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RESUMO

Os carotenoides pertencem a um grupo de corantes naturais amplamente distribuidos na
natureza e desempenham importantes funcbes bioldgicas em seres humanos. A producédo
microbiana destes corantes tem despertado a atencdo da industria devido a utilizacdo de
processos fermentativos, que podem ser controlados em ambientes fechados independente de
condicdes climaticas. Micrococcus luteus é uma actinobactéria que produz um carotenoide
amarelo denominado sarcinaxantina que possui maior quantidade de carbonos, duplas ligac6es
conjugadas e grupos hidroxilas, o que contribui para sua maior capacidade antioxidante. Sendo
assim, este estudo teve como objetivos: realizar a triagem de bactérias produtoras de corantes
naturais isoladas do Semiarido cedidas pelo Grupo de Diversidade e Biotecnologia de
Microrganismos (GDBM) do Laboratorio de Biologia Molecular da UEPB — Campus V; obter
0 extrato bruto de Micrococcus luteus e caracterizar os carotenoides por técnica cromatografica;
avaliar a atividade antioxidante e a eficacia fotoprotetora do extrato bruto in vitro de
Micrococcus luteus. Para atingir os objetivos, os isolados bacterianos pigmentados do Semiéarido
foram identificados por 16S rDNA e dois isolados de Micrococcus luteus (FT5.10 e FT9.12)
foram selecionados para extracdo em metanol e posterior caracterizacdo dos carotenoides por
método cromatogréafico e analise das suas atividades biolégicas. Os dois isolados foram
submetidos a provas bioquimicas sendo caracterizados como Gram-positivos, cocdides e
catalase positivos. Eles foram submetidos a fermentagéo submersa a 30°C, a 180 rpm por 72h e
apresentaram o maximo de producdo de pigmento durante a fase estacionaria. Para a
determinacdo da atividade antioxidante, os extratos metandlicos brutos de M.luteus foram
submetidos aos métodos DPPH e ABTS: 0 método DPPH exibiu 60,16(x1,14) % e 76,06(%2,2)
% de capacidade de sequestro de radicais livres para os extratos metanolicos dos isolados
FT5.10 e FT9.12 na concentragdo 1000 pg/mL, respectivamente. O método ABTS exibiu o valor
de 40,22(x2,272) % e 63,82(+4,233) % de capacidade de sequestro de radicais livres para 0s
extratos metanolicos dos isolados FT5.10 e FT9.12, respectivamente, na concentracdo de
1000pg/mL. O valor de Fator de Protecédo Solar (FPS) foi de 4,26(%0,83) e 3,59(%0,64) para 0s
extratos metandlicos dos isolados FT5.10 e FT9.12, respectivamente. Os resultados sugerem
que os extratos obtidos de M. luteus sdo uma fonte promissora de corantes naturais, exibem
potencial para atuaremcomo antioxidantes e que possuem potencial para atuar como compostos
bioativos em formulagdes fotoprotetoras.

Palavras-chave: Micrococcus luteus, sarcinaxantina, corantes naturais, processos
fermentativos, Caatinga.



ABSTRACT

Carotenoids belong to a group of natural dyes widely distributed in nature and carry out
important biological functions in humans. Microbial production of these dyes has aroused the
attention of the industry due to the use of fermentation processes, which can be controlled
indoors, regardless of climatic conditions. Micrococcus luteus is an actinobacteria which
produces a yellow carotenoid denominated sarcinaxanthin that has a higher amount of carbon,
conjugated double bonds and hydroxyl groups, which contribute to its greater antioxidant
capacity. Thus, this study aimed to: carry out the screening of bacteria producing natural dyes
isolated Semi-Arid provided by the Group Diversity and Biotechnology of Microorganisms
(GDBM) of Molecular Biology Laboratory UEPB - Campus V; obtain the crude extract of
Micrococcus luteus and characterize the carotenoid by chromatographic technique; evaluate
the antioxidant activity and photoprotective eficiency of the crude extract in vitro by
Micrococcus luteus.To achieve the objectives, the bacterial isolates pigmented Semiarid were
identified by 16S rDNA and two isolates of M. luteus (FT5.10 and FT9.12) were selected for
extraction in methanol and subsequent characterization of carotenoid by chromatographic
method and analysis of its biological activities. The two isolates were subjected to biochemical
tests being characterized as Gram-positive, coccoid and catalase positive. They were submitted
to a submerged fermentation at 30°C, 180 rpm for 72h and showed the maximum pigment
production during stationary phase. To determine the antioxidant activity of the crude
methanolic extracts of M. luteus they were submitted to the methods DPPH and ABTS: the
DPPH method exhibited 60.16 (x1.14) % and 76.06 (£2.2) % of free radical sequestration
capacity for the methanolic extracts of the isolates FT5.10 and FT9.12 at the concentration of
1000 pg / mL, respectively. The ABTS method showed the value of 40.22 (£ 2.272) % and
63.82 (+ 4.233) % of free radical sequestration capacity for the methanolic extracts of the
isolates FT5.10 and FT9.12, respectively, at the concentration of 1000ug / mL. The Sun
Protection Factor value (FPS) was 4.26 (x 0.83) and 3.59 (+ 0.64) for the methanolic extracts
of isolated FT5.10 and FT9.12 respectively. The results suggest that extracts obtained from M.
luteus are a promising source of natural dyes, exhibit the potential to act as antioxidants and
have the potential to act as bioactive compounds in photoprotective formulations.

Key-words: Micrococcus luteus, sarcinaxanthin, natural dyes, fermentation processes,
Caatinga
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1. INTRODUCAO

Até meados do século XIX, os corantes eram obtidos de fontes naturais, como extratos
de plantas, arvores, liquens ou de insetos. Em 1856, Henry Perkin sintetizou o primeiro corante,
a mauvepina. Desde entdo, um grande nimero de corantes € produzido e esses sdo utilizados
nas industrias alimenticias, téxteis, de papel, ceramica, farmacéuticas e cosméticas. Existem
aproximadamente 10.000 tipos de corantes (SAHOO; GUPTA; PAL, 2005).

Atualmente, as plantas sdo a principal fonte de corantes naturais, porém apresentam
algumas desvantagens como dependéncia de fatores climéaticos e amplo espaco fisico, variacdo
significativa da coloragdo de lote para lote (MAPARI et al., 2009) e quantidade disponivel na
natureza insuficiente para suprir as necessidades industriais atuais (ABEROUMAND, 2011).

Neste contexto, a producdo biotecnoldgica de corantes naturais tem atraido atencao por
serem obtidos rapidamente por processos fermentativos, por ndo estar sujeita a variabilidade
sazonal e geografica e por causa das vantagens econdmicas de processos microbianos utilizando
substratos naturais de baixo custo para a bioproducdo e também por apresentarem atividades
bioldgicas benéficas a saude, tais como o fortalecimento do sistema imunoldgico e a diminuicéo
do risco de doencas degenerativas (FRENGOVA; BESHKOVA, 2009).

Entre os microrganismos existentes as actinobactérias se destacam por serem grandes
produtoras de metabolitos secundarios possuindo diversas aplicacbes como farmacos, corantes
e fragrancias (GOODFELLOW,; FIEDLER, 2010). Os pigmentos como o0s carotenoides
apresentam cores que variam entre o amarelo e o vermelho e sdo abundantes em plantas e
microrganismos. Eles possuem atividades antioxidantes e podem prevenir cancer e reduzir o
risco de doenca cardiovascular e de Alzheimer (HEIDER; PETERS-WENDISCH;
WENDISCH, 2012).

Micrococcus luteus € uma bactéria Gram-positiva pertencente a ordem Actinomycetales
e produz um carotenoide amarelo, denominado sarcinaxantina que possui 50 carbonos (C50),
que apresenta maior quantidade de duplas ligacGes conjugadas e possui grupos hidroxilas, o que
contribui para sua maior capacidade antioxidante (NETZER et al., 2010; MANDELLI et al.,
2012). Essa bactéria é ubiqua na natureza e pode ser facilmente encontrada em ambientes
naturais, ela pertence a microbiota normal da pele e é capaz de suportar condi¢Oes de estresse
(UMADEVI; KRISHNAVENI, 2013).
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A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro e abrange uma éarea de
2
aproximadamente 800.000 km que representa quase 70% da regido nordeste. Apesar da area

que ocupa e do uso ndo sustentavel dos seus recursos terrestres, a Caatinga tem sido apontada
como um dos biomas brasileiros menos conhecidos e mais negligenciado (SANTOS;
ALMEIDA-CORTEZ; FERNANDES, 2011; APGAUA et al., 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

Os corantes artificiais sdo amplamente utilizados em vérias industrias devido a Varios
fatores como maior estabilidade, maior disponibilidade, maior gama de tonalidade e obtencdo
mais econdmica, entretanto, eles podem apresentar efeitos adversos como reacOes
imunoldgicas, reacdes alérgicas e carcinogenicidade (KANAREK, 2011; SHEN et al., 2014),
por isso 0s corantes naturais sdo cada vez mais utilizados como alternativas aos corantes
artificiais (SCOTTER, 2011) pois acredita-se que sejam mais seguros para a salde e sdo
biodegradaveis. Além disso, apresentam propriedades bioldgicas benéficas a saude (CRISTEA;
VILAREM, 2006).

Devido a tendéncia em se evitar o consumo de produtos que contenham corantes
artificiais, o mercado de corantes naturais tem se mostrado muito promissor. Os carotenoides
vém recebendo crescente atencdo e se estima um valor comercial agregado a estes de
aproximadamente 1,2 bilhGes de ddlares, com crescimento anual de 2,3% no mercado global
(HEIDER et al., 2014b).

Micrococcus luteus é um representante das actinobactérias e produz um pigmento
carotenoide denominado sarcinaxantina que possui caracteristicas estruturais diferenciadas
(NETZER et al., 2010). Existem poucos estudos sobre este carotenoide para utilizagdo como
corante natural e avaliagdo das suas propriedades bioldgicas.

A Caatinga é considerado um ambiente extremo pois apresenta caracteristicas hostis aos
seres humanos e a maioria dos microrganismos. Os microrganismos que se desenvolvem em
tais ambientes s&o denominados extremofilos (CANGANELLA; WIEGEL, 2011). Apesar da
importancia bioldgica desse ecossistema, sdo poucos os estudos focados em sua diversidade
microbiana (GORLACH-LIRA et al., 2007).

Diante do exposto, a proposta deste trabalho foi extrair e caracterizar carotenoides

produzidos por bactérias do solo do bioma Caatinga e avaliar suas atividades biolégicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produgdo de corantes naturais em bactérias

isoladas do Semiarido brasileiro.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar atriagem de bactérias produtoras de corantes naturais isoladas do Semiarido
e cedidas pelo GDBM do Laboratério de Biologia Molecular da UEPB — CampusV;

e Realizar a extracdo e caracterizacdo dos carotenoides de Micrococcus luteus por
técnica cromatogréfica;

e Avaliar a atividade antioxidante do extrato bruto in vitro de Micrococcus luteus;

e Analisar a eficacia fotoprotetora do extrato bruto in vitro de Micrococcusluteus.
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4. REVISAOBIBLIOGRAFICA

4.1 Bioma Caatinga
A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro e ocupa uma area de 840.000 km?,
0 que equivale a aproximadamente 10% do territorio nacional. Abrange os estados de Alagoas,
Bahia, Ceara, Maranh&o, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e o norte
de Minas Gerais (Figura 1) (SANTOS; ALMEIDA-CORTEZ; FERNANDES, 2011).

Figura 1: Mapa da localizagdo do Bioma Caatinga.

& Bioma Caatinga
PR T

Y
o —
/ PK .

Fonte: Cerratinga

Disponivel em: < http://www.cerratinga.org.br/caatinga/> Acesso em ago. 2015.

Este bioma é 0 quarto maior ecossistema do Brasil. E um bioma heterogéneo constituido
predominantemente por uma floresta espinhosa (6-10 m de altura), pequenos arbustos e folhas
finas, geralmente dotada de espinhos, como cactos e bromélias e que sdo em sua maioria
formados de folhas deciduas (Figura 2). O termo "Caatinga”, significa "mata branca" na lingua
Tupi. Esta denominagéo se refere ao aspecto da vegetacdo durante a estagdo seca quando a
maioria das arvores perde suas folhas e hastes esbranquicadas dominam a paisagem
(SANTOS; ALMEIDA-CORTEZ; FERNANDES, 2011; MOURA et al.,2015).

O bioma Caatinga mostra, como principais caracteristicas, baixas taxas de precipitacdo
anual (abaixo de 800 mm), altas temperaturas diurnas, baixos niveis de humidade e elevada taxa
de incidéncia de radiacédo solar. A temperatura ambiente varia entre 23°C e 27°C, enquanto o
solo pode alcancar temperaturas de cerca de 60°C (APGAUA et al., 2014; MENEZES et al.,
2015).


http://www.cerratinga.org.br/caatinga/
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Figura 2: Vegetacéo do Bioma Caatinga

Fonte: Moura et al. (2015).

O solo sob a vegetacdo da Caatinga € um habitat bastante peculiar, com caracteristicas
proprias cuja atividade bioldgica é extremamente rica e ainda pouco explorada. E um ambiente
hostil para o desenvolvimento da maioria dos microrganismos. Ambientes hostis ou extremos,
sdo reconhecidos como ricos habitats com espécies altamente adaptadas (SILVA; MARTINS;
MARTINS, 2015; DUARTE et al., 2012).

Os microrganismos que vivem sob condi¢des hostis sdo denominados extremofilos e
sintetizam compostos com promissor potencial biotecnoldgico. Ha grande interesse na
aplicacéo destes compostos na medicina, industria farmacéutica, de cosméticos e de alimentos
(MOROZKINA et al., 2010).

Os microrganismos do solo sdo fortemente influenciados por varios fatores fisicos e
quimicos, incluindo a disponibilidade de nutrientes, matéria organica, umidade do solo e
temperatura (BLOEM et al., 1992; WARDLE, 1998). Em ambientes &ridos ou semiaridos
todos esses fatores sao geralmente desfavoraveis para o crescimento microbiano no solo.

Os microrganismos que se desenvolvem no solo da Caatinga devem apresentar uma
resposta adaptativa que inclui, entre outras, a producdo de pigmentos carotenoides para
proteger o microrganismo de dano oxidativo. Entre os microrganismos, as actinobactérias
constituem um grupo representativo em termos de riqueza e diversidade e séo capazes de
crescerem em condicdes extremas (CANGANELLA; WIEGEL, 2011; MANDELLI et al.,
2012; SILVA; MARTINS; MARTINS, 2015).

Apesar de ser uma regido rica de diversidade de especies com um alto grau de
endemismo de plantas e animais, e de abrigar grande diversidade de microrganismos, ainda

ha poucos estudos ecoldgicos neste bioma e menos de 1% da Caatinga € protegido por areas
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de conservacdo (LEAL et al., 2005).

4.2 Actnobactérias

As actinobactérias sao bactérias Gram-positivas com elevada concentracdo de guanina
e citosina (G + C) no DNA, amplamente distribuidas na natureza, mas o seu habitat principal
é o solo. Estes microrganismos produzem compostos terpenoides responsaveis pelo odor
caracteristico do solo (VENTURA et al., 2007; SILVA et al., 2015).

O termo Actinobacteria é derivado do grego ““aktis” (traco) e “mykes” (fungo), e designa
um grupo de bactérias constituidas de micélios, com organizacdo filamentosa, muitas vezes
ramificada denominadas hifas, semelhantes as dos fungos, porém mais estreitas (OLIVEIRA
etal., 2014).

Este grupo de bactérias apresenta ampla diversidade morfolégica. Alguns
microrganismos apresentam forma de cocos (Micrococcus), coco-bacilo (Arthrobacter),
outros em formas de hifas curtas e rudimentares (Nocardia spp.) e micélio ramificado
(Streptomyces spp.) (VENTURA et al., 2007).

As actinobactérias desempenham um papel importante na industria farmacéutica e
médica pela sua capacidade de produzir metabdlitos secundarios com diversas estruturas
quimicas e atividades bioldgicas, dentre os quais se destacam o0s antibidticos. Também
produzem diferentes tipos de compostos com atividades antitumoral, anti-inflamatdria,
antibacteriana e antioxidante (JANARDHAN et al., 2014).

Além disso, as actinobactérias também séo importantes para a ecologia do solo, pois
participam dos processos de ciclagem de nutrientes, biorremediacdo e de compostagem,
processos decorrentes da degradacao enzimatica de substratos organicos complexos, toxicos

e de residuos de materiais utilizaveis na agricultura, respectivamente (SILVA et al., 2015).

4.3 Micrococcus luteus

Micrococcus luteus € um representante das Actnobactérias e pertence ao género
Micrococcus. E uma bactéria aerdbica, Gram-positiva, ndo formadora de esporos, nio
apresenta motilidade e tem a forma de cocos (MOHANA, THIPPESWAMY, ABHISHEK,
2013; BRASIL, 2012). Ela foi isolada por Alexander Fleming em 1929 e inicialmente foi
denomindada como Micrococcus lysodeikticus. Ela é capaz de sobreviver sob condi¢des de
estresse como extremos de temperatura e pouca quantidade de nutrientes (UMADEVI,
KRISHNAVENI, 2013).
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As bactérias do género Micrococcus sdo ubiquas na natureza e podem ser facilmente
encontradas em ambientes naturais. Elas pertencem a microflora normal da pele (WILLEY et
al., 2008), podem degradar hidrocarbonetos (ZHUANG, 2003), poluentes organicos toxicos e
podem tolerar a presenca de metais (SANDRIN; MAYER, 2003).

A bactéria M. luteus produz pigmentos carotenoides que apresentam caracteristicas
estruturais muito diferentes daquelas comumente encontrada em alimentos, tais como um
maior numero de atomos de carbono, de ligagdes duplas conjugadas e de grupos hidroxila, o
que confere uma maior atividade antioxidante (NETZER et al., 2010; ALBRECHT et al.,
2000; KLASSEN; FOGHT, 2011).

4.4 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos originados da via biossintética dos terpenoides, cuja
coloracdo varia do amarelo ao vermelho e sdo encontrados em plantas, animais e
microrganismos. Estes compostos tém atraido o interesse das inddstrias farmacéuticas,
cosmeética, de alimentos e racGes ndo so devido a sua coloracdo, mas também por serem
precursores da vitamina A, por suas atividades antioxidantes e possiveis atividades
anticancerigenas (KOPEC et al., 2012).

A ingestdo de carotenoides como a luteina e zeaxantina, por exemplo, parecem proteger
o olho contra degeneracdo macular; a ingestéo da betacriptoxantina, encontrada em altos niveis
em citros, pode estar inversamente associada com risco de cancer de pulmao (MANNISTO et
al., 2004) e o consumo de produtos ricos em licopeno tem sido associado a protecdo contra
certos tipos de cancer, principalmente o de prostata (GIOVANNUCCI et al., 1995).

Os carotenoides séo classificados em carotenos e xantofilas. Os carotenos séo
compostos somente por &tomos de carbono e hidrogénio, como o beta-caroteno e o licopeno.
As xantofilas, por sua vez, sdo derivados oxigenados dos carotenos como a zeaxantina, a
cantaxantina, a espiriloxantina, a torularodina e a violaxantina (RIVERA; CANELA-
GARAYOA, 2012; MATA-GOMEZ et al., 2014).

Os carotenos sao apolares e as xantofilas sdo mais polares, mas ainda insoltveis em
agua. Por isso, 0s carotenos sdo soluveis em solventes apolares como éter de petroleo, hexano,
tolueno, enquanto as xantofilas s&o melhor solubilizadas em solventes polares como o metanol
e etanol (RODRIGUES-AMAYA, 1999).

A grande maioria dos carotenoides possui 40 carbonos e séo encontrados nos alimentos

e uma pequena gquantidade de carotenoides possui 50 carbonos (C50) e sdo
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produzidos por um namero restrito de bactérias. Os carotenoides C50 sdo sintetizados por
bactérias da ordem Actinomycetales (NETZER et al., 2010) e por bactérias Gram-negativas
Pseudomonas (MIKI et al., 1994). Entre os carotenoides C50 conhecidos atualmente encontra-

se a sarcinaxantina (Figura 3) que é produzida por Micrococcus luteus (NETZER et al., 2010).

Figura 3: Estrutura quimica da sarcinaxantina.

HOHC

N CHs CHy O CHs

Fonte: NETZER et al. (2010).

Os carotenoides sintetizados por microrganismos tém a funcéo de proteger as células
contra as a¢des letais de radiacdo ionizante, radiacdo UV e de peroxido de hidrogénio. Ou seja,
eles podem desempenhar um papel tanto na estabilizacdo da membrana como também na
protecdo contra agentes oxidantes, e por isso estes compostos sdo essenciais para a
sobrevivéncia dos microrganismos principalmente quando se localizam em ambientes hostis.
Na tabela 1 pode-se observar tipos de carotenoides produzidos por microrganismos
(MANDELI et al., 2012).

A capacidade antioxidante dos carotenoides € atribuida a sua estrutura. Eles possuem
um sistema de duplas liga¢cdes conjugadas, e quando a energia de excitacdo é transferida para
o carotenoide, ela é dissipada na forma de calor e a molécula retorna para o estado fundamental
inicial. Assim, um ciclo catalitico é gerado, de modo que o carotenoide pode ser submetido a
outro ciclo de eliminacdo de oxigénio singlete (STAHL,; SIES, 2012). Os C50 apresentam
multiplas duplas ligacdes conjugadas e eles contém pelo menos um grupo hidroxila, essas
caracteristicas contribuem fortemente com suas propriedades antioxidantes (NETZER et al.,
2010).
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Tabela 1: Carotenoides presentes em bactérias.

Bactérias

Carotenoides

Streptomyces chrestomyceticus
Flavobacterium
Mycobacterium phlei
Deinococcus radiophilus
Mycobacterium smegmatis
Chlorobium
Brevibacterium KY-4313
Brevibacterium 103
Mycobacterium lacticola

Rhodococcus maris

licopeno e xantofila
zeaxantina
xantofilas
derivados de 4-ceto-Y'-caroteno
derivados de 4-ceto-Y'-caroteno
clorobacteno, (3-isorenierateno, isorenierateno
cantaxantina
astaxantina
astaxantina

cantaxantina

Mycobacterium brevicale 32-MCT cantaxantina

Pseudomonas extorquens rodoxantina

Chloroflexus [-caroteno, Y'-caroteno

Herpetosiphon mixobacteno

Synechococcus [-caroteno, equinenona, zeaxantina, caloxantina

Micrococcus sarcinaxantina

Bacillus [-caroteno, C50 carotenoides

Staphylococcus C30 carotenoides, B-caroteno,

Sarcina licopeno, zeaxantina, $-caroteno, C50 carotenoides

Enterococcus C30 carotenoides

Fonte: Adaptado de Johnson e Schroeder (1996).

4.4.1 Via biossintética dos carotenoides

Os terpenoides sdo formados a partir de unidades bésicas de 5 carbonos: isopentenil
difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilail difosfato (DMAPP) (KISER; GOLCZAK;
PALCZEWSKI, 2014). As unidades basicas precursoras dos terpenoides podem ser
produzidas por duas vias: A via do acido mevaldnico (MVA) e a via metileritritol fosfato
(MEP) (RODRIGUEZ-CONCEPCION; BORONAT, 2015).

Na via biossintética do MVA, o acetil-coenzima A (acetil-CoA) é convertido a IPP que

é posteriormente isomerizado a DMAPP. Na via biossintética do MEP, o IPP é
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sintetizado a partir do piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (HEIDER et al., 2014a; MARTIN et
al., 2003). A partir dos compostos IPP e DMAPP ocorre reagbes em cadeia de elongacgéo
produzindo os seguintes precursores de carotenoides: farnesil pirofosfato (FPP) com 15
carbonos e geranilgeranil pirofosfato (GGPP) com 20 carbonos (HEIDER et al., 2014a). Duas
moléculas C20 (GGPP) se unem para formar o fitoeno. O fitoeno é um tetraterpenoide C40
sem cor e sofre uma série de reacdes de desaturacdo e isomerizacdo que produz o all- trans-
licopeno, que ¢ o precurssor do B-caroteno (KISER; GOLCZAK; PALCZEWSKI, 2014).

As estruturas conhecidas dos carotenoides sdo variagdes das cadeias do licopeno, do y-
caroteno e do B-caroteno (Figura 4). A origem das diferentes estruturas ocorre devido as
modificacdes nestes esqueletos carbbnicos por reacBes de hidrogenacdo, desidrogenacao,
ciclizacdo, oxidacdo, isomerizacao, migracdo da dupla ligacdo, encurtamento ou extenséo da
cadeia, rearranjo, introducéo de funcdes oxigenadas e/ou a combinacéo destas, contanto que
0s grupos metilicos centrais sejam mantidos (Figura 5) (RODRIGUES-AMAYA, 1999). Os

carotenoides C50 tém como precursor o Licopeno (NETZER et al., 2010).

Figura 4: Estruturas quimicas do licopeno, do y-caroteno e do 3-caroteno.

Licopeno

y-caroteno

B-caroteno

Fonte: VALDUGA et al. (2009)
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Figura 5: Fluxograma dos estagios da biossintese de carotenoides.

Acido mevaldnico

l (Estagios iniciais)

Geranilgeranil pirofosfato

l (Formacdo do fitoeno)

Fitoeno

l (Desaturacio)

Licopeno

l (Ciclizacdo)

p-caroteno

l (Hidroxilacdo, etc.)

Xantofila

Fonte: VALDUGA et al. (2009).

4.5 Antioxidantes
4.5.1 Radicais livres e estresse oxidativo

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ions com elétrons desemparelhados que
sdo altamente instaveis e reativos. Eles sdo derivados do oxigénio e nitrogénio e originam
respectivamente espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

As especies reativas sdo produzidas pelos organismos vivos como resultado do
metabolismo celular normal e fatores ambientais como a polui¢do atmosféerica ou fumaca de
cigarro. Elas podem danificar estruturas das células tais como carboidratos, cidos nucleicos,
lipideos e proteinas e alterar as suas funcfes (BIRBEN et al., 2012).

Os EROs incluem radicais livres, tais como, o anion superoxido (O-¢), radical
hidroperoxila (HO2¢), radical hidroxila (HO¢) 6xido nitrico (NO) ¢ outras espécies como
perdxido de hidrogénio (H20-), oxigénio singlete (10-) e &cido hipocloroso (HOCI). Os ERNs
sdo derivados do 6xido nitrico através da reagdo com o anion superédxido (Oz-¢) para
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formar peroxinitrito (ONOO-) (SEIFRIED et al., 2007; LU et al., 2010; CAROCHO;
FERREIRA, 2013).

O estresse oxidativo € caracterizado pela inabilidade dos antioxidantes enddgenos de
neutralizar o dano oxidativo em alvos bioldgicos e estd associado com patologias severas como
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer. Também estd relacionado ao
envelhecimento (LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

Os carotenoides apresentam a capacidade de sequestrar espécies reativas de oxigénio
estabilizando o elétron desemparelhado do radical por ressonéncia, atuando dessa forma, como
um composto capaz de inibir a oxidacdo de biomoléculas e protegendo os sistemas bioldgicos
contra o dano oxidativo (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

4.5.2 Atividade antioxidante

O antioxidante é uma substancia capaz de prevenir ou retardar a oxidacdo de outras
moléculas (FLORA, 2009). Eles podem diminuir o dano oxidativo diretamente através da
reacao com radicais livres ou indiretamente através da inibicdo da atividade ou expressao de
enzimas geradoras de radicais livres ou intensificar a atividade ou a expressdo de enzimas
antioxidantes intracelulares. Enzimas antioxidantes intracelulares e ingestdo de antioxidantes
na dieta podem ajudar a manter uma adequada capacidade antioxidante no organismo (LU et
al., 2010).

Os antioxidantes naturais podem ser divididos em dois grupos: enzimaticos e nédo
enzimaticos. Os antioxidantes enzimaticos incluem as enzimas catalase, glutationa peroxidase
e superoxido dismutase. Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem a glutationa, tiois, algumas
vitaminas e metais, carotendides, isoflavonas, polifendis e flavonoides (SEIFRIED etal., 2007).

Os antioxidantes enzimaticos, por sua vez, sdo divididos em defesa enzimatica
priméria e secundaria. A defesa primaria é formada por trés importantes enzimas que evitam a
formacdo ou neutralizam os radicais livres: catalase, glutationa peroxidase e superoxido
dismutase (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

A enzima catalase promove a conversao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio
molecular (FLORA, 2009). A enzima glutationa peroxidase doa dois elétrons para reduzir 0s
peréxidos e a enzima superdxido dismutase converte anions superdxidos em perdxido de
hidrogénio como substrato para a catalase (CAROCHO; FERREIRA, 2013). As propriedades
antioxidantes destas trés enzimas permitem eliminar os perdxidos que sado substratos

potenciais para a rea¢do de Fenton (FLORA, 2009).
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A defesa enzimética secundaria inclui glutationa redutase e glicose 6-fosfato
desidrogenase. A enzima glutationa redutase reduz a glutationa (antioxidante) a partir da sua
forma oxidada para sua forma reduzida, reciclando-a, assim, para continuar a neutralizar mais
radicais livres. Ja a enzima glicose 6-fosfato desidrogenase regenera 0 NADPH (coenzima
usada em reagdes anabolicas). Estas duas enzimas ndo neutralizam radicais livres diretamente
mais tém papeis secundarios para 0s outros antioxidantes endogenos (CAROCHO;
FERREIRA, 2013).

4.5.3 Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante in vitro

Os métodos DPPH e ABTS possuem 0 mesmo mecanismo de acdo e se baseiam no
sequestro de radicais livres estdveis. O DPPHe ¢ o ABTS+" sdo radicais livres estaveis e
coloridos. O DPPH?e apresenta bandas de absor¢do a 517 nm enquanto o ABTS+"a 734 nm. O
decréscimo na intensidade da absorcdo na presenca do antioxidante é registrado ap6s um
periodo de incubagdo de 25 minutos para 0 método do DPPH+ e 6 minutos para o0 ABTS«"
(LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013).

O radical estavel DPPHe sofre reducao pelos antioxidantes com mudanga de coloracao
violeta para amarela, proporcional a concentracdao da substancia redutora da amostra (Figura
6) (BRAND-WILLIAMS et al.,1995). O radical estavel DPPHe esta disponivel
comercialmente enquanto o ABTSe+ deve ser gerado a partir da oxidagdo do ABTS por
oxidantes como persulfato de potassio (K2S20s), dioxido de maganés (MnO2) ou radicais
peroxil (Figura 7) (HENRIQUEZ; ALIAGA; LISSI, 2002).

Estes métodos fundamentam-se na transferéncia de um atomo de hidrogénio ou
transferéncia de um elétron seguido por uma transferéncia de préton do antioxidante para 0s
radicais livres (NIKI, 2010).

Figura 6: Forma radicalar (1) e ndo radicalar (2) do DPPH.
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Fonte: Alves et al.(2010).
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Figura 7: Estabilizacdo do radical ABTS-+ por um antioxidante e sua formacéo pelo
persulfato de potassio.
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Fonte: Rufino et al. (2007).

4.6 Protecéo solar

4.6.1 Radiagdo solar e ultravioleta

A luz solar é composta por espectro continuo de radiacdo eletromagnética e pode ser
dividida em trés diferentes grupos, de acordo com o intervalo de comprimento de onda (A):
radiacéo ultravioleta, (UV) que compreende os comprimentos de onda que se encontram entre
a faixa de 200 a 400 nm, radiacdo visivel, localizada entre a faixa de 400 a 780 nm e
infravermelho, no qual os comprimentos de onda se encontram acima de 780 nm. Os raios
solares sdo constituidos por 56% de infravermelho, 39% de luz visivel e 5% de radiagdo
ultravioleta (POLEFKA et al., 2012).

A radiacdo ultravioleta (RUV) pode ser subdividida em UVC (200-290 nm); UVB
(290-320 nm) e UVA (320-400 nm). A radiacdo UVA, por sua vez, é classificada em UVA1
(340-400 nm) e UVA2 (320-340 nm). A radiacdo UVC €, em grande parte, absorvida pela
camada de 0z0nio, entretanto, as radiacdes UVA e UVB atingem a superficie terrestre e podem
causar danos a pele. A radiacéo solar ultravioleta na superficie da terra € aproximadamente
90- 99% UVA e 1-10% UVB (BALOGH et al., 2011).

4.6.2 Efeitos da radiacdo ultravioleta

A Radiacdo UV tem um papel importante na saide humana, ela é vital para a
producdo de vitamina Ds, entretanto € um potente carcinogénico responsavel por grande
parte do cancer de pele na populagédo humana (BINIEK et al., 2012).

A radiacdo UVC é o tipo mais perigoso de radiagdo UV, entretanto ela ndo atinge a

terra com grande intensidade pois grande parte fica retida na camada de ozonio. As
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radiagcbes UVA e UVB, entretanto, podem causar danos aos seres vivos e seu principal alvo
€ 0 DNA e, por conseguinte, tem efeitos cumulativos. Cada uma dessas radiagcdes pode causar
danos de tipos distintos (HALIDAY; CADET, 2012).

A radiacdo UVA penetra nas camadas mais profundas da pele provocando
fotocarcinogénese e fotoenvelhecimento. A radiacdo UVB atinge as camadas mais
superficiais da pele (Figura 8), produzindo dano ao DNA e queimaduras ou eritemas
(OLIVEIRA et al., 2015).

Figura 8: Penetracédo dos raios UVA e UVB na pele humana.
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Fonte: Adaptado de Polefka et al. (2012).

4.6.3 Fotoprotecao

A fim de reduzir os efeitos danosos da radiacdo UV podem ser tomadas diferentes
acOes fotoprotetoras como evitar a exposic¢ao ao sol nos horarios de maior intensidade, vestindo
roupas de protecdo e utilizacdo topica de protetores solares (JARZYCKA et al.,2013).

Os protetores solares séo preparagcdes cosméticas que possuem formas de apresentagédo
diversas. Podem ser encontrados na forma de log¢Ges hidroalcodlicas, 6leos, géis oleosos,
emulsdes 0leo em agua (O/A), emulsdes agua em oOleo (A/O), bastdes e aerossois, entre outras
(BALOGH et al., 2011).

O principio ativo dos protetores solares, os filtros solares, ndo devem ser irritantes ou
sensibilizantes. Eles devem recobrir e proteger a superficie da pele, e ndo devem ser toxicos,
ja que sdo absorvidos tracos deste através da pele ou ingeridos apds a aplicacdo nos labios.

Finalmente, um bom protetor solar deve ser resistente a agua, insipido, inodoro e incolor, e
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deve ser compativel com formulagfes cosméticas. Os filtros solares séo classificados em
organicos e inorganicos (ARAUJO; SOUZA, 2008).

Os filtros solares inorganicos refletem a radiacdo incidente e absorve parte das
radiacdes que atinge a pele. Eles formam uma barreira opaca, formada pelo filme de particulas
sobre a pele. Dependendo do tamanho da particula, a protegdo pode ocorrer ndo apenas por
meio da reflexdo como também da absorcdo (BALOGH et al., 2011).

Os filtros organicos sdo compostos aromaticos conjugados com grupos carboxilicos.
Eles absorvem a radiacdo UV e a transforma em radiacGes energéticas incuas ao ser humano.
Este mecanismo torna os filtros organicos susceptiveis a fotodegradacdo e capazes de gerar
radicais livres. Uma estratégia para superar esse problema é a combinacéo de filtros organicos
com ingredientes bioativos que possuam propriedades fotoprotetora e antioxidante
(OLIVEIRA et al., 2015).

Além de proteger os filtros organicos da fotodegradacdo, a adicdo de ingredientes
bioativos reduz a quantidade de filtros quimicos utilizados na formulacdo de um protetor solar

aumentando a sua seguranca e diminuindo o impacto ambiental (VELASCO et al., 2008).

4.6.4 Fator de Protecéo Solar (FPS)

A eficécia dos fotoprotetores pode ser determinada por metodologias in vitro e in vivo.
Vérios parametros devem ser avaliados para determinar a eficacia de uma formulagdo
fotoprotetora. O valor do FPS esta relacionado a protecdo proporcionada frente a radiacdo
UVB (VELASCO et al., 2011).

O Fator de Protecao Solar (FPS) é definido como sendo a dose minima eritematosa na
pele protegida dividida pela dose minima eritematosa na pele ndo protegida. A Dose Minima
Eritematosa (DEM) consiste na dose minima de radiacdo ultravioleta requerida para produzir
a primeira reacdo eritematosa perceptivel com bordas claramente definidas, observadas entre
16 e 24 horas apés a exposicao a radiacdo ultravioleta (BRASIL, 2002). Para a determinacéo

de FPS utiliza-se a seguinte formula:

FPS = DEM na pele protegida
DEM na pele ndo protegida

A determinacdo do FPS in vitro pode ser realizada por meio da leitura

espectrofotométrica de suas solugdes diluidas e posterior tratamento matematico por meio da



32

determinagédo da transmitancia ou da absorbancia (também reconhecida como Método de
Mansur) (VELASCO et al., 2011).
Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi extrair e caracterizar carotenoides,
avaliar as atividades antioxidante e fotoprotetora de extratos brutos de Micrococcus luteus
isolados da regido do Bioma Caatinga no Nordeste brasileiro.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Triagem das bactérias produtoras de corantes naturais isoladas do Semiéarido

Foram cedidos 20 (vinte) isolados bacterianos (Tabela 2) apresentando coloracéo
amarela, laranja e vermelha em meio de cultura sélido (TSB agar) em placa de petri pelo GDBM
do laboratdrio de biologia molecular da UEPB — Campus V.

As bactérias receberam cddigos de acordo com a regido que foram coletadas: FT para as
bactérias que foram coletadas na Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Fazenda
Tamandua situada no municipio de Santa Terezinha - PB, na Mesoregido do Sertdo paraibano; e
SJC ou SIC para as bactérias que foram coletadas na Area de Protecdo Ambiental (APA) do
Cariri que abrange os municipios de Cabaceiras, Boa Vista e Sdo Jodo do Cariri — PB.

A triagem das bactérias foi realizada inicialmente de forma visual, nesta etapa dois
isolados amarelos, FT5.10 e FT9.12, foram selecionados para estudos posteriores devido a
caracteristica fenotipica que indica producdo de pigmento. O isolado FT9.12 apresentava um
amarelo mais intenso e o isolado FT5.10 um amarelo mais claro. Em seguida foi realizada a

identificagcdo molecular do gene 16S rDNA por PCR dos 20 isolados.

Tabela 2: Isolados bacterianos cedidos pelo GDBM do laboratério de biologia molecular da
UEPB — Campus V

Cadigos Cor Cddigos Cor
FT5.28 Amarela SJC6.11 Laranja
FT9.26 Amarela FT7.16 Amarela
FT9.16 Amarela FT5.12 Amarela
FT9.13 Amarela FT9.15 Amarela
FT9.7 Amarela FT9.9 Amarela
FT1.13 Amarela FT9.11 Amarela
SIC5.14 Vermelha FT9.8 Amarela
FT9.12 Amarela FT7.22 Amarela
FT9.14 Amarela FT1.18 Amarela
FT5.10 Amarela FT1.20 Amarela

5.1.1 Identificacdo molecular
5.1.1.1 Extracdo de DNA cromossomal (genémico)

Para a extracdo de DNA cromossomal (gendmico), as células de bactérias foram
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cultivadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura LB a 37°C por 48 horas e
utilizadas para extracdo de DNA total segundo metodologia descrita por Sambrook, Fritsch e
Maniatis (1989).

5.1.1.2 Amplificacdo do gene 16S rDNA porPCR

O gene do DNA ribossomal 16S (16S rDNA) foi amplificado por PCR utilizando os
seguintes oligonucleotideos iniciadores: fD1 (5"-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e rD1
(5’ AAGGAGGTGATCCAGCC-3") (WEISBURG et al.,1991).

A amplificacdo das amostras foi efetuada em volume final de 25 pL contendo tampé&o
10X, dNTPs (10mM.), MgCl2(50mM.) e Taq polimerase (2,5 U/pL), iniciadores (50pmol/cada)
e 1 uL da amostra de DNA. As reagdes foram realizadas em termociclador (C1000 Thermal
Cycler — BioRad), programado com um ciclo inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos,
cada ciclo consistindo de uma etapa de desnaturacdo (95°C por 45 segundos), uma etapa de
anelamento (60,6°C por 45 segundos) e umaetapa de extensdo (72°C por 2 minutos) e, por fim,
uma etapa de extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Apos o processo de amplificacdo, cada reacdo foi avaliada por eletroforese. Para isso,
foram adicionados as rea¢des: 7 uL de tampao de amostra e 3 pL de SYBER Green. Essa
mistura foi aplicada em gel de agarose a 1,2%, emtampdo de corrida TBE 0,5x, utilizando como
marcador DNA Ladder 100 pb (Invitrogen). Em seguida, o gel foi observado em

transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentado.

5.1.1.3 Purificacéo e sequenciamento do DNA
Os produtos da PCR foram purificados com o kit de purificagdo PureLink (Invitrogen)

e 0 sequenciamento realizado em sequenciador automatico de DNA ABI 3500.

5.1.1.4 Alinhamento multiplo das sequéncias de Micrococcus luteus
O alinhamento multiplo das sequéncias de Micrococcus luteus foi realizado a partir do
programa CLUSTALw (THOMPSON et al., 1994) e visualizado através do programa MEGA
6.0.

5.1.1.5 REP-PCR
A reacdo de amplificacdo de elementos repetitivos do DNA bacteriano com o
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“primer” (GTG)S5 foi realizada seguindo a metodologia utilizada por Lucena et. al., 2010, em
volume final de 25 pl contendo 0,2 pmol de cada iniciador, 0,2 mM de cada dntp, tampé&o de
reacdo (1X) com 3 mM MgClz, 0,025 pg/ul BSA e 1U de Taq DNA polimerase. A
amplificacéo foi programada para 1 ciclo de desnaturagdo de 7 minutos a 95°C, seguido de 30
ciclos de desnaturacéo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 40°C por 1 minuto, extenséo a 65°C
por 8 minutos, e extensdo final a 65°C por 16 minutos (VERSALOVIC et al., 1994). Os
produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1,5% submetidos a 5h/100V em

tampéo TBE 0,5X, corados em SIBER, visualizados em transiluminador ultravioleta.

5.1.1.6 Analises dos dados

As sequéncias resultantes foram analisadas usando as ferramentas Pregap4 e Gap4 do
pacote de softwares STADEN 1.6 e submetidas a busca de similaridade no banco de dados do
Centro Nacional de Informacdo Biotecnoldgica (NCBI), utilizando a ferramenta Blast N
(ALTSCHUL et al.,1997), e Ribosomal Database Project (RDP). A identificacdo bacteriana foi
assumida quando a sequéncia de consulta mostrou similaridade > 97% para o gene 16S
(GEVERS et al., 2005).

5.2 Manutengdo dos microrganismos
A manutencéo dos isolados FT5.10 e FT9.12 foi feita por repiques regulares em meio

TSB em placas de petri e mantidos refrigerados a 4°C (Figura 9).

Figura 9: Cultura dos isolados FT5.10 (a) e FT9.12 (b) em meio TSB é&gar.
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5.3 Provas de identificacdo bioquimica
A caracterizagdo fenotipica dos isolados FT5.10 e FT9.12 foi realizada através de testes
bioquimicos como a coloracdo de Gram, prova da catalase, teste do crescimento emagar manitol

salgado, teste da bacitracina e prova da hidrolise da bileesculina.

5.4 Cinética de crescimento versus producdo de pigmento
5.4.1 Preparacao do pré-inoculo

Foi transferida assepticamente, com o auxilio de uma alca bacterioldgica, uma amostra
do isolado estocado em placa de petri para umerlenmeyer de 250mL, contendo 100mL de meio
TSB previamente esterelizado. Em seguida ficou incubado a 30°C e 180 rpm por 24 horas em

incubadora com agitacdo orbital.

5.4.2 Cinética de crescimento

Para determinar a cinética de crescimento para os dois isolados bacterianos foi
realizada uma fermentagdo submersa em meio TSB (Figura 10). Inicialmente, 100 mL do meio
de cultura foi acondicionado em erlenmeyers de 250 mL e esterilizado em autoclave a 121°C
por 15 minutos. Em seguida, foi transferido do pré-inoculo para erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de meio TSB, com o auxilio de uma pipetadora automatica, volume necessario para a
obtencdo de uma densidade optica de 0,1 no tempo inicial no comprimento de onda de 600 nm.

A fermentacdo submersa foi iniciada e aliquotas de 1mL da cultura foram retirados em
intervalos de tempos determinados (0, 2, 4, 6, 24, 26, 48, 50 e 72h) para quantificar
espectrofotometricamente o crescimento da biomassa. A fermentacédo foirealizada a 30°C, 180

rpm por 72 horas (ASKER; OHTA, 1999), todo experimento foi realizado emtriplicata.

Figura 10: Fermentagdo submersa de isolado bacteriano.

; |
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5.4.3 Producéo de pigmento
Para a determinacg&o da producdo do pigmento aliquotas de 1mL foram coletados nos
tempos 0, 6, 24, 48 e 72 horas, armazenados em microtubos, centrifugados em uma
microcentifuga a 10.000 rpm por 5 minutos e a biomassa obtida foi liofilizada. Para a
extracdo do pigmento foi adicionado ao microtubo 1mL do solvente (alcool metilico) e a
biomassa e o0 solvente foram homogeneizadas com auxilio do vértex durante 30 segundos,
em seguida a mistura biomassa-solvente permaneceu durante dois minutos no banho

ultrassonico.

A mistura biomassa-solvente foi centrifugada por 5 minutos a 10.000 rpm e o
sobrenadante foi transferido para uma cubeta de quartzo e a producdo de pigmento foi
quantificada espectrofotometricamente no comprimento de onda de 450 nm (ARULSELVI

et al., 2014). Todo experimento foi realizado em triplicata.

5.5 Obtengéo do extrato bruto

A obtencdo do extrato bruto dos dois isolados bacterianos foi realizada de acordo com
a metodologia descrita em Netzer e colaboradores (2010) e em Kaiser e colaboradores (2007).
Para isto foi realizado uma fermentacdo submersa em 6 litros de meio TSB a 30°C, a 180 rpm
por 48h. Em seguida o meio de cultura foi centrifugado em falcons de 50 mL em uma
macrocentrifuga por 14.000 rpm durante 6 minutos e o pellet obtido foi lavado com &gua
esterilizada. Apods liofilizacdo o pellet foi pesado (6,0g) e tratado com lisozima (1mL), em
seguida foi adicionado alcool metilico e a mistura biomassa-solvente foi homogeneizada no
vortex por 1 minuto e permaneceu no banho ultrassénico por 30 minutos. Vérios ciclos de
extracdo foram realizados até ndo se observar mais coloracdo no solvente de extracéo.

Em seguida, o extrato obtido foi seco em rotaevaporador a 40°C e foi submetido a
saponificacdo. O material residual foi ressuspendido emdiclorometano e KOH metandlico 30%
(1:1) e permaneceu sob agitagdo no escuro por 1 hora. Foi adicionado 5 mL de solugéo salina a
5% e o material foi centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm. A fase ndo colorida formada foi
descartada. A lavagem com solugdo salina a 5% foi repetida até o pH ficar neutro. Oextrato foi
novamente seco em rotaevaporador e o material residual foi ressuspendido em 10 mL de alcool
metilico (MELENDEZ-MARTINEZ; VICARIO; HEREDIA, 2007).

O extrato obtido foi analisado em HPLC para caracterizagdo dos pigmentos
carotenoides e foi utilizado para analise da capacidade antioxidante e determinacgéo da eficacia

fotoprotetora.
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5.6 Caracterizagdo dos pigmentos carotenoides por HPLC
Os carotenoides foram analisados com cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC),
utilizando a coluna SunFire C18 (4.6 x 150 mm), a fase mdvel utilizada foi
acetonitrilametanolacetato de etila (10:50:40%) e o comprimento de onda de 450 nm. O

beta- caroteno foi utilizado como padréo externo.

5.7 Atividades antioxidantes
5.7.1 Método DPPH

A avaliagdo da capacidade em sequestrar o radical livie DPPHe foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Blois (1958). Numa microplaca de 96 pocos, 40 pL dos extratos
metanolicos na concentra¢do de 1000 ug/mL, reagiram com 250 pL de solugdo metandlica de
DPPHe durante 25 minutos, ao abrigo da luz. A medida da absorbancia foi realizada no
comprimento de onda de 517 nm em leitor de Microplacas. Todas as analises foram feitas em
triplicata. O &cido galico foi utilizado como padréo. A percentagem de sequestro de radical livre

(%SRL) foi calculada pela seguinte equacao:

SRL (%) = (Abs. controle-Abs. amostra) x 100

Abs. controle

5.7.2 Método ABTS

Este método foi realizado segundo Re e colaboradores (1999). O radical ABTSe" foi
preparado a partir da reacdo de 7,81 mL da solucdo de ABTS com 0,137 mL da solucéo de
persulfato de potassio. A mistura permaneceu no escuro, a temperatura ambiente, por 16
horas. Emseguida, 1 mL desta mistura foidiluida em alcool etilico até obter umaabsorbancia
de 0,700 (£0,020) nm a 734 nm. Foram adicionadas 10 pL das amostras dos dois extratos
metandlicos brutos dos isolados FT9.12 e FT5.10 na concentragdo 1000 pg/mL em 1 mL do
reagente de ABTS e a absorbancia das amostras foi determinada exatamente apos 6 minutos
no comprimento de onda de 734 nm. O BHT foi utilizado como padrdo. Todas as analises

foram feitas em triplicata. A percentagem foi calculada pela seguinte equacao:

SRL (%) = (Abs. controle-Abs. amostra) x 100
Abs. Controle
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5.8 Determinagéo do Fator de protecdo Solar (FPS)

Solugdes metandlicas de concentragdo 100 mgL foram preparadas em triplicata com o
extrato bruto dos isolados FT5.10 e FT9.12 e a absorbancia determinada em espectrofotdmetro
nos seguintes comprimentos de onda: 290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 nm. Os valores obtidos
foram utilizados para o calculo do FPS utilizando a seguinte formula:

320
FPS=FC.2 EE (A). I (1). Abs (A)
290

Onde: FC = fator de corre¢do; EE (L) = efeito eritematogeno da radiagao solar em cada

comprimento de onda (A); I (A) = intensidade da luz solar no comprimento de onda (A); Abs

(A) = leitura espectrofotométrica da absorbancia da formulag¢dao em solu¢do no comprimento

de onda ().

5.9 Analises estatisticas
Os dados dos experimentos foram representados por média (xSD) e analisados com o0

programa GraphPad Prism 5. Diferencas foram consideradas significativas quando P<0.05.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ldentificagdo molecular

Os isolados bacterianos produtores de pigmento utilizados neste estudo foram
identificados como Micrococcus luteus, Leifsonia shinshuensis, Serratia marcescens,
Microbacterium testacium, Staphilococcus epidermidis e Kocuria palustris, todos apresentaram
similaridade igual ou superior a 97% nos bancos de dados do Centro Nacional de Informacao
Biotecnoldgica (NCBI) e Ribosomal Database Project (RDP).

No presente estudo, para avaliagdo da producdo de corantes naturais, foram utilizados
isolados bacterianos de Micrococcus luteus. Contudo, observou-se uma diferenca fenotipica,
guanto a intensidade da cor amarela apresentada pelos isolados de M. luteus quando observado
a morfologia de suas colbnias sugerindo diferencas na producdo e quantidade de pigmento
produzido por eles.

Sendo assim, comparou-se as sequéncias do gene 16S rDNA dos doze isolados desta
espécie através do alinhamento mdltiplo, que revelou um alto grau de conservagdo entre as
sequéncias (Figura 11). Tais resultados corroboram coma identificacdo no nivel de espécie dos

isolados bacterianos, visto a estabilidade e conservagdo do marcador genético utilizados.

Figura 11: Alinhamento das sequéncias dos doze isolados de Micrococcus luteus através da
ferramenta MEGA 6.0.
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Portanto, fez-se necessério a utilizacdo de outro marcador genético que refletisse a
variabilidade genética entre os isolados de M. luteus. O rep-PCR tem demonstrado ser uma
ferramenta valiosa para identificar, rastrear e analisar a diversidade bacteriana, visto que 5% do
genoma bacteriano é constituido por sequéncias de DNA repetitivos, e sendo assim a PCR,
utilizando esse DNA repetitivo como iniciador, tem gerado perfis de amplificagdo Unicos,
refletindo uma impressdo digital Unica para as linhagens bacterianas, uma vez que cada
linhagem ou isolado bacteriano possuem sequéncias repetitivas localizadas em regides distintas
de seu genoma (ISHII; SADOWSKY, 2009).

Desta forma, a técnica rep-PCR com o primer GTG5 foi utilizada com o objetivo de
diferenciar a nivel intra-especifico estes isolados. Os isolados de Micrococcus luteus
apresentaram seis perfis de amplifica¢ctes distintos.

Os isolados FT9.7, FT9.9, FT9.12 apresentaram o perfil A; os isolados FT9.11, FT9.14
e FT9,15 apresentaram o perfil B; e os isolados FT9.16, FT 9.26, FT5.10 e FT5.28 apresentaram
os perfis C, D, E, F, respectivamente. (Figura 12). Sabendo que cada perfil de amplificacédo
pode estar associado a uma “impressdo digital” de uma linhagem distinta, esses dados indicam
para a ocorréncia de linhagens diferentes de Micrococcus luteus entre os isolados, o0 que pode
corroborar com 0s dados fenotipicos, quanto a diferencas na intensidade de pigmentacdo

apresentada.

Figura 12: Perfis genéticos das linhagens de Micrococcus luteus.
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6.2 Provas para identificacdo bioquimica

Os dois isolados de M. luteus selecionados (FT9.12 e FT5.10) foram submetidos a
coloracdo de Gram, que é uma técnica utilizada para classificar bactérias com base na
morfologia celular e comportamento diante dos corantes. Os isolados FT9.12 e FT5.10 foram
identificados como bactérias Gram-positivas e apresentaram forma de cocos com arranjos em
cachos.

O resultado da prova da catalase foipositiva para os isolados FT 5.10 e FT 9.12. Os dois
isolados apresentaram sensibilidade a bacitracina (disco taxo A de 0,04 unidade) e foi possivel
observar um halo ao redor das col6nias (Figura 13).

Os resultados para o teste de crescimento em agar manitol salgado e teste da hidrolise
da esculina (Figura 14) foram negativos para os dois isolados bacterianos o que é caracteristico
para Micrococcus (BRASIL, 2013). O resultado das provas para identificacdo bioguimica estdo

apresentadas na tabela3.

Figura 13: Teste da bacitracina.
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Tabela 3: Resultado das provas para identificacdo bioquimica para os isolados FT5.10 e

FT9.12.
Provas Bioquimicas FT 5.10 FT 9.12
Coloracéo de Gram Positivo Positivo
Morfologia Cocos com arranjos em  Cocos com arranjos em

cachos cachos
Catalase Positivo Positivo
Sensibilidade a bacitracina Positivo Positivo
Crescimento em agar manitol salgado  Negativo Negativo
Teste da hidrolise da esculina Negativo Negativo
Motilidade Negativo Negativo
Coloracéo Amarela Amarela

6.3 Cinética de crescimento versus producdo de pigmento

Para determinar a cinética de crescimento, os isolados FT5.10 e FT9.12 foram
submetidos a fermentacdo submersa a 30°C, a 180 rpm por 72h. Aliguotas de 1mL foram
retiradas em triplicata no tempo 0, 2, 4, 6, 24, 26, 48, 50 e 72h e o crescimento da biomassa foi
quantificado espectrofotometricamente no comprimento de onda de 600 nm. Abaixo estdo 0s
graficos da cinética de crescimento (Figuras 15 e16):

Figura 15: Cinética de crescimento do isolado FT5.10.
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Figura 16: Cinética de crescimento do isolado FT9.12.
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Concomitantemente, a producdo de pigmento foi monitorada retirando-se aliquotas
de 1mL nos tempos 0, 6, 24, 48 e 72h e quantificando espectrofotometricamente no
comprimento de onda de 450 nm (Figura 17 e 18).

Figura 17: Producéo de pigmento do isolado FT5.10.
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Figura 18: Producéo de pigmento do isolado FT9.12.
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A producdo méxima de pigmento do isolado FT9.12 ocorreu as 48h de fermentag&o,
exibindo o maximo de crescimento de biomassa com densidade Optica de 9,763(+0,5317) no
comprimento de onda de 600 nm, correspondente ao final da fase estacionaria e inicio da fase
de declinio, e em seguida, teve uma diminuicdo consideravel na producdo de pigmento. A
producdo de pigmento as 48h de fermentagdo exibiu densidade dptica de 0,1060(+0,0454) no
comprimento de onda de 450nm.

No isolado FT5.10, a producdo de pigmento continuou aumentando até as 72h de
fermentacdo, apresentando o maximo de crescimento de biomassa com densidade dptica de
8,791(%0,9036) no comprimento de onda de 600 nm, neste momento o isolado FT5.10 estava
entrando na fase estacionaria, exibindo, para a producdo de pigmento, densidade Optica de
0,1241(%0,1187) no comprimento de onda de 450nm.

6.4 Caracterizagdo dos pigmentos carotenoides por HPLC

A analise em HPLC dos dois isolados forneceu os seguintes cromatogramas (Figuras 19
e 20):
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Figura 19: Perfil do cromatograma do isolado FT9.12 exibindo pico a 3,9 minutos (a).
Espectro UV de absorgéo do isolado FT9.12 a 3,9 minutos (b):

0.|H

006

0.04

. PAY

000 1,00 200 100 400 500 €00 7.00 800 %00 1000 1100 1200 4300 1400  15¢

0.06 / \

0.04
!/ J \

= I WJJ \ '/ / \

~— 9
e 5689

———

22000 24000 26000 28000 30000 22000 34000 35000 28000 40000 42000 42000 45000 45000 SOO00 S2000 54000 S5000 58000
nm

Figura 20: Perfil do cromatograma do isolado FT 5.10 exibindo pico a 4,0 minutos (a).
Espectro UV de absorc¢édo do isolado FT5.10 a 4,0 minutos (b):
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O tempo de retengédo, o0 comprimento de onda e concentragdo dos compostos
majoritarios dos isolados de M. luteus se encontram na tabela abaixo:

Tabela 4: Dados obtidos na analise por HPLC dos extratos brutos dos isolados FT5.10 e

FT9.12.
Isolado TR Comprimento de onda . Concentragio
(minutos) maximo (nm) (mg/mL)
FT 5.10 4,0 415,5; 439,7; 468,9 0,74
FT9.12 39 415,5;439,7; 468,9 12,01

Analises realizadas por HPLC do isolado FT9.12 mostrou um composto majoritario com
tempo de retencdo de 3,9, com o maximo de absorcdo de 415,5; 439,7; 468,9 nm e a

concentracao de 12,01 mg/L, respectivamente.

O isolado FT5.10 mostrou um composto predominante similar, entretanto com a
concentracdo 12 vezes menor. Este resultado estd de acordo com a andlise visual da producao
de pigmento pois a tonalidade do amarelo no isolado FT9.12 é mais intenso que o observado no
isolado FT5.10.

Comparando com as seguintes leveduras que sdo referéncia na producdo de beta-

caroteno, a levedura Rhodotorula rubra NRRL Y-15596, que atinge uma média de producéo
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de 1,04mgL, o isolado FT9.12 produziu 12 vezes mais pigmento carotenoide e o isolado FT
5.10, 1,4 vezes a menos. Comparando com a levedura Rhodotorula glutinis var glutinis, que
atinge uma média de producédo de 7,37mg/mL (BHOSALE; GADRE, 2001), o isolado FT9.12

produziu 1,6 vezes mais pigmento carotenoide e o isolado FT5.10, 10 vezes a menos.

6.5 Atividades antioxidantes

Os pigmentos carotenoides tém a capacidade de atuar como antioxidantes, e por isso,
protegem as células contra a fotooxidacdo. Eles possuem capacidade para desativar espécies
reativas de oxigénio e sequestrar radicais livres (EDGE; MCGARVEY; TRUSCOTT, 1997).

As espécies reativas de oxigénio englobam moléculas altamente reativas resultantes do
metabolismo do oxigénio, assim como espécies que ndo possuem radicais livres, mas que sdo
agentes oxidantes e podem gerar radicais, como o peroxido de hidrogénio (H20>) e 0 oxigénio
singlete. As espécies reativas de oxigénio sdo formadas em trés etapas: “iniciacdo”, que €
caracterizada pela formacdo da espécie reativa, “propagacdo”, que ocorre quando a espécie
reativa reage com um substrato, e “cessagdo”, que ¢ a interrupgdo da reagdo em cadeia
(GOMES, 2007).

Os carotenoides atuam atrasando ou inibindo o momento da “iniciacdo” ou
interrompendo a “propagagao” (RIOS; ANTUNES; BIANCHI, 2009). A figura 21 representa

0 mecanismo de acdo de sequestro de radicais livres.

Figura 21: Mecanismo de acao de sequestro de radicais livres por antioxidantes.

ROO'+ AH - ROOH+ A’

R°+AH — RH+ A

Fonte: Frankel (1980).



49

Onde:
ROO e R": radicais livres;
AH: antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo;

A’: radical inerte.

As avaliagdes das atividades antioxidantes que se fundamentam no sequetro de
radicais livres (ABTS e DPPH) dos extratos dos isolados de M. luteus estdo descritas aseguir.

6.5.1 Método DPPH

O extrato metanolico bruto do isolado FT5.10 exibiu como percentagem de sequestro
do radical livre, 60,16(£1,14) % na concentragdo de 1000 pg/mL. O extrato metandlico bruto
do isolado FT9.12 exibiu como percentagem de sequestro do radical livre, 76,06(£2,2) % na
concentragao de 1000 ug/mL. O acido galico apresentou atividade de sequestro maior que 0s
dois extratos na mesma concentragéo (Figura 22).

Figura 22: Percentagem de sequestro de radical livrte DPPHe dos isolados FT9.12 e FT5.10.
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O tratamento estatistico revelou diferenca significativa (p< 0.0001) entre o extrato do
isolado FT9.12 e o Acido Galico e entre o extrato do isolado FT5.10 e o Acido Galico.

Lee e colaboradores (2014) analisaram a atividade de sequestro de radical livre DPPHe
de extratos de isolado de Streptomyces coletado do solo da montanha Hambak, localizado na
Coreia. Os extratos brutos extraidos emacetato de etila na concentracdo de 1000ug/mL mostrou

atividade sequestradora do radical livre de DPPH de 81,2 (£0,2) %. O extrato metandlico bruto
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do isolado FT9.12 apresentou atividade de sequestro de radical livie DPPHe 1,06 vezes mais
baixo na mesma concentracdo. O extrato metanolico bruto do isolado FT5.10 apresentou 1,34
mais baixo na concentracao de 1000 pg/mL.

Ser e colaboradores (2015) analisando o extrato em DMSO de Streptomyces pluripotens
MUSC 137 isolada do solo na Malasia, exibiu atividade sequestradora do radical livre de DPPHe
de 23,24(x5,0) a 1000pg/mL. Comparando com os dados obtidos, o extrato de FT9.12
apresentou atividade 3,27 vezes superior e 0 extrato do isolado FT5.10, 2,58 vezes superior para
a mesma concentrag&o.

Pawar e colaboradores (2015) avaliaram a atividade de sequestro de radicais livres
DPPHe- dos extratos de bactérias pigmentadas que estavam associadas a algas marinhas. Os
extratos metanolicos brutos das bactérias Pseudomonas Koreensis e Serratia rubidaes, todas na
concentragdo 1000 pg/mL, apresentaram os seguintes resultados: 47,3(x0,77) % e 18,0 (£0,17)
%, respectivamente. Esses resultados sdo 1,60 e 4,23 mais baixos que o valor obtido para o
isolado FT9.12, respectivamente, e, 1,27 e 3,34 mais baixos que o valor obtido para o isolado
FT5.10, respectivamente.

Os dados obtidos dos extratos dos dois isolados comparados com os resultados de outras
pesquisas mostraram uma boa atividade de sequestro de radicais livies DPPHe dos extratos

metandlicos brutos dos isolados FT9.12 e FT5.10.

6.5.2 Método ABTS

O extrato metandlico do isolado FT9.12, na concentracdo de 1000ug/mL, exibiu o valor
de percentagem de sequestro de 63,82(+4,233) %, que € 1,58 vezes superior ao obtido para o
extrato metanoélico do isolado FT5.10 na mesma concentragdo, que apresentou 40,22(+2,272)
% (Figura 23). O BHT foi utilizado como padrdo. O tratamento estatistico revelou diferenca
significativa (p< 0,0001) entre o extrato do isolado FT9.12 e o BHT e entre o extrato do isolado
FT5.10 e 0 BHT.
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Figura 23: Percentagem de sequestro de radical livre ABTS<" dos isolados FT9.12 e FT5.10

&3 BHTEE
FT9.12 8
FT5.10

SRL (%)

Concentragéo (1000ug/mil)

Lee e colaboradores (2015) analisando o extrato de streptomyces sp. MJM 8637 em
acetato de etila obtiveram para a capacidade de sequestro do radical livre ABTSe" 0 valor de
81,2(x4,5) % na concentracdo de 1000ug/mL. Os extratos metanolicos dos isolados FT9.12 e
FT5.10 obtiveram, na mesma concentracdo, o valor de 63,82(+4,233) % e 40,22(+2,272) %,
valores 1,27 e 2,00 vezes inferiores ao obtido do extrato de streptomyces sp., respectivamente.
Pawar e colaboradores (2015) avaliaram os extratos de bactérias pigmentadas que estavam
associadas a algas marinhas como método ABTS. Os extratos metanolicos brutos das
bactérias Pseudomonas Koreensis e Serratia rubidaes, todas na concentracdo 1000 pg/mL,
apresentaram os seguintes resultados: 19,2(+0,05) %, 7,2(x0,03) %, respectivamente. O
extrato do isolado FT9.12 apresentou atividade de sequestro do ABTSe* 3 e 9 vezes superior
e 0 extrato do isolado FT 5.10 foi 2 e 5 vezes superior aos valores obtidos de Pseudomonas
Koreensis e Serratia rubidaes, respectivamente.
Os dados obtidos dos extratos dos dois isolados comparados com os resultados de outras
pesquisas mostraram uma boa atividade de sequestro de radicais livres ABTSe* dos extratos

metanolicos brutos dos isolados FT9.12 e FT5.10.

6.6 Determinagéo do Fator de protecdo Solar (FPS)

A exposicdo aos raios ultravioletas é prejudicial aos seres vivos causando danos a
macromoléculas como o DNA, RNA, proteinas e lipideos. Varias estratégias foram

desenvolvidas pelos seres vivos para minimizar os efeitos prejudiciais dos raios UV. Uma
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forma de protecéo é a producdo de pigmentos carotenoides que sequestram espécies reativas de
oxigénio que sdo formados pela inducéo dos raios UV (COLABELLA; MOLINE; LIBKIND,
2014).

Compostos quimicos que apresentam propriedades antioxidantes podem ser
incorporados a formulagdes de protetor solar, devido a sua eficacia na reducéo dos efeitos de
radicais livres na pele (DARVIN et al., 2011; FREITAS et al., 2015) Uma forma de medir a
eficacia de protecdo aos efeitos nocivos dos raios UVB ¢é a determinacdo do Fator de Protecdo
solar (FPS) (ARAUJO; SOUZA 2008).

Para a determinacdo do Fator de Protecdo Solar dos extratos metanolicos dos isolados
de M. luteus foi analisado o perfil do espectro de absorbancia obtido entre os comprimentos de
onda: 290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 nm.

O perfil do espectro de absorbancia dos extratos metandlicos dos isolados de M. luteus
estdo representados abaixo (Figuras 24 e 25). Estes resultados foram submetidos a um
tratamento matematico ja descrito anteriormente, e os valores do FPS do extrato metandlico
bruto de cada isolado foi determinado (Tabela 5): o extrato do isolado FT9.12 apresentou 3,59
(x 0,64) e o extrato do isolado FT 5.10, 4,26 (+0,83).

Figura 24: Perfil do espectro de absor¢do do extrato do isolado FT9.12.
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Figura 25: Perfil do espectro de absorcéo do extrato do isolado FT5.10
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Tabela 5: VValores do FPS do extrato metandlico bruto dos isolados FT5.10 e FT9.12.

FPS Média (xSD)
FT 5.10 4,26 (+0,83)
FT9.12 3,59 (+ 0,64)

A Resolucéo - RDC N° 30 de 1° de junho de 2012 alterou o valor minimo de FPS de 2,0
para 6,0 que um protetor solar deva possuir (BRASIL, 2012). Os extratos dos isolados
bacterianos se encontram abaixo do estipulado por esta resolucdo, entretanto, os compostos
bioativos podem agir em sinergismo com os filtros organicos aumentando o valor do FPS.

Pesquisas realizadas por Oliveira e colaboradores (2015) demonstraram que a adi¢do de
rutina 0,1% (pp), cujo valor de FPS é 4,72(x0,20), em um protetor solar contendo o filtro

organico benzofenona-3 a 6,0% (p/p) aumentou o valor do FPS in vitro em 54%, de 24,3(%1,53)
para 33,3(£2,89).
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Suryawanshi e colaboradores (2015) avaliaram os pigmentos prodigiosina e violaceina,
obtidos das bactérias Serratia marcescens e Chromobacterium violaceum, respectivamente,
como aditivos em protetor solar comercial. Trés protetores solares comerciais com FPS 15, 24
e 40 foram utilizados no estudo e antes de iniciar o experimento os valores de FPS destes
protetores solares comerciais foram novamente determinados, os valores encontrados foram:
16,46 (+0,83), 26,64 (+0,58) e 39,48 (+0,73), respectivamente. A adicdo de prodigiosina
(4%pP) em cada protetor solar aumentou o FPS para 27,72 (+0,66), 37,89 (+ 0,97) e 47,59
(x0,78), respectivamente. A adicdo de violaceina (4% pfp) em cada
protetor solar aumentou o FPS para 19,66 (0,6), 32,63, (x0,89) e 43,79 (z0,86),
respectivamente. Dessa forma, a adicdo de prodigiosina resultou no aumento de 65%, 42% e
20% nos valores de FPS de 15, 24 e 40 dos protetores solares, respectivamente, e a adi¢cdo de
violaceina resultou no aumento de 19%, 22% e 10% no FPS, respectivamente. Entretanto, 0s
pigmentos isolados nao foram capazes de gerar qualquer valor do FPS substancial.

Jarzycka e colaboradores (2013), investigaram a eficacia de formulacGes de protetor
solar contendo o extrato de Helichrysum arenarium, Sambucus nigra, Crataegus monogyna e
suas combinaces. Estas plantas sdo ricas em compostos fenélicos e também apresentam outros
compostos, tais como, vitaminas, carotenoides, flavonoides, etc. Seus extratos apresentaram
FPS in vitro iguais a 6,80(+0,26), 6,00(x0,42) e 9,88(+1,66), respectivamente. Os valores dos
FPS das associagOes dos extratos de H. arenarium e C. monogyna; C. monogyna e S. nigra e,
S. nigra e H. arenarium foram 19,51 (+4,19); 18,21 (£5,24), 16,94 (+3,76), respectivamente.
Os resultados obtidos sugerem que as formulacGes que continham combinagdes agiram em
sinergismo. Ou seja, 0s compostos bioativos podem agir em sinegismo com um filtro solar

organico como também podem agir em sinergismo entre eles.

Os carotenoides podem ser utilizados como agente bioativo em formulagdes
fotoprotetoras devido as suas propriedades biologicas de protecdo do organismo contra a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da radiacdo UV. Os carotenoides absorvem
luz na faixa de 350-500 nm e essa faixa de absor¢éo confere uma protegédo ampla do espectro e,
portanto, a absor¢éo dos carotenoides nesta faixa iria proporcionar uma protecdo complementar
e aumentar a protecao de radiacdo acima de 400 nm pelos protetores solares (STAFSNES et al.,
2010).

Estudos envolvendo carotenoides em formulagdes de protecdo solar demonstraram a sua

eficacia. Kar (2002), desenvolveu um protetor solar contendo beta-caroteno e observou



que ele foi eficaz e seguro para o tratamento de melasma. Além disso, os carotenoides séo

utilizados como agentes de protecédo solar para administragao oral.
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7. CONCLUSAO

e A identificacdo dos 20 isolados bacterianos através da amplificacdo por PCR (Reacdo em
Cadeia de Polimerase) do gene ribossomal16S rDNA demonstrou a presenca de diferentes
espécies como Micrococcus luteus, Leifsonia shinshuensis, Staphilococcus epidermidis,

Kocuria palustres, Serratia marcescens e Microbacterium testacium;

e Aanalise intraespécies dos isolados de Micrococcus luteus com o REP-PCR demostrou 6
perfis genéticos distintos 0 que pode corroborar com os dados fenotipicos, quanto a
diferencas na itensidade de pigmentacédo desses isolados;

e Osresultados das provas bioquimicas dos isolados de Micrococcus luteus corroboram com
a identificacdo molecular dos isolados pelo gene ribossomal 16SrDNA;

e Andlises realizadas em HPLC dos isolados de Micrococcus luteus provenientes do
Semiéarido brasileiro sugerem que estes isolados produzem um pigmento amarelo,
provavelmente sarcinaxantina, um carotenoide raro com 50 carbonos, e demonstram

potencial para serem utilizados como fonte de corante natural;

e Os extratos de Micrococcus luteus demonstram possuir potencial para atuar como
antioxidantes;

e A determinacdo do FPS dos isolados de Micrococcus luteus demonstra que eles possuem
potencial para atuar como compostos bioativos em formulagdes fotoprotetoras.
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