suggesting the presence of two molecules belonging to the
xantophiles group (oxygenated carotenoids).

1/ Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology, Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. (65 p.) Abril, 2011.
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1 INTRODUGCAO

Carotendides sao pigmentos que ocorrem naturalmente em frutas, vegetais,
plantas, algas e bactérias, sendo responsaveis pelas colora¢cdes vermelha,
amarela e alaranjada destes organismos. Do ponto de vista nutricional, alguns
carotendides sdo precursores da vitamina A. Estes compostos precursores nao
sdo essenciais para a saude humana, entretanto apresentam efeitos promissores
como agentes terapéuticos preventivos. Estudos tém demonstrado que o consumo
de compostos antioxidantes como os carotenoides reduzem o risco de doencas
degenerativas, como certos tipos de cancer e doencas cardiovasculares (Rao et
al., 2005).

Nos organismos fotossintéticos, os carotendides funcionam como
pigmentos secundarios em absorver energia luminosa e apresentam importante
papel como fotoprotetores devido a sua capacidade de inativar as espécies
reativas de oxigénio formadas por exposicdo a luz e ao ar. Até o presente,
aproximadamente 600 estruturas diferentes de carotenoides ja foram
caracterizadas e as suas fungdes permanecem sob intensa investigacéo (Krinsky,
1994; Britton, 1995; Fraser e Bramley, 2004).

O aumento da demanda pelos carotenoides se da pela vasta gama de
aplicagbes que tais compostos apresentam, dentre eles destaca-se 0 uso na
indUstria de alimentos, em cosmeéticos e na formulacdo de racdo animal. Tal
aumento influencia diretamente a pesquisa por novas fontes e processos

alternativos para a obtencéo desses compostos (Johnson e Schoeder, 1995). Uma



alternativa para a producdo de carotendides esta no cultivo de microrganismos.
Fungos, microalgas e algumas bactérias tém sido estudados como produtores de
pigmentos.

A produgdo de carotendides através do cultivo microbiano apresenta as
vantagens de ndo sofrer efeito com variacdes climéticas, maior produtividade
gquando comparados a extracdo a partir de animais e vegetais, e obtencédo de
compostos diferenciados através da manipulacdo genética (Maldonado et al.,
2008). No entanto, a obtencdo de compostos via biotecnoldgica muitas vezes é
inviabilizada devido ao elevado custo de producao. Por isso, é interessante o uso
de substratos que permitam a redugcéo dos custos operacionais.

No cultivo de microrganismos a utilizagcdo de subprodutos agroindustriais
para a obtencdo de bioprodutos com maior valor agregado € interessante. Outra
questdo que deve ser considerada é o desenvolvimento de tecnologias que visem
a mitigacdo de residuos ou aproveitamento de subprodutos gerados pelas
industrias. A industria avicola gera, entre outros subprodutos, as penas, que atinge
milhdes de toneladas por ano (Williams et al., 1991). Conforme o exposto, este
estudo teve como objetivo estabelecer as condi¢cdes 6Otimas para a producao e
extracdo dos carotendides pela bactéria Chryseobacterium sp. kr6 utilizando a
farinha de pena como substrato e a caracterizacdo parcial dos carotendides

obtidos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Producédo e extracdo de carotendides pela bactéria Chryseobacterium sp.

linhagem kr6 utilizando farinha de penas como substrato.

2.2 Objetivos especificos

> Producgéo de carotendides pela bactéria Chryseobacterium sp. linhagem kr6
utilizando farinha de penas como substrato;

> Avaliar métodos fisicos para a extracdo dos carotendides produzidos pela
bactéria Chryseobacterium sp. linhagem kr6;

> Otimizar as condi¢des de extracao;

> Investigar a atividade antioxidante do composto de carotendides obtido;

> Caracterizar parcialmente o composto de carotendides produzido nas

condicdes Gtimas estabelecidas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Carotendides

Os carotendides sao pigmentos naturais sintetizados por plantas e
microrganismos, sendo componentes essenciais dos alimentos, responsaveis
pelas coloracdes vermelha, amarela e alaranjada (Sthal e Sies, 2003). Tais
substancias tém como funcdo priméria absorver luz durante a fotossintese em
plantas, ou ainda atuar como pigmento fotoprotetor de microrganismos. Sua
estrutura quimica € composta por ligagbes duplas conjugadas, que sé&o
responsaveis por sua cor e por algumas de suas funcées biologicas (Moreira e
Shame, 2004). Juntamente com as vitaminas, sdo as substancias mais
investigadas como agentes quimiopreventivos, funcionando como antioxidantes
em sistemas biol6gicos (Moreira e Shami, 2004). Algumas das principais fontes de
carotendides sdo a cenoura e aboboras (a e [B-caroteno), tomates e produtos
derivados, como extratos, polpa e molhos (licopeno), espinafre (luteina), laranja
(B-criptoxantina) (Silva e Naves, 2001) e algumas espécies de salméo e
crustaceos, que acumulam astaxantina produzidas por algas.

Alguns carotenoides, entre eles a luteina, violaxantina, neoxantina, B-
caroteno, estdo amplamente distribuidos na natureza, enquanto outros, como o
licopeno, capsantina, bixina, existem em grandes quantidades apenas em

algumas plantas.
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Os carotendides mais comumente encontrados nos vegetais sdo o0 [3-
caroteno (Daucus carota - cenoura), licopeno (Lycopersicum esculentum —
tomate), e véarias xantofilas. Astaxantina, um dos carotendides vermelhos mais
recorrentes em animais aquaticos, possui além da fungcédo de pigmentacdo outros
aspectos benéficos como a desativacdo de radicais livres e de oxigénio singlete
(Mi&o et al., 2006).

B-caroteno de Dunaliella salina é produzido, em escala comercial, na
Australia, Israel e Estados Unidos (Dufossé e Pintea, 2005). Dentre as leveduras
produtoras de carotendides destacam-se Rhodotorula, Phaffia rhodozyma, Kocuria
rhizophila, as bactérias Flavobacterium sp., Lactobacillus helveticus e o fungo
Blakeslea trispora (Frengova et al. 1994; Kovas et al., 1999; Pasamontes et al.,
1997; Tinoi et al., 2005; Liu, Wu e Ho, 2006). Muitos estudos estéao direcionados a
encontrar alternativas que possam induzir a sintese de carotendides e aumentar a
eficiéncia destes sistemas biolégicos de forma que eles possam ser utilizados
comercialmente (Ausich, 1997; Bhosale, 2004). Sao inuUmeras as variaveis
envolvidas nos processos biotecnolégicos que podem ser manipuladas a fim de
otimizar a producao destes pigmentos por microrganismos (Aksu e Eren, 2005).

Bactérias, fungos, leveduras e algas sao capazes de sintetizar carotenodides
de interesse industrial, mas para que a producéo destes pigmentos por processos
fermentativos seja industrialmente viavel é necessario que 0s custos sejam
minimizados. As microalgas Dunaliella salina e Haematococcus, o fungo Blakeslea

trispora e a levedura Phaffia rhopdozyma produzem consideravel concentragfes
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de carotendides e por isso sdo 0s unicos utilizados em escala industrial (Cerda-

Olmedo, 1989, Borowitzka e Borowitzka, 1989 e Lopez-Nieto et al., 2004).

3.1.2 Estrutura dos carotenodides

Quimicamente os carotendides sdo substancias tetraterpénicas, formadas
por oito unidades de isoprenos, de tal modo que a ligacdo isoprénica sofre
reversdo na parte central da molécula, e dessa maneira os dois grupos metilicos
centrais ficam separados por carbonos (Omoni e Aluko, 2005).

A estrutura do B-caroteno (Figura 1), € considerada a estrutura fundamental
dos carotendides, da qual podem ser derivadas outras estruturas por reacao de
hidrogenacdo, ciclizacao, oxidacdo ou combinacdo destes métodos. Sdo também
considerados carotendides alguns compostos formados por rearranjos ou

degradacé&o do caroteno.

Figura 1 — Estrutura quimica do B-caroteno.

Cada ligacdo dupla pode ocorrer nas confirmacdes cis e trans embora na
natureza sejam encontrados mais freqientemente compostos em que todas as

duplas ligacbes estejam na configuracéo trans.



3.1.3 A cor dos carotendides

A cor dos carotenoides é resultado de pelo menos sete ligagbes duplas

conjugadas e o numero destas insaturacdes esté relacionado com o aumento da

tonalidade e intensidade de cor. Portanto a adicao de uma dupla ligacéo carbono-

carbono a um composto, sem outras modificagdes na molécula, desloca a

absorbancia maxima desse composto para um comprimento de onda maior

(Bobbio e Bobbio, 2003). A Tabela 1 apresenta os valores dos picos do espectro

eletrdnico de alguns carotendides em hexano e cloroférmio.

Tabela 1. Valores dos picos do espectro eletrbnico de alguns carotendides em

hexano ou cloroférmio. Adaptado de Omoni e Aluko, 2005.

Composto

Auroxantina

Bixina

Cantaxantina
Capsantina

a-caroteno

[-caroteno
B-caroteno-5,6,5 ,6 - diepéxido
B-caroteno- 5,6-epoxido
a-caroteno

Crocetina

a-Criptoxantina
B-criptoxantina
Flucoxantina
Luteina
Licopeno
Neoxantina
Violaxantina
Zeaxantina

A max (nm)
380, 400, 425
443, 470, 502
467

475, 507
420, 442, 472
425, 450, 477
417, 440, 468
423, 444, 473
437, 462, 492
400, 420, 445

421, 446, 475
425, 446, 475
427,450, 476
420, 445, 475
448, 473, 504
415, 435, 462
443,472

426, 450, 480

Solvente
(hexano)
(cloroférmio)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)

(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)
(hexano)




3.1.4 Propriedades fisicas, extracdo e analise

Os carotenoides (carotenos e xantofilas oxigenadas) sdo compostos
lipofilicos, portanto, solUveis em Oleos e solventes organicos. A maioria dos
carotendides sao termolébeis, principalmente as xantofilas. A luz solar direta ou
luz ultravioleta podem causar a fotoisomerizagdo cis—trans, podendo inclusive, em
condicbes mais energéticas, causar a decomposicdo desses pigmentos. Tais
compostos séo facilmente oxidados por perdxidos e mesmo pelo oxigénio do ar,
dependendo da luz, calor e presenca de pré-oxidantes. Dependendo do sistema,
0s carotenoides podem agir como pro-oxidantes ou antioxidantes.

Devido a natureza complexa e a diversidade de carotenoides presentes nas
plantas as técnicas cromatograficas sdo as mais adequadas quando se deseja
separa-los (Schwartz, 1994). Os procedimentos de extracdo separacdo de
carotendides a partir de tecidos utilizam solventes organicos, que tém a funcéao de
abrir a matriz hidrofilica, disponibilizando os carotendides. Além dos solventes
organicos ou até mesmo mistura destes solventes, € necessario em grande parte
a utilizacdo de tratamentos especiais para alcancar uma separacao satisfatoria de

carotendides.



3.1.5 Carotendides como corantes em alimentos

Extratos naturais contendo carotendides extraidos de urucum, acafréo,
paprica, tomate tém sido utilizado como corantes em alimentos. No entanto, a
quantidade de destes pigmentos existentes na natureza esta longe de suprir a
demanda industrial, a fim de serem utilizados para substituir os corantes sintéticos,
que muitas vezes podem ter acao tdéxica em alimentos. Varios carotenoides de
estrutura quimica idéntica aos produtos naturais foram sintetizados nos ultimos
anos, e obtidos na forma pura. Sdo eles [-caroteno, zeaxantina, cantaxantina e

astaxantina (Bobbio e Bobbio, 2003).

3.1.6 Carotendides como agentes antioxidantes

Atualmente existe um grande interesse no estudo dos antioxidantes devido,
principalmente, as descobertas sobre o efeito dos radicais livres no organismo. A
oxidacao é parte fundamental da vida aerébica e do nosso metabolismo e, assim,
os radicais livres sdo produzidos naturalmente ou por alguma disfungéo bioldgica.
O excesso de radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes

produzidos pelo corpo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell (2000):

“‘Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentragdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou

previne significativamente a oxidagdo do mesmo”.
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O sistema de defesa antioxidante é formado por compostos enziméticos e
ndo-enziméticos, estando presentes tanto no organismo (localizados dentro das
células ou na circulacdo sangiiinea) como nos alimentos ingeridos (Montero,
1996).

Dos componentes ndo-enzimaticos da defesa antioxidante destacam-se
alguns minerais (cobre, manganés, zinco, selénio e ferro), vitaminas (acido
ascorbico, vitamina E, vitamina A), carotendides (B-caroteno, licopeno e luteina),
bioflavondides (genisteina, quercetina) e taninos (catequinas) (Papas,1999).

Os antioxidantes naturais ndo séo tao eficientes na desativacéo de radicais
livres, quanto os sintéticos como o BHT (di-terc-butil metil fenol) segundo
Raymundo et al. (2004), o que reafirma a necessidade da constante busca por
antioxidantes naturais mais efetivos, especialmente para fins industriais.

Os carotendides reagem com os radicais livres, notavelmente, com o radical
peréxido e com o oxigénio molecular, sendo a base de sua acdo antioxidante.
Carotendides como o B-caroteno, licopeno, zeaxantina e luteina, exercem funcgdes
antioxidantes em fases lipidicas, bloqueando os radicais livres que danificam as
membranas lipoprotéicas (Sies e Stahl, 1995).

Os carotendides formam um tipo incomum de agentes redutores bioldgicos,
pois reduzem melhor os produtos de oxidacdo a baixos niveis de oxigénio. Altos
niveis de oxigénio levam a destruicdo dos carotendides. Os carotendides agem in

vivo como desativadores do oxigénio singlete ou como sequestradores dos
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radicais peroxila, reduzindo a oxidacdo do DNA e lipidios, que estd associada a
doencas degenerativas, como cancer e doencas cardiacas (Burri, 1997).

A acdo sequestrante de radicais € proporcional ao numero de ligacdes
duplas conjugadas, presentes nas moléculas dos carotenodides. O mecanismo pelo
qual os carotendides protegem os sistemas biolégicos dos radicais depende da
transferéncia de energia do oxigénio excitado para a molécula do carotendide, em
que a energia é dissipada por meio de rotacbes e vibracbes da molécula do

carotenoide no meio solvente (Sies e Stahl, 1995).

3.2 Residuos agroindustriais como substrato para producdo de carotendides

O Brasil vem passando por transformacdes significativas que se
aumentaram no final do século passado. Cada vez mais existe a necessidade de
utilizar matérias primas renovaveis, bem como destinar um uso adequado para a
utilizacdo de residuos agroindustriais. Grandes quantidades destes recursos
renovaveis possuem matéria prima de baixo custo para o processo. Por sua vez,
para ndo entrarem em processo de decomposi¢do, precisam ter um destino
adequado, que ndo polua o meio ambiente e que esteja de acordo com a
legislacdo que regula o destino final desses residuos agroindustriais.

Dentre os estudos realizados no setor, Pedrozo e Francisco (2004)
destacam que a avicultura, atualmente, € um setor da economia brasileira de
suma importancia por gerar um expressivo numero de empregos. Os autores
mencionam que apenas no Estado do Rio Grande do Sul o setor € responsavel

por 820 mil empregos diretos e indiretos, contando com oito mil produtores
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integrados, que se classificam em mini e pequenos produtores, com uma média de

10 ha por propriedade.

3.2.1 Residuos da industria avicola

Dentre os diferentes residuos solidos gerados diariamente na industria
avicola destacam-se as penas, que representam 5 a 7% do peso corpéreo do
animal conforme mostrado na Tabela 2. O volume de producédo de penas de
frangos no mundo atinge milhdes de toneladas por ano (Williams et al., 1991). O
acumulo destes residuos agroindustriais gera implicacdes ambientais, devido a
contaminagdo de solos ou nascentes de rios. Alguns trabalhos tém relatado a
importancia da busca de processos alternativos para o tratamento dos residuos
gerados durante o processamento de frangos, em especial as penas (Onifade et

al., 1998; Bertsch e Coello, 2005).

Tabela 2: Quantidades de residuos sélidos gerados no processamento diario de

frangos no Brasil. Adaptado Padilha et al., 2006.

Tipo Quantidades (kg)

Penas 18.500
Visceras cruas 26.000
Cabecas 7.000
Pés 1.500
Peles 1.500
Gorduras 300

Ossos 6.000
Residuos de cama de aviario 1.000

Restos de carcacas (residuos) 18.200
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A utilizacdo do produto gerado a partir do tratamento enzimatico das penas
nao se resume apenas na producao de racdo animal, mas também possibilidades
de uso como fertilizantes, filmes biodegradaveis, peptideos e aminoécidos de
elevado valor agregado, entre outros (Brandelli et al., 2010).

Considerando o custo termo-energético do tratamento convencional dado
as penas de frango e a limitada melhora nutricional que este processo oferece, a
investigacdo de tecnologias alternativas que visem a bioconversdo desse
substrato queratinoso através de processos ndo poluentes torna-se justificavel
(Kim et al., 2001; Riffel et al., 2003). O constituinte principal das penas é a
queratina, uma proteina estrutural, que em virtude da sua estrutura e da grande
quantidade de aminoacidos sulfurados, é insolavel e de dificil digestdo por
humanos e animais.

Atualmente as enzimas proteoliticas tém despertado interesse dos
pesquisadores devido a sua poderosa acao sobre a queratina. As queratinases
desempenham um importante papel nos processos biotecnoldgicos envolvendo a
bioconverséo de residuos contendo queratina, entre eles os da industria de frango
e couro e no tratamento de efluentes. Varias espécies de microrganismos tém sido
citadas por produzirem enzimas queratinoliticas, entre elas estdo as bactérias do
género Bacillus (Williams et al., 1991), Streptomyces (Letourneau et al., 1998) e os

fungos Doratomyces microsporus e Aspergillus oryzae (Farag e Hassan, 2004).
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3.4 Género Chryseobacterium

O género Chryseobacterium possui 12 espécies e foi criado para acomodar
algumas espécies do género Flavobacterium. Este género de bactérias apresenta-
se na forma de bastonetes Gram-negativos, ndo moéveis, ndo formadoras de
esporos, colénias de forma circular, bordos inteiros, transllcidas, consisténcia
mucoide, superficie lisa e pigmentacao amarelada.

Normalmente as células possuem 0,5 um de largura e 1-3 um de
comprimento, sdo aerdbias e quimiorganotroficas. Todas as cepas crescem a
30°C, a maioria das cepas cresce a 37°C. O crescimento em meios sélidos é
normalmente pigmentado (amarela-laranja), positivo para catalase, oxidase, e
atividades de fosfatase. Varios carboidratos, incluindo glicerol e trealose, séo
oxidados (Vandamme et al., 1994).

A bactéria Chryseobacterium sp. linhagem kr6 utilizada neste estudo foi
isolada a partir de residuos produzidos pelo processamento comercial de frangos
(Riffel et al., 2003). De acordo com os testes realizados pelos autores e
caracterizada segundo o Manual de Bergey’'s de Bacteriologia Sistematica
(Holmes et al., 1984), o microrganismo foi classificado como sendo uma linhagem
de Flavobacterium sp., hoje pertencente ao género Chryseobacterium sp.

A linhagem gueratinolitica Chryseobacterium sp. kr6, possui grande atrativo
comercial, pois apresenta elevada producdo de queratinases extracelulares,
demonstrando potencial para bioconversdo de substratos constituidos por

queratina (Silveira et al., 2008).
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Resultados neste estudo mostram que a bactéria Chryseobacterium sp.
linhagem Kr6 € capaz de sintetizar carotendides quando submetida ao
crescimento em meio de cultivo contendo substratos agroindustriais como fonte de

carbono.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Penas de frango

As penas de frango utilizadas como componente de meio de cultura foram
cedidas pela empresa Avipal (RS, Brasil). As mesmas foram submetidas a
lavagem em &gua corrente para a retirada de impurezas como unhas, sangue e

resto de pele.

4.2 Farinha de pena

A farinha de pena utilizada como substrato para producdo de pigmentos de
carotendides como meio de cultura foi obtida a partir do processamento e coccéo
sob pressdo e moagem na empresa Santista (RS, Brasil) e fornecida em lote de

20 Kg ao Laboratério de Bioquimica e Microbiologia Aplicada do ICTA - UFGRS.

4.3 Microorganismos, meio de cultura e condi¢cdes

A bactéria Chryseobacterium sp. linhagem kr6 foi isolada a partir de
residuos produzidos pelo processamento de frangos (Riffel et al., 2003), a mesma
pertence a colecdo do Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Aplicada do
ICTA - UFGRS. A cultura bacteriana foi propagada e mantida em agar triptona de
soja (Accumedia, Baltimore, MD) em placas a 30°C e repicadas em intervalos
semanais. O meio base utilizado para o crescimento do microorganismo que

degrada pena foi caldo de meio minimo mineral com farinha de penas:
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NaCl (0,5 g/L), KH,PO,4 (0,4 g/L), CaCl, (0,015 g/L) e farinha de penas (5 g/L). O

pH foi ajustado para 8,0, 0 meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 min.

4.4 Padronizacgado do pré-inéculo para o cultivo submerso

O pré-in6culo para a producdo de carotendides foi preparado inoculando a
bactéria em placas de AFP por 24 horas a 37°C. Apés esse tempo, algumas
colénias foram suspensas em solucao salina estéril até atingirem uma leitura de
absorbéancia de 0,5 em espectrofotometro (600 nm). O meio de cultura foi
inoculado com 1 mL do pré-inéculo com absorbancia de 0,5 (600 nm) para cada

50 mL de meio de cultura.

4.5 Producao de carotendides

A producéo de carotendides foi conduzida em frasco Erlenmeyer de 250 mL
(50 mL volume de trabalho), incubadas em um agitador orbital a 30°C e 100 rpm.
Nos respectivos tempos 0, 24, 48 e 72 h, as amostras do cultivo foram
centrifugadas a 4°C e 10.000 x g por 20 min para obter a massa celular imida
contendo os carotendides. A biomassa umida foi recolhida e lavada por duas

vezes com agua destilada, em seguida utilizada para extragao.
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4.5.1 Determinacdo do numero de células viaveis de microrganismo nos
cultivos
Foi utilizado o método da diluicdo seriada para determinar o niamero de
unidades arbitrarias por mL (UFC/mL) nos tempos de cultivo 0, 24, 48 e 72h.
Aliquotas de 100 pL do cultivo foram coletadas e diluidas de 10° a 10 em tubo
estéril contendo 900 pL de solucdo salina 0,85%. Apdés homogeneizacdo em
vortex foram aplicadas trés aliquotas de 10 puL em placa de Petri estéril com Plate
Count Agar (PCA), as mesmas foram incubadas em estufa a 30°C por 24 horas.
Realizou-se a contagem na diluicdo com o numero de colbnias entre 15 a 100. O
namero de colbnias contadas foi multiplicado pela reciproca da diluicdo e o

resultado expresso como unidades formadoras de coldnias (UFC/mL).

4.5.2 Varredura espectrofotométrica

Visando determinar o comprimento de onda de maxima absorcao do extrato
rico em carotendides, realizou-se uma varredura na faixa de comprimento de onda
de 200 a 600 nm. O extrato utilizado para a varredura espectrofotomeétrica foi
obtido apos cultivo conforme descrito nos itens 4.5 e 4.6. O espectro eletrdnico foi
obtido no equipamento da marca Shimadzu-UV-mini 1240, com intervalos de 5

nm, tendo o solvente puro como branco.
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4.6 Extracdo de carotendides

As melhores condi¢cdes de extracdo dos carotendides foram investigadas
comparando-se o método de ultrassonicacdo e agitacdo orbital, em diferentes
intervalos de tempo (10, 20, 30, 60 e 90 min).

Para a extracdo pelo método de ultrassonicacdo, manteve-se uma poténcia
fixa de 500 W, relacdo de biomassa: solvente de 3:1, 28°C. Ap0s cada intervalo,
as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 5 min, coletando-se o
sobrenadante rico em extrato de carotendides.

Para a extracao utilizando agitacéo orbital na presenca de pérolas de vidro
(6 = 2 mm), manteve-se uma relagcdo de biomassa: solvente de 6:1, uma
velocidade de 100 rpm, em banho-maria a 28°C, em Erlenmeyer de 250 mL. Apés
cada intervalo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 5 min,
coletando-se o0 sobrenadante rico em extrato de carotenoides.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Foram considerados
diferentes aqueles resultados que apresentaram uma diferenca significativa em
um intervalo de confianca de 95%.

O rendimento de carotendides foi expresso conforme equacdo 1 (Zhenxin,
et al. (2008)):

Carotendides Totais (ug/g biomassa umida) = 1000ADV

0,16W
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Sendo:

A = valor da absorbéancia a 450 nm

D = fator de diluicao

V = volume do solvente

0,16 = coeficiente de extingao de carotendides

W = é a massa da amostra

4.7 Extragao por diferentes solventes orgéanicos

Cinco solventes foram avaliados quanto a sua capacidade de solubilizar
uma maior quantidade dos carotendides produzidos pela bactéria
Chryseobacterium sp. linhagem kr6. Os solventes foram: acetona, cloroférmio,
DMSO, éter de petréleo e hexano.

A extracdo dos carotendides ocorreu conforme descrito no item 4.6
utilizando o método de ultrassonicacao, realizando-se leitura espectrofotométrica

no comprimento de onda de maxima absorg¢ao.

4.8 Otimizacgao da extragdo dos carotendides

A otimizacdo das condicbes de extracdo foi realizada com o auxilio das
ferramentas estatisticas de planejamento fatorial e metodologia de superficie de
resposta. Foram estabelecidos dois fatores ou variaveis independentes (relacao
biomassa:solvente e tempo de extracdo) e uma resposta ou variavel dependente

(rendimento dos carotenoides). Os resultados obtidos foram analisados com o
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auxilio do programa estatistico Statistica 7.0 (Statsoft Inc., U.S.A.).

4. 9 Caracterizacdo parcial da mistura de carotendides

4.9.1 Analise por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)

A separacdo dos compostos constituintes da mistura de carotendides foi
realizada por cromatografia em camada delgada comparativa em silica gel. Numa
primeira etapa a amostra obtida por extracdo conforme descrito no item 4.6.1 foi
colocada em evaporador rotativo a 30°C para evaporacdo de todo o solvente. A
CCDC foi desenvolvida em escala analitica utilizando cuba de vidro e silica gel 60,
leito 0,20 mm com indicador de fluorescéncia UV 254 (Merck - ALUGRAM @ SIL
G/UV 254) como fase estacionaria. Na placa de silica gel (4 cm x 10 cm), a
amostra foi aplicada aproximadamente 1 cm da base inferior da placa, com ajuda
de um capilar. Apés a aplicacdo da amostra sobre a placa, a mesma foi colocada
10 min no escuro e em seguida introduzida na cuba contendo como eluentes
hexano-acetato de etila (4:1) e cloroférmio-metanol (4,5:0,5) dos respectivos
solventes organicos. A placa foi colocada na cuba até que o solvente, por
capilaridade, atingisse aproximadamente 0,5 cm da extremidade superior. Apos
desenvolvimento, calculou-se os valores de R;, para em seguida submeter a placa
a vapores de H,SO, concentrado em um cuba de saturacao, visando detectar a

presenca de carotendides.
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4.10 Capacidade antioxidante da mistura de carotenodides

Devido a enorme preocupagdo com a acdo dos antioxidantes e a sua
relacdo com os radicais livres se tornou essencial a busca de novas fontes de
antioxidantes. A capacidade antioxidante da mistura de carotendides produzidos
pela bactéria Chryseobacterium sp. linhagem Kr6 foi avaliada e medida por dois

métodos.

4.10.1 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

A reacdo ao acido tiobarbiturico foi realizada de acordo com a metodologia
de Ohkawa et al. (1979). Tubos de ensaio contendo &agua Milli-Q, azeite
extravirgem de oliva foram submetidas & oxidagdo com 100 mM de sulfato ferroso
e incubadas em banho-maria a 80°C, por 10 min. Posteriormente, foi adicionado a
amostra composta pelo pigmento de carotendides, 81 mg mL™ lauril sulfato de
sédio (SDS), tampéo de &cido acético pH 3,44 e 6 mg mL™ de &cido tiobarbittrico
(TBA). A mistura de reacgdo foi ainda incubada em banho-maria a 100°C por 1
hora. Para comparacdes foram realizados trés controles, controle padrdo sem
amostra, controle padrdo s6 com o solvente puro e o branco. A absorbancia da
mistura foi determinada pela medida em espectrofotbmetro a 532 nm.

A concentragdo de TBARS foi calculada utilizando uma curva padréo
desenvolvida com concentracdes conhecidas de 1,1,3,3- tetrametoxipropano e 0s
resultados foram expressos em nmol de malonaldeido (MDA)/mL de amostra. O

padrao foi de 0,03 mmol/L MDA, SDS 8,1%, tampéao de acido acético pH 3,44 e
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0,6% TBA em &gua destilada e incubada em banho-maria a 100 ° C por 1 hora. O

experimento foi realizado em triplicata.

4.10.2 Capacidade antioxidante pela captura do radical DPPH*® (2,2-difenil-1-
picrylhydrazyl)

O método do radical DPPH* utilizado foi descrito por Brand-Williams et al.
(1995) com algumas modificacdes, baseada na captura do radical DPPH® (2,2-
difenil-1-picrylhydrazyl) para os antioxidantes, produzindo uma diminuigdo na
absorbéancia a 515 nm. Foi usada uma concentracdo de 60 mol/L do radical
DPPH?®, dissolvido em éalcool metilico. A solugéo foi homogeneizada e transferida
para um frasco de vidro escuro. A solucao preparada foi utilizada apenas no dia da
analise. No escuro, aliquotas de 0,1 mL de amostra do extrato de carotendides
foram transferidas para tubos de ensaio com 3,9 mL de radical DPPH*® (60 mol/L
de solucdo de DPPH?®) e homogeneizado por agitacdo. Como branco foi utilizado
alcool metilico. A concentracdo do radical DPPH® foi determinada com curva
padrdo do radical DPPH® no intervalo de 0-60 mol L™ e os resultados foram
expressos uM de DPPH/mL de amostra que é a concentracdo de antioxidantes
minima necessaria para reduzir 50% do radical DPPH? inicial da reacédo a partir do
momento do extrato atingido a estabilidade. O experimento foi realizado em

triplicata.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producdo de carotendides

Muitos estudos estdo sendo direcionados a encontrar alternativas que
possam induzir a sintese de carotendides e aumentar a eficiéncia destes sistemas
biolégicos de forma que eles possam ser utilizados comercialmente (Ausich, 1997;
Bhosale, 2004).

Neste estudo, observou-se que a bactéria Chryseobacterium sp. linhagem
kré foi capaz de se desenvolver, bem como sintetizar carotenéides em meio de
cultivo contendo farinha de pena como Unica fonte de carbono.

A producéo de carotendides totais, acompanhada durante os intervalos de
0, 24, 48 e 72 h de cultivo submerso, apresentou associagdo ao crescimento
celular. A maxima concentracdo de pigmentos carotendides ocorreu no momento
em que o crescimento celular se encontrava na fase estacionéria, observando-se
a seguir um declinio na producdo desses carotenoides. A Tabela 3 ilustra o
acompanhamento do crescimento celular, bem como da producéo de carotendides

ao longo do tempo.
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Tabela 3. Producao de carotendides no periodo de 0, 24, 48 e 72h.

indice Tempo 0 24 48 72
Absorbéancia 450 nm 0,105 1,172 1,722 1,284
UFC/mL 3,0x10° 3,7x10°  8,7x10° 1,4x10°

Rendimento de carotendides (ug/g) 19.687 43.950 64.575 48.150

O melhor rendimento foi observado em 48h de cultivo e o nivel de significancia
(p<0,05) do teste de Tukey foi nos periodos anteriores e posterior do cultivo.

O periodo em que se observou maior producdo de carotendides foi apés 48
h de cultivo, obtendo-se um rendimento de carotendides de 64.575 ug/g. Tal
rendimento diferiu significativamente (p<0,05) do rendimento obtido nos periodos
anterior e posterior do cultivo.

Tinoi et al., (2005) também verificaram que a producao de carotendides por
Rhodotorula glutinis em meio contendo residuos agroindustriais (bagaco de cana)
foi paralela ao crescimento celular, porém a producdo maxima de células (10,3
g/L) e a concentracdo maxima de pigmentos de carotendides (3,5 mg/L) ocorreram
simultaneamente.

O rendimento de carotendides totais foi expresso conforme equacao
descrita no item 4.6 (Zhenxin, et al. 2008). Utilizou-se biomassa Umida para
estimar a concentracdo de carotendides total, devido a presenca de residuos de
gueratina associados na biomassa produzida. A queratina que néo foi totalmente
degrada pela bactéria forma um biofilme com a biomassa produzida quando seca
a vacuo a baixa temperatura, tornando assim a separagdo dos carotendides

invidvel por sua complexidade.
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A biomassa rica em carotenoides produzida pela bactéria Chryseobacterium
sp. kr6 foi solubilizada em volume reduzido de acetona e submetida a varredura
espectrofotométrica na faixa de 200 a 600 nm. O espectro eletrbnico obtido esté
ilustrado na (Figura 2).

Observa-se um pico maximo na regido de 200 nm caracteristico de grupo
aromatico. Outro pico de absorcao ocorre por volta do comprimento onda de 450
nm, sendo este comprimento tipico dos pigmentos carotendides. Este
comprimento é caracteristico do beta-caroteno, fucoxantina e zeaxantina extraido
em hexano ou cloroférmio (Omoni e Aluko, 2005).

Os espectros de absorcdo dos carotendides tém um perfil caracteristico
entre 400 e 500 nm, com Amax por volta de 450 nm e normalmente duas bandas
menos intensas de cada lado. A posicao exata dos maximos de absor¢éo varia de
carotendide para carotendide e é suficientemente diferente para a identificacdo de
cada carotendide (Zeraik e Yariwake, 2008). Neste estudo verificou-se maior

absorbancia no cultivo de 48 h, com comprimento de onda 450 nm.
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FIGURA 2: Espectro eletronico do extrato de carotendides, em acetona, no

intervalo de 200 a 600 nm.

Alguns parametros fisico-quimicos, tais como o efeito da luz, temperatura,
pH e oxidacdo, devem ser levados em consideracdo na bioproducdo para néao
ocorrer degradacdo dos carotendides. Neste estudo a temperatura foi fixada em
30°C, pois nos ensaios conduzidos nesta condi¢cdo ocorreu grande producdo de
carotendides totais e o0 processo seria prejudicado em relacdo aos custos de
producdo se a temperatura tivesse que ser menor que a temperatura ambiente.
Aksu e Eren (2005) observaram que temperaturas superiores a 30°C resultavam
na diminuicdo da producéo de carotendides e no crescimento celular.

Conforme citado por Uenojo et al. (2007), o beta-caroteno sofre rapida
degradacéo sob efeito da luz, portanto experimentos conduzidos em temperatura

ambiente e na auséncia da luz, a velocidade de degradacao dos carotenoides
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torna-se muito mais lenta. Porém na medida em que ha aumento na temperatura,
h& também um aumento na velocidade de degradacéo.

Assim como a temperatura, o pH é um parametro a ser observado para a
producéo de carotendides, visto que ocorre um aumento do pH do meio de cultivo
qguando se utiliza farinha de pena para crescimento da linhagem kr6 (Riffel et AL.
2003). Neste estudo o pH se manteve aproximadamente constante e igual a 8,0 a
8,5. Possivelmente, isto esteja relacionado a protedlise efetuada pelo
microrganismo, fenbmeno natural que ocorre quando a linhagem né&o utiliza outra
fonte de carbono. Como consequéncia da degradacdo de aminoacidos, ha
formacao de amoénia e esta pode ser responsavel pela elevacdo no pH (Valduga,

2005).

5.2 Extracdo dos pigmentos de carotendides

5.2.1 Extrac&o dos pigmentos de carotendides por métodos fisicos

A producéo industrial de carotendides naturais através do cultivo microbiano
ja esta estabelecida e em expansao. O processo de extracdo é altamente limitado
pelo custo elevado de producéo, devido este fato a recuperacao eficiente para
liberagdo de carotendides intracelulares tem atraido consideravel atencdo nos
altimos tempos (Park et al., 2007).

O rompimento das células microbianas € feito através de técnicas

mecanicas, como alta pressao, homogeneizacdo e moagem com esferas. Os
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métodos de rompimento celular podem ser classificados como: mecénicos
(choque osmotico, congelamento e descongelamento, secagem), quimicos
(alcalis, solventes, detergentes e acidos) e enziméticos (lise enzimatica ou inibicdo
da sintese da parede celular) (Schutte e Kula, 1990).

Para se definir o processo de rompimento a ser empregado, alguns fatores
sao levados em consideragao, como: rendimento, especificidade, necessidade de
controle de temperatura, custo de operacao unitaria e capital investido (Schutte e
Kula, 1990; Wheelwright, 1991).

Neste estudo dois métodos de extracdo de carotendides produzidos pela
bactéria Chryseobacterium sp. linhagem kré foram comparados, método de
ultrassonicacéo e agitacao orbital, em diferentes intervalos de tempo (10, 20, 30,
60 e 90 min). Verificou-se que o método de ultrassonicacdo é mais eficaz para
extracao dos carotendides. O rendimento de carotendides pela ultrassonicacao foi
95.175 ug/ g, enquanto o rendimento de carotendides pelo método de agitacédo
mecanica com microesferas foi de 75.037 pg/g, ambos os métodos o maior
rendimento foi verificado em 30 min de extracdo (Figura 4).

Comportamento semelhante ao obtido no presente estudo foi verificado por
Zhenxin et al. (2008) onde a concentracdo de carotendides totais por Rhodobacter
sphaeroides usando também o método ultrassonicacdo para extracdo foi 46.50
Hg/g.

Varios estudos tém sido reportados sobre a eficiéncia da ultrassonicacgéao.
Esta oferece uma série de vantagens que fazem dela o método ideal para analisar

um grande numero de amostras. Isto inclui alta eficiéncia de extragcéo, baixo custo
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do equipamento e facil operacdo, pouco ou nenhum preparo da amostra, baixa
temperatura de extracdo e capacidade de processar varias amostras
simultaneamente (Banjoo e Nelson, 2005).

Sabe-se também do potencial da ultrassonicacdo para aplicacéo industrial,
na industria fito-farmacéuticos para extracdo de grande variedade de extratos de
ervas (Vilkhu et al., 2007). A ultrassonicacdo permitir a utilizacdo de solventes
alternativos que podem ser mais atraentes economicamente, ambientalmente e
agrega beneficios de seguranca a saude.

Balachandran et al. (2006) foram capazes de demonstrar que a eficacia da
ultrassonicacédo é adquirida pelo aumento da transferéncia de massa superficial e
que a eficacia declinou acentuadamente apoés o soluto ser totalmente removido. O
que foi verificado também neste estudo apdés 30 min de extracdo, conforme a
Figura 3. No entanto, através da reducao do tamanho das particulas do substrato
(células microbianas) para liberagcdo de carotenodides importantes ganhos de

eficiéncia de extracéo e reducao de tempo de extracéo foi alcancado.
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Figura 3: Rendimento da extracdo de pigmentos de carotendides utilizando

diferentes técnicas de extracdo. Ultrassonicacdo (o) e Agitacdo Orbital com

microesferas (m).

O baixo rendimento de carotendides utilizando agitacdo mecéanica com
microesferas pode ser devido a ineficiéncia do rompimento da parede celular
microbiana, impedindo solubilizacdo dos extratos de carotenoides no solvente. Ha
diferentes estruturas de paredes celulares, as células animais, por exemplo,
possuem membranas frageis e faceis de serem rompidas, enquanto que as
bactérias, leveduras e outras formas de fungos possuem paredes rigidas e que
exigem elevadas tensGes de cisalhamento para serem rompidas (Wheelwright,

1991).
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5.2.2 Extragéao utilizando diferentes solventes

A escolha dos melhores solventes para extracdo de carotendides depende
da amostra analisada, do seu processamento e da decomposicdo de
carotendides. Solventes organicos misciveis com &gua, como acetona,
normalmente sdo empregados na extracdo de amostras frescas, enquanto que
amostras secas ou liofilizadas podem ser extraidas com solventes imisciveis com
agua, acetato de etila ou éter etilico (Mercadante et al., 1999).

Durante a extracdo e andlise dos carotendides os artefatos mais
comumente encontrados sdo os isbmeros geomeétricos formados em solugdo por
estereoisomerizacdo, a qual é promovida pela exposicdo ao calor, luz, acidos
entre outros, sendo que os carotendides mais susceptiveis a este processo sao 0s
de cadeia alifatica. A extracdo cuidadosa e rapida, na auséncia de luz, e a baixa
temperatura podem prevenir isomerizacdes indesejadas (Scheidt & Liaaen-
Jensen, 1995).

Este trabalho investigou a extracdo quimica de carotendides produzido pela
bactéria Chryseobacterium sp. linhagem Kr6. Numa primeira etapa foram
realizadas analises preliminares de cinco solventes: acetona, cloroférmio, DMSO,
éter de petroleo e hexano, conforme a Figura 4. Os carotenoides se acumulam em
lipideos e podem, portanto serem extraidos com uma variedade de solventes
organicos tais como acetona, éter de petréleo, hexano, DMSO, metanol, éter
etilico, cloroférmio (Park et al., 2007). Alguns desses solventes foram testados
visando verificar a capacidade destes em isolar carotendides de células

microbiana em uma série de investigacdes anteriores (Mendes-Pinto et al., 2001 e
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An & Choi, 2003).
A maioria dos estudos se concentra em recuperacdo de carotendides
utilizando um Unico solvente. Uma é&rea de estudo que tem recebido pouca

atencao de investigacdo é a extracdo de carotenoides por misturas de solventes.
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Figura 4: Resultados obtidos para extragdo quimica realizada com diferentes
solventes organicos e combinagdes destes. Coluna (o) primeira extragdo, coluna

(m) segunda extrag&o e coluna com linhas terceira extracao.
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A Figura 4 ilustra os resultados obtidos para acetona, hexano:acetona (1:1),
cloroférmio:acetona (1:1) e éter de petroleo:acetona (1:1) corresponderam-se da
mesma maneira, na segunda extracdo apresentou melhor rendimento dos
carotendides, sendo que a acetona prevaleceu com o maior rendimento 166.725
Hg/g. A mistura de solvente é plausivel, quando usadas juntas para romper as
células, podem demonstrar interagbes sinérgicas ou ndo, resultando em um
incremento no rendimento de carotendides (Park et al., 2007).

Com base nos resultados da andlise preliminar, o solvente DMSO
apresentou uma caracteristica distinta dos demais solventes, o DMSO apresentou
rendimento de 275.175 ug/g, na primeira etapa de extracdo. Tal fato pode ser
atribuido & solubilidade dos carotendides no solvente ou pela eficacia no
rompimento da parede celular microbiana na primeira etapa de extracdo. A
acetona e o DMSO, por apresentarem melhor rendimento nesta etapa preliminar
foram ent&o selecionados para avalia¢des futuras.

Visando investigar a influéncia de combinacéo de fatores (tipo de solvente,
volume de extracdo, numero de extracbes e tempo de extracdo) sobre o
rendimento da extracdo, realizou experimentos com 0s solventes acetona e
DMSO. Com base no teste de Tukey os melhores resultados para a extracao dos
carotenodides foram obtidas nos ensaios 7 e 3, com rendimento 137.287 ug/g e
125.362 ug/g, respectivamente. Tais valores nao diferem significativamente entre
si (p<0,05) conforme Tabela 4. Utilizou-se acetona em ambos 0s experimentos,
bem como o mesmo volume de extracao (6 mL). Todavia, no experimento 3, foram

realizadas trés extracfes de 20 min, enquanto que no experimento 7 foram 6



35

extragbes de 10 min.
A condicdo de extracdo que apresentou menor valor para contetddo de
carotendides foi a realizada conforme ensaio 1, com rendimento 15.843 ug/g,

sendo que este resultado difere significativamente dos demais (p<0,05).

Tabela 4: Resultado da extracdo de carotendides com o0s solventes acetona e

DMSO.

Ensaios  Solvente Volume Extragbes Tempo Absorbancia Rendimento

(mL) (min) (450 nm) (ug/g)
1 Acetona 3 3 10 0,422 15.843%
2 DMSO 3 3 20 1,532 57.450°
3 Acetona 6 3 20 1,672 125.362°
4 DMSO 6 3 10 1,206 90.450"
5 Acetona 3 6 20 1,880 70.500"
6 DMSO 3 6 10 1,627 49.706"
7 Acetona 6 6 10 1,831 137.287°
8 DMSO 6 6 20 1,394 104.550°

* medida seguida por letras diferentes difere significativamente dos demais

(p<0,05).

A partir da avaliagdo estatistica realizada com o auxilio do teste de Tukey &
possivel estabelecer as melhores condicdes para extracdo dos carotenoides

presentes na biomassa Umida de Chryseobacterium sp. linhagem kr6.
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5.2.3 Otimizacao da extragcao utilizando planejamento experimental

Estabelecidas as melhores condi¢cdes para a producdo dos carotendides,
método fisico, bem como o melhor solvente, partiu-se para a etapa de otimizacéo
da extracdo dos carotendides. A otimizacdo foi realizada com o auxilio das
ferramentas estatisticas de planejamento experimental e superficie de resposta. A
Tabela 5 apresenta as condi¢cdes experimentais de cada ensaio e 0s resultados
obtidos para o rendimento da extracdo em cada um deles.

E possivel estimar sobre o efeito da extracdo (volume do solvente e tempo
de extracdo) frente ao rendimento dos carotenoides no desempenho do processo,
variando ambos de um nivel inferior (-1) para outro superior (+1) dos fatores
correspondentes. Ambos o0s valores obtidos t e p do teste estatistico foram
utilizados para confirmar a significancia dos valores estudados.

O maior rendimento da extracdo dos carotendides foi verificado no
experimento 6 (180.000 ug/g), que foi realizado com um volume de 9,0 mL e 30
min de extracdo (Tabela 3). O menor rendimento da extragcdo dos carotendides foi
verificado no ensaio 3 e 7 (22016,25 ug/ g, 22537,5 ug/g, respectivamente), porém
no ensaio 3 foi realizado com um volume de 3,8 mL e 50 min de extracdo e no

ensaio 7 foi realizado com um volume de 6,0 mL e O min de extracdo (Tabela 3).

Tabela 5: Niveis codificados e valores reais (entre parénteses) para planejamento



fatorial completo, bem como o rendimento da extracdo dos carotendides37

para cada ensaio.

Ensaio X1 X2 Rendimento (ug/qg)
1 -1 (3,8) -1 (9) 25911,25
2 +1 (8,0) -1 (9) 67100
3 -1 (3,8) 1 (50) 22016,25
4 +1 (8,0) +1 (50) 48700
5 -1,41 (3,00  0(50) 47025
6 +1,41 (9,00 0(30) 180000
7 0 (6,0) -1,41 (0) 22537,5
8 0(6,0) +1.41 (60) 36337,5
9 0 (6,0) 0 (30) 108525
10 0 (6,0) 0 (30) 111262,5
11 0 (6,0) 0 (30) 111712,5
12 0 (6,0) 0 (30) 105375

Xi: volume de extracdo (mL); X,: tempo de extracdo (min)

Os efeitos das variaveis

independentes sobre a

resposta estao

apresentados na Tabela 6. Como é possivel observar, o tempo de extracéo

apresentou um efeito negativo sobre o rendimento. A passagem do tempo de

extracdo de 9 para 50 minutos promoveu uma reducdo no rendimento de, em

meédia, 711 ug/g. Tal efeito pode ser atribuido em parte a degradacéo dos



carotendides ao longo do tempo. Ja o volume de extragdo proporcionou38
um efeito positivo sobre a resposta analisada. Ao passar o volume de extragédo de
3,8 mL para 8 mL obteve-se um aumento no rendimento de, em média, 64.032
ug/g. A interacdo entre as variaveis independentes ndo promoveu efeitos

significativos, dento do intervalo de confianga estabelecido.

Tabela 6: Efeitos e suas interacdes do volume e tempo de extragcdo sobre o

rendimento da extracdo dos carotendides.

Fator Efeito Erro Valor-t  Valor-p

(ug/g) padrao

Média 109.308 1462 74,76 <0,001%
Volume (L) 64.032  2.070 30,92 <0,001%
Volume (Q)  -11.020 2321  -4,74 0,017
Tempo (L) 711 2.070  -0,34 0,753

Tempo (Q)  -95.598  2.321  -41,18 <0,001%

1x2 -7.252 2.924 -2,48 0,089

a = fator significativo para p<0.05

Segundo Zhenxin, et al. (2008) se o tempo de duracdo € menor do que 40
min, a dissolucdo de carotendides nado ird atingir o equilibrio e parte dos

carotendides permanece intracelular e quando a duracéo é maior do que 40 min, a



producdo de carotendides diminui ligeiramente. Tal fato pode ser39
atribuido ao tempo exposicdo dos carotendides dissolvidos no solvente, luz e
microorganismos no ambiente, levado a um aumento de chances de oxidac&o ou

degradacéo dos carotendides dissolvidos (Gang & Zora, 2001).

Visando gerar a superficie de resposta que prediga o rendimento de
extragdo de carotendides, realizou-se uma analise de variancia (ANOVA),

apresentada na Tabela 7.

Tabela 7: Andlise da variancia (ANOVA) para o modelo de segunda ordem.

Fonte de Soma de Graus de Quadrado Fcalc

variagao guadrados liberdade médio

Regressédo 22.869 3 7.623 15,5
Residuo 3.941 8 492
F @ =4,07

Como se observa na Tabela 7, 0 Fip foi menor que o F¢g, dessa forma foi
possivel utilizar o modelo de segunda ordem para gerar a superficie de resposta
que prediz o rendimento da extracdo em funcdo das variaveis independentes
avaliadas. A Figura 5 ilustra a superficie de resposta construida para o rendimento

da extracdo dos carotenoides em fungéo do volume e do tempo de extragéo.
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Figura 5: Superficie de resposta para o rendimento de extracdo (ug/g) dos

pigmentos de carotendides em fun¢éo do volume e tempo de extracao.

A partir da Figura 5 observa-se que 0os maiores rendimentos de extracdo de

carotendides foram obtidos com maiores volumes de solvente e com periodos de

extracdo na faixa de 25 a 35 minutos de extracao.
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5.4 Caracterizagao parcial da mistura de carotendides

5.4.1 Andlise por CCDC

Conforme j& descrito os carotendides sdo pigmentos encontrados na
natureza sintetizados por plantas ou microrganismos que trazem beneficio a
saude. Sua estrutura quimica é composta por ligacbes duplas conjugadas, que
sdo responsaveis por sua cor e por algumas de suas funcdes bioldgicas (Moreira e
Shami, 2004).

Os carotendides podem ser classificados de duas maneiras. A primeira
considera a existéncia de duas grandes familias: Os carotenos (carotenoides
hidrocarbonetos) e as xantofilas (carotendides oxigenados) (Ribeiro e Nunes,
2008).

Devido a CCDC ser um método de facil execucdo, simples, versétil e de
baixo custo é considerada uma técnica padrdo para o acompanhamento de
reacdes organicas. O parametro mais importante a ser considerado em CCDC é o
fator de retencao (Ry), 0 qual € a razédo entre a distancia percorrida pela substancia
em questdo e a distancia percorrida pela fase movel. Os valores ideais para R;
estédo entre 0,4 e 0,6 (Degani et al. 1998).

Apos extracdo dos carotenoides conforme descrito no item 4.6.1, realizou-
se a CCDC usando como eluente hexano-acetato de etila (4:1) para a verificagao
da existéncia de constituintes menos polares na amostra, enquanto que 0 uso de

cloroférmio-metanol (4,5:0,5) foi para eluicdo dos constituintes mais polares.
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No primeiro cromatograma obtido observou-se que apenas uma pequena
parcela do material foi eluido, resultando em uma mancha uniforme, de formato
alongado, coloragao amarela, com R; de aproximadamente 0,2 e o cromatograma
nao apresentou mudancas de cor ao ser submetido aos vapores de H,SO4
concentrado. Pode-se sugerir que o composto de pigmentos de carotendides
apresenta uma maior quantidade de carotenéides mais polares.

Segundo Costa e Chaves (2004) este resultado permite deduzir que
carotendides menos polares, tipo beta-caroteno, devem estar presentes em
pequenas quantidades, uma vez que ndo se observou manchas com
caracteristicas deste tipo de substancias. Os carotenos, como o0 beta-caroteno,
sao hidrocarbonetos apolares, nos quais prevalecem interacdes do tipo forcas de
London (forcas de atracao entre dipolos temporarios). Tais compostos também
tém, pouca afinidade com a fase estacionaria e maior afinidade com a fase movel,
0 que néo ocorreu neste cromatograma (Ribeiro e Nunes 2008).

No segundo cromatograma mostrou que grande parte do material foi eluido,
originando manchas de formato alongado, coloragcdo amarelada, distribuidas por
toda a placa, ficando a zona de maior concentracdo com R; de aproximadamente
0,6.

O tratamento deste cromatograma da mistura de carotendides com vapores
de H,SO, concentrado resultou no desenvolvimento de uma coloragédo azul
esverdeada, caracteristica da presenca de carotendides (Shuhama et al., 2003).
Segundo Rodriguez —Amaya (2001), ocorre mudanca de cor do amarelo para azul

esverdeado quando compostos sao submetidos a vapores de acidos
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concentrados, significa que a mistura em andlise apresenta em sua estrutura
radial epoxido.

Pode-se sugerir que o extrato de carotendides apresenta uma maior
quantidade e carotendides mais polares e com radical epdxido. As xantofilas
apresentam grupos substituintes com oxigénio, como hidroxilas, grupos ceto e

epoxi (Rodrigues-Amaya, 2001; Fraser & Bramley, 2004).

5.5 Capacidade antioxidante da mistura de carotenoides

Varios métodos tém sido desenvolvidos para avaliar a atividade
antioxidante, incluindo a quantificagdo dos produtos formados durante a
peroxidacéo lipidica resultantes da reacdo com o Acido Tiobarbitirico (TBARS) e o
método de sequestro de radicais livres (DPPH®) (Sanchez-Moreno, 1998, Frankel
& Meyer 2000 e Aruoma, 2003). O primeiro esta fundamentado em medidas
espectrofotométricas da descoloracdo (oxidacdo) do TBARS induzida pelos
produtos de degradacao oxidativa do acido linoléico (Vogt, 1995 e Balir, 2001).

O meétodo de radicais livres esta baseado no descoramento de uma solucao
composta por radicais estaveis DPPH’ de cor violeta quando da adicdo de
substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio (Larson, 1997 e Finkel,
2000). Entretanto, o primeiro método determina a atividade de uma amostra ou
composto de proteger um substrato lipidico da oxidagcédo, enquanto que o método
de inibicdo de radicais DPPH" baseia-se na transferéncia de elétrons de um

composto antioxidante para um oxidante.
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Uma das técnicas mais utilizadas para se avaliar a oxidacao de lipideos é o
teste do malondialdeido (MDA). A sua condensacdo com o &cido tiobarbitarico
(TBA) forma produtos, que podem ser determinados por absorcdo no visivel (532
nm) ou por fluorescéncia (Aexc = 515 nm e Aem = 553 nm). Consiste na medida de
um cromogeno réseo formado pela reacdo do MDA com duas moléculas de &cido
tiobarbitarico, em meio &cido e alta temperatura (Lima e Abdalla, 2001).

O termo “antioxidante” sera utilizado para referir-se a ambas atividades: o
efeito anti-radical (atividade de sequestrar radicais livres) e a acdo antioxidante
(atividade de prevenir ou retardar a oxidagao lipidica).

Neste estudo foi utiizado como substrato o azeite de oliva
(monoinsaturados) e sulfato ferroso como uma pré-oxidante, uma vez que pode
dividir hidroperéxidos lipidicos. A oxidacdo do azeite foi inibida pela adicdo da
amostra de carotendides, pois, uma diminuicdo da absorbancia foi observada na
Figura 6 resultante da inibicdo da peroxidacéo lipidica (atividade antioxidante). O

nivel de significancia do teste de Tukey foi (p< 0,05) ou 95% de confianca.
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Figura 6: Atividade antioxidante do composto de pigmentos de carotendides pelo
método Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Letras iguais
significam que os tratamentos n&o diferem significativamente em um intervalo de

confianca de 95%.

Embora o método TBARS ser amplamente aceito, outros métodos para a
avaliacdo da atividade antioxidante, como método do radical DPPH’ pode ser
usado. O resultado de sequestro de radical livre pelo composto de pigmentos de
carotendides da amostra em estudo pelo método do DPPH esta mensurado na
Figura 7. O nivel de significancia do teste de Tukey foi (p<0,05) ou 95% de

confianca.
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Figura 7: Atividade antioxidante do composto de pigmentos de carotendides pelo
método do radical DPPH’. Letras iguais significam que os tratamentos nao diferem

significativamente em um intervalo de confianca de 95%.

Os resultados deste estudo sugerem que a mistura de carotendides
apresentaram atividade antioxidante em ambos os métodos. Os antioxidantes
podem ser definidos como qualquer substancia que, presente em baixas
concentracfes, quando comparada a um substrato oxidavel, retarda ou inibe a
oxidacao desse substrato de maneira eficaz (Sies e Stahl; 1995; Aust et. al., 2001;
Handelman; 2001). Porém, ndo existe um método universal para avaliar a
atividade antioxidante. Assim, € necessario utilizar diferentes métodos para avaliar

adequadamente a capacidade antioxidante (Huang, 2005).
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6 CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho permitem as seguintes conclusdes:

e A bactéria Chryseobacterium sp. linhagem Kr6 € capaz de sintetizar
carotendides quando submetida ao crescimento em meio de cultivo contendo

farinha de penas como fonte de carbono.

e Dois métodos fisicos de extracdo de carotendides produzidos pela bactéria
Chryseobacterium sp. linhagem kr6 foram comparados, método de
ultrassonicacéo e agitacdo orbital. Verificou-se que o método de ultrassonicacao é
mais eficaz para extracdo dos carotendides, com rendimento de 95.175 ug/q,
enquanto o rendimento de carotendides pelo método de agitacdo mecanica com

microesferas foi de 75.037 ug/g.

e A otimizacdo foi desenvolvida através de planejamento experimental fatorial
para extracdo de carotendides constituido de extracdes ultrassonica de 30 min
com solvente acetona e a relacdo massa/ volume de (1:9). O teor médio de

carotenoides obtido foi de 180.000 ug/g, com temperatura mantida a 30°C.
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e Os carotendides produzidos pela bactéria Chryseobacterium sp. linhagem kr6
apresentaram atividade antioxidante em ambos os métodos, quantificagdo dos
produtos formados durante a peroxidacdo lipidica resultante da reacdo com o
Acido Tiobarbittrico (TBARS) e 0 método de seqiiestro de radicais livres (DPPH?®),

com confianca de 95%.

e A caracterizagao parcial dos carotendides pela analise CCDC demonstrou que
podemos sugerir que sao carotenoides oxigenados do grupo das xantofilas, pois
na presenca de H,SO, concentrado ocorreu mudanga de coloragdo do amarelo
para azul esverdeado indicando a presenca do radical ep6xido, que devem ser

analisada e detalhada com novos experimentos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil tem um ecossistema diversificado e original que pode fornecer
diferentes substratos com potencial biotecnolégico para producéo de carotendides.
Praticamente todos os paises com grau de desenvolvimento estdo procurando
adaptar-se a essa realidade, buscando adequar o0s processos produtivos no
sentido de minimizar desperdicios, desenvolvendo tecnologias para
reaproveitamento de recursos que até entdo eram ignorados.

Neste trabalho buscou-se utilizar residuos de penas de frango para
producdo de carotendides por ser um residuo agroindustrial que ndo necessita de
um tratamento quimico para ser utilizado, facil acondicionamento e relacionando a
industria avicola, representativa no estado do Rio Grande do Sul.

Os ensaios fermentativos para a producdo de carotendides mostraram que
a bactéria Chryseobacterium sp. Linhagem Kr6 é capaz de sintetizar pigmentos de
carotendides quando submetida ao crescimento em meio de cultivo contendo
farinha de penas como fonte de carbono.

No presente estudo, um método simples foi desenvolvido e otimizado
através de planejamento experimental fatorial para extragcdo dos pigmentos de
carotendides constituido de extragbes ultrassbnica de 30 min com solvente
acetona e a relagcdo massa/volume de (1:9). O teor médio de carotendides obtido
foi de 180000 ug/g, com temperatura mantida a 30°C.

A caracterizagdo parcial dos carotendides pela analise CCDC demonstrou
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xantofilas,

pois na presenca de H,SO, concentrado ocorreu mudancga de coloragcdo do
amarelo para azul esverdeado indicando a presenca do radical epdxido, que
devem ser analisada e detalhada com novos experimentos.

A atividade antioxidante do extrato de carotendides avaliada neste estudo,
incluindo a quantificacdo dos produtos formados durante a peroxidacao lipidica
resultante da reacdo com o Acido Tiobarbitirico (TBARS) e o método de
sequestro de radicais livres (DPPH®), apresentaram atividade antioxidante em

ambos os métodos com confianca de 95%.
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7 PERSPECTIVAS

Este estudo demonstrou que a linhagem kr6 do microrganismo
Chryseobacterium sp. possui capacidade de produzir pigmentos de carotendides
utilizando aproveitamento de residuos agroindustriais, constituindo assim uma
possivel alternativa, de grande agregacédo de valor, para aplicagdo em processos
biotecnolégicos. Sendo o primeiro estudo desenvolvido no Laboratério de
Bioquimica e Microbiologia Aplicada do ICTA, deixando os seguintes assuntos que
devem ser analisados e detalhados com novos experimentos.

Dentre os assuntos que podem ser melhor explorados estao:

e Caracterizar os possiveis carotendides composto no pigmento
através de técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
de arranjo de diodos (CLAE - DAD), associado a técnicas de
espectroscopia de massas (MS) e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de préton (RMN).

e Determinar a capacidade antioxidante dos possiveis carotendides
encontrados.

e Determinar a atividades antiinflamatdria dos possiveis carotendides
encontrados.

e Determinar a toxicidade dos possiveis carotendides encontrados.
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9. APENDICE

APENDICE A: Composicdo centesimal do meio de cultura Agar Farinha de Pena
(AFP)

Agar Farinha de Pena (AFP)

Componentes gL?
NaCl 0,5
KoHPO,4 0,3
KH2PO, 0,4
Farinha de Pena 20,0
Agar 15,0
Agua destilada 1000mL

Obs: Autoclavar por 15 min/ 121 °C
Ajustar a pH desejado.



61

APENDICE B — Curvas padrdo para o célculo da concentracdo de TBARS e do
radical DPPH®,

Curva Padrdo TBARS
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Figura 1. Curva padrdo desenvolvida com concentracées conhecidas de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano.
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Figura 2:Curva padrdo do radical DPPH® desenvolvida no intervalo de 0-60 mol L™,



