View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by fCORE

provided by Repositorio da Producao Cientifica e Intelectual da Unicamp

§',4 Universidade Estadual de Campinas LN
a¥ Faculdade de Engenharia de Alimentos :./ﬁ?‘/
UNICAMP

Departamento de Ciéncia de Alimentos

Bactéria termofila Thermusfiliformis: producao de carotenoides

e avaliacdo da capacidade antioxidante

Fernanda Mandelli
Engenheira de Alimentos

Profa. Dra. Adriana Zerlotti Mercadante

Orientadora

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Engenharia de Alimentos da
Universidade Estadual de Campinas
para a obtencdo do titulo de Mestre

em Ciéncias de Alimentos

Campinas, 2010


https://core.ac.uk/display/296858752?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FEA — UNICAMP

M312b

Mandelli, Fernanda

Bactéria terméfil@hermus filiformis producdo de carotenoides €

avaliacao da capacidade antioxidante / Fernaratad®lli. --
Campinas, SP: [s.n], 2010.

Orientador: Adriana Zerlotti Mercadante
Dissertacao (mestrado) — Universidade Estadu@lathepinas.
Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1. Carotenoides. 2. Bactéria termdfila. C8pacidade
antioxidante. 4. Planejamento fatorial. 5. Tezeaxantinas |.

Mercadante, Adriana Zerlotti. 1l. Universidadedtiial de Campinas.

Faculdade de Engenharia de Alimentos. llI. [®itu

cars/bibfea

Titulo em inglés: Thermophilic bacterium ties filiformis: production of carotenoids and

Palavras-chave em inglés (Keywords): Caratend hermophilic bacterium, Antioxidant
capacity, Factorial design, Thezeaxanthins

evaluation otiaridant capacity

Titulacdo: Mestre em Ciéncia de Alimentos
Banca examinadora: Adriana Zerlotti Mercadant

Adelia Fara de Faria Machado
Fabio Mar@quina

Data da Defesa: 26/08/2010
Programa de Pds Graduacdo em Ciéncia de Alome



BANCA EXAMINADORA

Este exemplar corresponde a redacéao final da thséerdefendida por Fernanda Mandelli,

aprovado pela comissao julgadora em 26 de agos20&

Profa. Dra. Adriana Zerlotti Mercadante

(orientadora)

Dra. Adelia Ferreira de Faria Machado

(membro)

Dr. Fabio Marcio Squina

(membro)

Prof. Dr. Fabio Yamashita

(membro)

Profa. Dra. Gabriela Alves Macedo

(membro)



Dedico este trabalho a minha mde Marli A. P.
Mandelli, ao meu pai Itacir A. Mandelli (in
memorian) e a minha irmd Daniela Mandelli

pelo amor, incentivo e apoio a mim dedicados.



AGRADECIMENTOS

A Deus por me amparar nos momentos dificeis, mefatga interior para superar as

dificuldades e por me mostrar os caminho nas horas.
A minha méae, meu painmemorian e minha irma, pelo amor incondicional.

Aos meus padrinhos, tios, primos e avos que messiantes sempre me apoiaram na

busca desta conquista.

Agradeco a minha orientadora, Profa. Dra. Adriamalofti Mercadante pela atencéo,

dedicacéao e pelas exigéncias na busca do conhdoimen

A banca examinadora, Dra. Adelia Ferreira de Psid@hado, Dr. Fabio Marcio Squina,
Dr. Fabio Yamashita e Dra. Gabriela Alves Macedelap contribuicdes, sugestbes e
atencao dedicadas ao aperfeicoamento deste trabalho

A todos do Laboratério de Toxinas Microbianas epeeml ao Prof. José Luiz Pereira por

todos os ensinamentos e atencao.

Ao Prof. Fabio Yamashita pela atencéo, ajuda espgdohecimentos transmitidos durante

o desenvolvimento deste trabalho.

A todos do Laboratério de Quimica de Alimentos pataizade, carinho, contribuicdo e

auxilio em todos os momentos.
A todos que de certa forma contribuiram para azagio deste trabalho.

Por fim agradeco ao CNPq pela concessdo da boldantento que tornou possivel a

realizacao deste trabalho.



Vi

EPIGRAFE

“O rio atinge seus objetivos porque aprendeu a

contornar obstdculos”. (Lao-Tsé)

"Para realizar grandes conquistas, devemos
ndo apenas agir, mas também sonhatr; ndo
apenas planejar, mas também acreditar’

(Anatole France)
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RESUMO GERAL

Os carotenoides pertencem a um grupo de pigmerghsais amplamente
distribuidos na natureza, com grande diversidadesttaturas e funcdes. O interesse pelos
carotenoides tem aumentado consideravelmente tiwws&lanos pela evidéncia dos seus ja
conhecidos beneficios a salde humana, devido a5 pumpriedades antioxidantes,
anticarcinogénicas e imunomodulatérias. As prinsigantes industriais de carotenoides
sao a sintese quimica e a extracdo a partir déaplaRorém, sdo poucos os carotenoides
que possuem metodos economicamente eficientes atkig@io. Uma alternativa para a
obtencado natural destes pigmentos é a sua progagduicro-organismos, sendo uma das
fontes as bactérias termdfilas que, em sua maipdassuem carotenoides com estrutura
especifica para fortalecimento da membrana celAlssim sendo, o presente estudo tem
como objetivos: identificar os carotenoides dadiogmThermus filiformisATCC 43280,
avaliar o crescimento de massa celular, producdcaletendides e porcentagem de
protecdo contra 0 oxigénio singlete através deetifes condigbes de cultivo e verificar a
atividade antioxidante do extrato rico em carotdesina desativacdo do radical ABTS
(2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido suliém) e do perdxido de hidrogénio. Para
atingir os objetivos, os carotenoides foram caraados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia conectada aos detectores de arranjoodesie espectrometro de massas (HPLC-
DAD-MS/MS), e as condi¢des de cultivo e a interagétye as varidveis foram estudadas
através de planejamento estatistico fatorial. Fordentificados nove carotenoides
sintetizados pela bactérfdermus filiformistodos apresentando o0 mesmo comprimento de
onda maximo a 449 = 1 nm, que € um indicativo dectmmoforo de 11 ligagdes duplas
conjugadas, sendo duas em gheD carotenoide majoritario identificado eémfiliformis
foi termozeaxantina-15 que consiste do carotermed@antina ligada a uma glicose acilada
com acido graxo ramificado de 15 carbonoR@R)-3'-[(6-O-13-metiltetradecanoi}-D-
glucopiranosil)oxi]p,p-caroten-3-o0l) o que representa 35,3 % do contetodal de
carotendides. Foram também identificados os canates: zeaxantina (14,4 %), zeaxantina

monoglicosilada (4,7 %) e termozeaxantinas comodaiplaxos ramificados, com cadeia de
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cadeia de 11 (2,3 %), 12 (5,2 %), 13 (25,4 %) €91@ %) carbonos, além de derivados dos
carotenoides termozeaxantina-13 (0,8 %) e termardiwa-15 (2,8 %). Dentre as variaveis
estudadas no planejamento experimental (temperaibiraquantidade de triptona, extrato
de levedura e elementos tracos de Nitsch’s), ademtyra foi a que mais influenciou a
quantidade de biomassa, carotenoides totais ecpmgeroporcionada pelos carotenoides
contra oxigénio singlete. Com a utilizacdo desteafeenta foi possivel atingir valores de
658 mg/L de biomassa seca, 15id/g de carotenoides totais e porcentagem de pmteca
conferida ao DMA (dimetilantraceno) frente a oxi@agor oxigénio singlete na ordem de
85 %. O extrato rico em carotenoidesTddilfiormis apresentou capacidade de desativar o
radical ABTS® com valor de capacidade antioxidante equivalenf@adox (TEAC) de
2,87, valor este superior aos relatados para owaostenoides comf-caroteno (1,9) e

zeaxantina (1,4).

Palavras-chave: carotenoidesbactéria termofila, capacidade antioxidante, pkmento
fatorial, HPLC-DAD-MS/MS, termozeaxantinas.
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SUMMARY

Carotenoids are a group of natural pigments widkdyributed in the nature with great
diversity of structures and functions. The inte@stcarotenoids has considerably increased
in recent years by the evidence of its known bénetdo human health, due to its
antioxidant, anticarcinogenic and immunomodulatgmpperties. The main industrial
sources of carotenoids are chemical synthesis =mindcéon from plants. However, there
are few carotenoids which production is economycétlasible. An alternative to obtain
these natural pigments is their production by nooganisms, and one of the sources is the
thermophilic bacterium that produces carotenoids wpecific structure for the strength of
cell membrane. Therefore the aims of this work werevaluate the biomass, carotenoid
production and quenching of singlet oxygen by tinairs Thermus filiformisATCC 43280
through different cultivation conditions and to ¥gthe antioxidant activity by scavenging
of the ABTS™ (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-Sulfonicid)) radical and hydroxy
peroxide deactivation. In order to achieve thesesathe carotenoids were characterized by
high-performance liquid chromatography connectedatghotodiode array and mass
spectrometry detectors (HPLC-DAD-MS/MS), and thdtication conditions and the
interactions between the variables were studiedguaifractionated factorial design. Nine
carotenoids synthesized bkhermus filiformis were identified, all showing the same
maximum absorbance wavelength, indicating the pesseof a chromophore of 11
conjugated double bounds, being two in faeng. The major carotenoid identified h
filiformis was thermozeaxanthin-15 which is the carotenoakaethin linked to a glucose,
acylated with a branched fatty acid of 15 carborf8R,( 3R) -3- [(6-O-13-
methyltetradecanoyB-D-gluycopiranosyl) oxyPB,p-carotene-3-olwhat represents 35.3 %
of the total content of carotenoides. Zeaxanthii426), zeaxanthin monoglucoside (4.7
%) and thermozeaxanthins with branched fatty acidsn with 11 (2.3 %), 12 (5.2 %), 13
(254 %) and 14 (90 %) carbons, besides thermom#aral3 (0,8 %) and
thermozeaxanthina-15 (2,8 %) derivatives were dtsentified. Among the studied
variables in the experimental design (temperatpirg,tryptone, yeast extract and Nitsch’s
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trace elements) the temperature was the one thsttinftuenced the biomass amount, total
carotenoids and percentage of protection agaimgfleti oxygen. Using this tool, it was
possible to achieve values of 658 mg/L of dry biespd517ug/g of total carotenoids and
percentage of protection of DMA (dimethylanthradeagainst the oxidation by singlet
oxygen about 85 %. The extract rich in carotendids T. filiformis showed capacity of
scavenging ABTS radical with Trolox equivalent antioxidant capscffEAC) of 2.87,

being this value higher than those reported in Ittezature for 3-carotene (1.9) and
zeaxanthin (1.4).

Key-words: carotenoidsthermophilic bacterium, antioxidant capacity, faizb design,
HPLC-DAD-MS/MS, thermozeaxanthins.



INTRODUCAO GERAL

Os carotenoides representam o0 grupo mais amplaméistebuido de
pigmentos naturais na natureza, com mais de 70(pastos ja identificados, e estédo
presentes em plantas superiores, micro-organisnmarsneais. Além de pigmentos, estes
compostos possuem agdes anticarcinogénicas, imuhgaumras, preventivas das doencas
cardiovasculares e da degeneragcdo macular relaeoaaidade, e alguns podem ser
precursores de vitamina A (Krinsky, 1994; Mayne9d)

Os carotenoides séo terpenoides com uma longaacpdiénica conjugada, a
qual é responsavel pela propriedade de absor¢éiz de consequentemente pela cor, que
varia de amarelo a vermelho. Um dos motivos da @émrcia de carotenoides na natureza
esta provavelmente associada ao fato de apresentema via biossintética relativamente
simples, fato ja demonstrado em plantas, algambém em fungos e bactérias (Kaiser et
al., 2007).

A demanda global no mercado para carotenoides tegsecido em torno de 2,3
% ao ano e espera-se atingir $919 milhdes em 204 &ntanto, a principal fonte industrial
de carotenoides é a sintese quimica (Gu.e@08), que apresenta varias desvantagens
como a necessidade de desenvolvimento de novas dmasintese para cada novo
carotenoide, a dificuldade na sintese de carotemoidais complexos, a producdo de
misturas de esteroisbmeros com producdo de algdnseros ndo presentes na natureza,
além da questéo da poluicdo ambiental causada qgslialkios gerados nestes processos.

Por outro lado, a producdo de carotenoides porepsos biolégicos apresenta
varias razdes que tornam este tipo de abordagero raativa, destacando-se a grande
diversidade biologica para producdo destes pigmergendo que o conhecimento do
processo metabdlico de um carotenoide pode secadplia outros carotenoides; a
possibilidade de producdo de compostos naturaiéreesespecificos e de estrutura
complexa; a capacidade metabdlica de alguns migarcsmos, como algumas leveduras,
de produzirem pigmentos a partir de substratosaidlrusto; e também, a possibilidade
de utilizar ferramentas de biologia molecular pdgaenvolvimento de sistemas bioldgicos

para producdo de carotenoides. Durante os ultimos, &sforcos tém sido direcionados no



desenvolvimento de processos biotecnolégicos paocalupdo de carotenoides, com
destaque para a producdo fecaroteno porBlakeslea trispora(Feofilova, 1994) e
Dunaliella (Borowitzka e Borowitzka, 1989)e a producdo de astaxantina por
Haematococcus sfdohnson e An, 1991)Rhaffia rhodozymé&Yamane et al.1997; Parajo
et al., 1998).

Desta forma, a biotecnologia microbiana tem um dggrotencial de aplicacdes
na indastria, medicina e meio ambiente. Estimatmespmente cerca de 5 % de moléculas
bioativas presentes em micro-organismos foram t&raadas, indicando que a
extraordinaria biodiversidade microbiana permaneagcamente intacta.

Muitos ambientes considerados extremos e hostés gemitir a sobrevivéncia
e crescimento de organismos vivos sado colonizadwsngcro-organismos que estao
especificamente adaptados a estes nichos ecoldgiapse podem ser considerados uma
fonte inestimavel de recursos, ndo somente paraxphoracdo de novos produtos
biotecnolégicos, mas também como modelos para tigaes como determinadas
biomoléculas séo estabilizadas quando submetidasdicoes extremas. Os ecossistemas
extremos envolvem vulcdes, géiseres, profundidadasnhas, salinas, desertos, neves
eternas, altas altitudes, lagos alcalinos, etch@bild e Mancinelli, 2001).

A adaptacdo de organismos a condicbes ambientéismeas obrigou-os a
desenvolver componentes celulares e estratégiagiibicas para a sua sobrevivéncia.
Devido as caracteristicas “excéntricas” destes a¥dcganismos, Seus componentes
moleculares geralmente possuem propriedades quermam especialmente adequados
para utilizacdo em processos industriais. Nestdegtm € hoje reconhecido que estes
micro-organismos constituem uma fonte preciosa décenlas de interesse industrial e um
excelente recurso para o desenvolvimento de n@lasegdes biotecnoldgicas. Atualmente
0S micro-organismos extremofilos ja estdo sendcags na biorremediacdo de solos com
alta concentracdo de sal, na producdo de extrenmoaszbiossenssores, biopolimenros
entre outros (Morozkina et al. 2010).

A temperatura, dentre 0s ambientes extremos, é rame#ro que mais
influencia a funcédo das biomoléculas e a manutede8cestruturas biolégicas. Entretanto,

a existéncia de ambientes geotermicamente estdgmis permitido a selecdo ou a



persisténcia de micro-organismos que nao apenagteras mas também requerem altas
temperaturas para sobreviver (Gomes et al., 2007).

Os carotenoides de algumas bactérias termofil&@dsram estudados, sendo
encontradosésteres glicosidicos de carotenoides, chamadosedaozeaxantinas e
termocriptoxantinas, eni. thermophilus(Yokoyama et al., 1995; 1996); fitoend;
caroteno, carotenoides polares com comprimentonda de maxima absor¢atinhk,) 446
nm e carotenoides polares cOmsx de 452 nm enT. aquaticus(Ray et al., 1971); e
carotenoides glicosidicos acilados Bfmodothermus marinysutnaes et al., 2004).

A bactéria Thermus filiformisque foi objeto de estudo deste trabalho foi
descoberta a mais de 20 anos. Entretanto, dentrmodso conhecimento, a pouca
bibliografia existente sobre ela tem como temapcdacipal a genética destes micro-
organismos, principalmente relacionada a expresséds genes de suas enzimas
termoestaveis. Até a presente data nao foi encantranhuma publicacdo que relatasse a

composicao de carotenoides produzidos por estasrizac
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OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral estaliams parametros de cultivo
que influenciam no crescimento celular e na produgicarotenoides da bactéria terméfila
Thermus filiformisATCC 43280, e avaliar as propriedades antioxidathbesxtrato rico em
carotenoides.

Diante do exposto acima, o presente trabalho tenoabjetivos especificos:

« Separar e identificar os carotenoidesTiermus filiformisATCC 43280 por HPLC-
DAD-MS/MS,

« Verificar o crescimento de massa celular e produg#aarotenoides da bactéria
Thermus filiformisATCC 43280,

« Avaliar o efeito da temperatura, pH, quantidaddrigona, extrato de levedura e
elementos tracos de Nitsch, e suas interacfesneir de planejamento estatistico
fatorial, visando aumentar a producdo de carotesooi direcionar para a sintese
de um carotenoide especifico,

+ Determinar a atividade antirradical livre (ABTS)capacidade de desativacdo de
espécies reativas de oxigénio (oxigénio singleteemxido de hidrogénio) dos

extratos de carotenoides.
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1. Micro-organismos extremos

Habitats terrestres aparentemente indspitos, comoaso dos desertos salinos
da Eti6pia, das calotas polares da Antartida, daosientes sulfurosos do sul de Italia, das
emanacOes de lama negra superaquecida das fosssaisablo Pacifico e dos campos
fortemente radioativos de Chernobyl, sdo coloniggutr micro-organismos extremos que
se adaptam muito bem a agressividade desses agmh{8aintos et al., 2001).

Nos ultimos anos, 0s micro-organismos que vivemcsotglicoes extremas tém
sido foco da atencdo dos pesquisadores. Esta gatirad@o dos cientistas esta relacionada
com o0s mecanismos de adaptacdo bioquimica dos -origamismos em condi¢cdes
ambientais extremas, e também com o uso de enzinoasizidas por extreméfilos em
biotecnologia. Micro-organismos isolados de niclexolégicos extremos estdo bem
adaptados a fatores ambientais desfavoraveis eoéemcial biotecnologico. A aplicacao
de substancias biologicamente ativas, sintetizadagxtremofilos, na medicina, industria
de cosméticos e industria de alimentos é promigdtoeozkina et al., 2010).

Os micro-organismos extremofilos podem ter aplicagé producdo de
enzimas com maior atividade e estabilidade e dst&nbias biologicamente ativas. Além
disso, alguns micro-organismos extremofilos tém agacidade de destruicdo e/ou
eliminacdo de xenobibticos (compostos quimicosarbtys a um sistema biolodgico), como
€ 0 caso da acumulacao de ions de metais pesdéamn@ionuclideos (d&tomos com nucleos

instaveis que emitem radiacdo) em rios e oceangsré-l) (Podar e Reysenbach, 2006).
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Figura 1. Possiveis aplicagcbes de micro-organismos extig@aoha biotecnologia,

medicina e industria. Fonte: Morozkina et al. (2010

A industria de alimentos e a agricultura sdo aasareais promissoras para a
aplicacdo de substancias biologicamente ativasadiébia acido-lacticd etragenococcus
halophila, que propicia a homofermentacdo sob alta conagidrale NaCl (18,0%), €
utilizada na producdo de molho de soja (Roling & Warseveld, 1996). Além disso,
representantes do géneRseudomonassdo intensamente utilizados em processos de
biodegradacédo (Margesin e Schinner, 2001). Bastésisladas na AntarticBhewanella
Colwellia e alguns outros géneros sdo fontes potenciaigidesagraxos poli-insaturados

de cadeia longa (Nichols e Russell, 1999).

1.1 Micro-organismos termaofilos

Uma das mais interessantes propriedades dos migamiemos € sua
habilidade em adaptar-se a ambientes extremosquais fatores como pH, temperatura,
pressdo e concentracdo de sal ultrapassam os sa@lonsiderados como padrbes para a
maioria dos seres vivos. Dentre todos esses fataresnperatura € o parametro que mais
influencia a fung@o das biomoléculas e a manutededcestruturas biologicas. Entretanto,
a existéncia de ambientes geotermicamente estdgmis permitido a selecdo ou a
persisténcia de micro-organismos que nao apenagteras mas também requerem altas
temperaturas para sobreviver (Gomes et al., 2007).

Existem quatro formas distintas de ambientes termaguecimento solar,

processo de combustdo, radioatividade e atividagletégnica (fontes hidrotermais,



fumarolas, géiseres, etc.), sendo este Ultimo oemtgmais comum. A temperatura em
vulcdes ativos € muito elevada para organismossyino entanto, fontes de agua quente e
fumacas associadas a atividade vulcanica possuempetaturas mais razoaveis ao
desenvolvimento de organismos termofilicos. A maioncentracdo de fontes de agua
guente éencontrada no pargue nacional Yellowstone (Estddlugos), Islandia, Nova
Zelandia, Japao e antiga Unido Soviética (BrockK8l9Na tabela 1 estdo relatados alguns

micro-organismos que crescem a altas temperaturas.

Tabela 1: Micro-organismos procarioticos que crescem em &dtaperaturas.

Temperatura Temperatura

Grupo Micro-organismo Otima (°C)  Maxima (°C) Referéncia
Synechococcus lividus 63-67 74 Meeks e Castenholz, (1971)
Synechocystis aquatilus 45-50 Castenholz, (1969)
. - Pleurocapsasp. 52-54 Castenholz, (1969)
Clanobactéria Spirulinasp. 55-60 Castenholz, (1969)
Calothrix sp. 52-54 Castenholz, (1969)
Choloflexus aurantiacus 55 70-73 Bauld e Brock, (1973)
Chromatium sp 57-60 Castenholz, (1969)
BacillusYT-P 72 82 Heinen e Heinen, (1972)
B. stearothermophilus 50-65 70-75 Gibson e Gordon, (1974)
Bactéria Clostridium
fotossintética thermosaccharolyticum 74-76 Hollaus e Sleytr, (1972)
C. thermocellum 60 68 Breed et al., (1957)
Streptococcus 40-45 50 Deibel e Seeley, (1974)
thermophilus
Lactobacillus thermophilus 50-63 65 Gaughran, (1947)
Bactérias acido B'f'dObaCt.e”um 46,5 Rogosa, (1974)
|acti thermophilum
acticas Streptomyces
ptomy 50-60 Henssen (1974)
fragmentosdporus
Thermoactinomyces 60 70 Kister, (1974)
. . vulgaris
Actinomicetos Methanobacterium
) 65-70 75 Zeikus e Wolfe, (1972)
thermoautotrophicum
Bacéerla produtora Thiobacillus thiooxidans 55 Fliermans e Brock, (1972)
e metano
- . Sulfolobus acidocaldarius 70-75 85-90 Mosser et al., (1973)
Bactérias oxidantes Desulfovibrio
de enxofre ; 65 85 Rozanova e Khudyakova, (1974)
thermophilus
Bactérias redutoras Methylococcus capsulatus 30-50 55 Leadbetter, (1974)
de sulfato
BaCt((;”aS oxidantes Thermomicrobium roseum 70-75 85 Jackson et al., (1973)
e metano
Thermus aquaticus 70 79 Brock e Freeze, (1969)
Gram-neqativas T. flavus 70-75 80 Rozanova e Khudyakova, (1974)
aeréb?as T. thermophilus 70 85 Oshima e Imahori, (1974)
T. ruber 60 80 Loginova e Egorova, (1975)
ThermusX-1 69-71 Ramaley e Hixson, (1970)

Fonte: adaptado de Brock (1978).
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1.2 Micro-organismos do génerd hermus sp.

Quando se iniciaram os estudos com micro-organisieofontes termais nos
anos 60, os cientistas acreditavam que a vida ciérims termofilicas podia ser mantida a
temperaturas em torno de 55 °C. No entanto, logddscoberto que muitas bactérias de
fontes termais cresciam em temperaturas ainda afais (~ 75 °C). Em 1969, Thomas
Brock e Hudson Freeze da Universidade de IndiahBAJElescreveram uma nova espécie
de bactéria termofilica, homead&ermus aquaticugBrock e Freeze 1969). Esta foi a
primeira bactéria do génefdermusdescoberta em fontes termais.

As bactérias do génerdhermus pertencem a familia Thermaceagéo
bastonetes Gram negativos, aerébias e catalasevadqsiuber et al.2004). Em geral, as
bactériasThermusapresentam crescimento 6timo entre 70°C e 75°@&ntanto algumas
espécies apresentam temperaturas de crescimergdbaigas, ao redor de 60°C. A faixa
Otima de pH para crescimento dessas bactériasré @/ e 8,0, podendo crescer em
valores de pH mais baixo (~ 5,1) ou mais elevada %) BHuber e Stette£004). Segundo
Brock e Freeze (1969), as bactérias do gémaeymuspodem utilizar aminoacidos ou sais
de aménia como fonte de nitrogénio, e acUcaregesaorganicos como fontes de carbono.
Diferentemente de outras bactérias Gram negatavasembrana externa das espécies do
géneroThermusndo é composta somente de lipopolissacarideossimade glicolipideos,
cuja estrutura parece estar estritamente envolvidaa adaptacdo em altas temperaturas
(Leone et al., 2006).

De acordo com Euzéby (1997) existem 12 espéciesedifes pertencentes ao
género Thermus T. aquaticus T. antranikianii T. brockianus T. chliarophilus T.
filiformis, T. igniterrae T. oshimaj T. profundusT. ruber, T. scotoductusT. silvanuseT.
thermophilus

Na tabela 2 sdo apresentadas algumas das princpeasteristicas dessas
bactérias do génefhermus
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Tabela 2: Caracteristicas de diferentes espécieshdamus.

Relacéo )
. Cor do L Local de onde Descobridor
Especie ] Temperatura pH Nutricao com o
pigmento . foi isolada (Ano)
oxigénio
Fontes de nitrogénio,
acuUcares e acidos
. Parque
orgéanicos. Cresce melhor ) Brock e
Thermus ) . nacional de
) Amarelo 40-79 °C 6,0-9,5 em meio complexo com  aerébia Freeze
agquaticus ) Yellowstone
0,1 a 0,3% de triptona e (1969)
nos EUA
extrato de levedura. Nao
reduz nitrato.
Meio minimo
suplementado com Fontes termais )
i Loginova e
Thermus Vermelho peptona como fonte de . da peninsula
35-70 °C 6,5-7,3 ) aerbbia Egorova
ruber claro nitrogénio, extrato de de Kamchatka
o (1975)
levedura e uma fonte de na Russia
carbono.
Carboidratos, &cidos )
. o Fontes termais
Thermus organicos e aminoacidos . Hudson et
. ) Amarelo 37-80 °C 6,0-8,6 aerobia da Nova
filiformis como fonte de carbono. o al. (1987)
) Zelandia
N&o reduz nitrato.
Fonte de nitrogénio, )
Fontes termais
Thermus extrato de levedura e . Chung et al.
o Amarelo 45-80 °C 7,5-8,5 aer6bia de Reykyaflot
igniterrae fonte de carbono. Reduz o (2000)
] na Islandia
nitrato
Fonte de nitrogénio, )
Fontes termais
Thermus extrato de levedura e . ) Chung et al.
~_ Amarelo 50-80°C  7,5-8,5 aerobia  de Hruni na
antranikianii fonte de carbono. Reduz (2000)

] Islandia
nitrato

Fonte: adaptado de Chuagal. (2000).

A bactériaThermus filiformidfoi isolada em 1987 de uma fonte termal da Nova
Zelandia e pela primeira vez descrita por Hudsomle(1987). Esta bactéria sintetiza
intracelularmente carotenoides amarelos em tricoesgsrais de 0,5 a 1,dm e de
comprimento indeterminado e variavel (muitas cesdeme micrdmetros) contendo

proporcao relativamente grande de acidos graxessantNo entanto, outras cepas da Nova
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Zelandia designadas a esta espécie baseadas nossv@dé reassociagdo DNA-DNA, ndo
séo filamentosas e contém grande proporcao desdgid@os iso (Chung et al. 2000).

A T. filiformis € uma bactéria Gram negativa, aminopeptidase imagat
heterofilica utilizando como fonte de carbono caftaios, acidos organicos, e
aminoacidos. Diferentemente @eaquaticuse T. ruber, aT. filiformis € ndo-proteolitica e
produz o-galactosidade. E um micro-organismo aerébio objiim e é suscetivel a
antibioticosp-lactamicos (Hudson et al., 1987).

Embora a bactéria. filiformis tenha sido descoberta a mais de 20 anos, a pouca
bibliografia existente sobre ela tem como temapcacipal a genética destes micro-
organismos, principalmente relacionada aos genesexjgessao de suas enzimas

termoestaveis.

2. Estrutura quimica, propriedades e funcdes de catenoides

Os carotenoides possuem como estrutura basicattatetpeno de 40 atomos
de carbonos, formado por oito unidades isoprenaittesinco carbonos, ligados de tal
forma que a molécula € linear e com simetria indarho centro. Mais de 700 diferentes
carotenoides isolados de fontes naturais ja foramacterizados (Britton et al., 2004). Esse
esqueleto basico pode ser modificado através dededacao, desidrogenacao, ciclizacao,
encurtamento ou extensdo da cadeia, isomerizagdmducdo de substituintes ou
combinagdes destes processos.

Fatores como calor, luz e acidos catalisam a isaago dos carotenoides
trans, que é a forma mais estavel na natureza, parenafas, promovendo ligeira perda
de cor e da atividade pré-vitaminica. Portantoiogacuidados devem ser tomados durante
a extracdo de carotenoides, tais como protecdgacantuz, andlise em curto espago de
tempo, uso de atmosfera inerte, uso de baixa teypare adicdo de antioxidante.

Os carotenoides apresentam na sua cadeia umaaltexre ligacbes duplas e
simples que geram um sistema de elétmsie se desloca sobre toda a cadeia poliénica,

proporcionando a estas substancias alta reativigaiheica e absorcéo de luz na regido do
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visivel. Como consequéncia, 0os carotenoides podmsiimiente sofrer isomerizacdo e
oxidacdo. Por outro lado, a cadeia poliénica éomsfvel pela desativacdo de radicais
livres e de oxigénio singleté@,), espécies altamente reativas responsaveis pelacao
de cadeias de oxidacdo nas células, causando daisosomo destruicdo de DNA e
peroxidacao lipidica (Caris-Veyrat, 2007).

Nas industrias de alimentos os carotenoides sadosiseomo corantes para
colorir os alimentos incolores, realcar e uniforania cor de alguns produtos alimenticios e
repor a cor dos alimentos durante o processamensgmm@zenamento. Também sao
utilizados como aditivos em racdes para aquaculoaar@d o objetivo de promover a
pigmentacdo adequada de alguns animais, como exempbo de astaxantina na ragao de
salméo e de camaréo (Aksu e Eren, 2007) e, o ulidalea e zeaxantina na pigmentacao
de gema de ovos de galinha (Alcantara e Sanch88).18Iém disso, alguns carotenoides
sdo adicionados aos alimentos devido a sua atevigaglivitaminica A. A exigéncia para
um carotenoide possuir esta atividade € apresentaanelf ndo substituido, com uma
cadeia poliénica de no minimo 11 carbonos. Exemidosarotenoides com atividade pro-
vitaminica A sdojp-caroteno,a-caroteno eB-criptoxantina. A tabela 3 apresenta alguns

carotenoides empregados na industria de alimentos.

Tabela 3: Aplicagcéo de carotenoides na industria de alimentos

Carotenoide Aplicacéo/ propriedade Estrutura

Corante para alimentos,

XX XYY

[3-caroteno o .
atividade de pré-vitamina A

Corante para alimentos,
a-caroteno

atividade de pré-vitamina A

B-criptoxantina  Atividade de pro-vitamina A
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OH
astaxantina Racédo para peixes XY

HO

Corante para alimentos,
licopeno N NN 0 0 U 0 0 0 T N

atividade antioxidante

Racéo para aves e corante para on

. alimentos, prevencao da
luteina XX IR

degeneracdo macular

. . HO
relacionada a idade

OH
zeaxantina Racédo para aves S0 6 26 T Y " S

HO

N g OOH

bixina Corante para alimentos
74

COOCH,

Além da funcdo corante, os carotenoides podem equ@Es atividade
antioxidante frente ao oxigénio singlet®4) e radicais livres, propriedade diretamente
relacionada com a estrutura do carotenoide (Ricm&et al., 1997).

0 '0, pode ser gerado de diversas formas, seja porgsusdisicos, quimicos
e fotoquimicos. Um destes processos, chamado desstisibilizacdo, pode ocorrer
intracelularmente ou em uma solucéo através de acamsmo de transferéncia de energia
a partir do estado eletronico triplete excitadousiea molécula orgéanica ou inorganica,
conhecida como sensibilizador (S), para o oxigémolecular no estado eletronico
fundamental triplete®Q,). Este mecanismo é conhecido como oxidacéo tifegliacdo 1).

saff . s*Ofr. s
S*+°0, O - S+0, (1)
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Outro mecanismo conhecido como tipo | consiste orandcao de radicais
livres, através da desativacdo do sensibilizadogstado triplete excitado pela associacao
direta com outra molécula, como por exemplo, osteadides. Em sistemas bioldgicos,
moléculas como clorofilas, riboflavina e porfirinabsorvem luz na regidao do visivel e
atuam como sensibilizadores para producidc'@gee radicais livres. Alguns corantes
artificiais, como azul de metileno e rosa de bemgahmbém podem atuar como
sensibilizadores.

Na presenca de um antioxidante (Q)'@ gerado pode ser desativado via
processo quimico, com formacdo de produtos de o&aléequacdo 2), ou mediante um
processo fisico de desativacdo com liberacdo dgjianea forma de calor (equacéo 3) (Di
Mascio et al., 1989). Os carotenoides também atttano desativadores de radicais livres.

'0, + Q O . Produtosleoxidacéo (2)
'0, + QO - %0, + Q + calor 3)

Os testes para medir a atividade antirradical Ipodem ser divididos em dois
grupos: métodos diretos que avaliam a peroxidaigidida no qual se usa um substrato
(lipidio, lipoproteina) e mede-se o grau de inibigé oxidacéo e, os metodos indiretos que
medem a habilidade de aprisionar ou desativar asdlivres. Os procedimentos indiretos
empregados na avaliagdo da capacidade antirrddi@able compostos puros e de extratos
complexos estdo baseados na medida do consumodiaisalivres estaveis quando
adiciona-se um agente antioxidante a solucdo. Assimlecréscimo da concentracdo do
radical livre esta relacionado com a habilidade@mposto adicionado de capturar radicais
livres (Prior et al., 2005; Roginsky e Lissi, 2005)

O radical ABTS" (2,2 azino-bis-3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfonicodm
sendo muito utilizado na andlise indireta da asidil antirradical livre por apresentar
algumas vantagens como rapidez, estabilidade kdt® de manuseio (Prior et al., 2005;
Roginsky e Lissi, 2005). Este método € consideradométodo indireto, pois o valor da
capacidade antioxidante equivalente de Trolox (TEé&acteriza a capacidade da amostra
avaliada em reagir com o radical ABT® n&o de inibir o processo oxidativo diretamente
(Roginsky e Lissi, 2005).
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3. Composicao de carotenoides em alguns micro-orgamos extremofilos

Em estudos anteriores realizados com micro-orgargsnextremaofilos
verificou-se a presenca de carotenoides com esdrutespeciais e diferentes das
usualmente encontradas em alimentos (cadeia caebdiei 40 carbonos e maximo de 11
ligacdes duplas conjugadas) (Britton et al., 2004).

Lutnaes et al. (2004) identificaram carotenoidasogidicos acilados produzidos
pela bactéria termofilica haléfildRhodothermus marinusBurguess et al. (1999)
identificaram como principal componente &#&eiothermus rubero carotenoide 1f-

glucopiranosil-3,4,34'-tetradeidro-12"-diidro- B,y- caroten-2-ona (Figura 2).

Figura 2: Estrutura do principal carotenoide Me ruber.

A composicao completa dos carotenoides da badernaofilica de agua termal
sulfuradaChlorobium tepiduntepa TNO foi determinada por Takaichi et al. ()9@70s
principais carotenoides encontrados forggoaroteno, clorobacteno, e seus derivad@s 1
diidro (2,2-diidro-y-caroteno e ']12'-diidroclorobacteno), Figura 3. Em menores
guantidades foram encontrados @daroteno, OH-clorobacteno e seus ésteres de acidos

graxos glicosilados.

< N /\)\/\/W
- caroteno

Y

X XN XYY X

Clorobacteno

Figura 3: Principais carotenoides @hlorobium tepiduncepa TNO.
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Em bactérias haldfilas comidalobacterium salinariume Haloferax volcanii
foram identificados carotenoides de cadeia longa 80 carbonos, tais como, &léns
bacterioruberina, monoanidrobacterioruberina, hisabacterioruberina,
trisanidrobacterioruberina e tetraanidrobacterierina, Figura 4 (Kelly et al., 1970;
Kushwaha et al., 1974; Ronnekleiv e Liaaen-Jen$882; Ronnekleiv & Liaaen-Jensen,
1995).

OH

OH ;l/
0 6 "2 Y0 Y0 6 Y Y Y T e S
: OH

/( all-trans-bacterioruberin
R

OH

H B

2 S SN NN N N N AN N g N OH

J\ monoanidrobacteriorierine

OH

OH H
Y NN N NN N NN NN NN NN

I x

bisanidrobacterioruberii

X XYY YYD

tetraanidrobacterioruberi

Figura 4: Carotenoides delalobacterium salinariune Haloferax volcanii.
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Nos micro-organismos alcalofilicdseliorestis daurensig H. baculataforam
identificados como principais carotenoides:’4lidponeurosporeno e éster glicosidico de

OH-diaponeurosporeno, Figura 5 (Takaichi et al03)0

X SN NN

4,4-diaponeurosporeno

AN NN

éster glicosidico de OH-diaponeurosporeno

Figura 5: Carotenoides majoritarios theliorestis daurensisH. baculata.

Estudos com a bactéri@hermus aquaticusrevelaram a presenca de
carotenoides, principalmente polares, mantendoxapemlamente a proporcao de 8% de
fitoeno, 7% de (B) 6-caroteno, 50% de carotenoides polares com comptovde onda de
446 nm e 25% de carotenoides polares com comprintebnda de 452 nm (Ray et al.,
1971). No entanto, esses carotenoides polaresoné@m identificados.

Em Thermus thermophilusforam encontradosésteres glicosidicos de
carotenoides, chamados de termozeaxantinas e t@pbosantinas (Yokoyama et al.,
1995; 1996), Figura 6.
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R2

ANV

R1=Z R2=H n=6
7 R1=Z R2=H n=8
n o R1=Z R2=H n=10

R1=Z R2=2z n=6and6
HO (@] R1 R1=Z R2=Z n=6and8
O/ R1=Z R2=Z n=8and8

HO HOH

Figura 6: Estrutura das termocriptoxantinas (R1 = Z e R2 = ldas termozeaxantinas (R1

= R2 = Z) isoladas déhermus thermophilus.

4. Variaveis envolvidas no processo de producdo dearotenoides por micro-

organismos

Fatores nutricionais e fisicos, tais como natueezancentracdo das fontes de
carbono e de nitrogénio, minerais, pH, aeracdopé¢eatura e luz possuem uma forte
influéncia no crescimento celular, composicdo edpgdo de carotenoides por micro-
organismos.

Melhorar a eficiéncia da biossintese de carotesomignifica aumentar a
producdo. Juntamente com as condicbes de cultivbjossintese de carotenoides é
conduzida pelo nivel e atividade das enzimas hit&#tas. Assim, uma alta producédo pode
ser alcancada alterando-se o nivel e a atividastaglenzimas ou a via biossintética, com o
emprego de melhoramento genético (Bhosale, 2004).

As melhores condigdes e composicdo do meio de vouldevem ser
determinadas para cada micro-organismo individualengBritton, 1998). Além disso,
deve-se considerar também os custos de producdprocsssos fermentativos em grande
escala. E interessante a utilizagdo de residuasubprodutos industriais como meio de
cultivo, ja que os componentes dos meios de cufiaceem representar de 38 a 73 % do
custo total de producao (Villen, 2001).
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Estudos da composicdo lipidica da bactéfibermus aquaticusYT-1,
demonstraram que 0s carotenoides responsaveispjggteentacdo amarela representam
cerca de 60 % da membrana lipidica e em sua masdeamuito polares, dificeis de
purificar e caracterizar. O aumento progressivotelaperatura de crescimento desta
bactéria, de 50 °C para 75 °C, leva a um aumentguaatidade de lipidios totais, sendo
qgue os fosfolipideos aumentam cerca de duas veaestenoides cerca de 1,8 vezes, e
glicolipideos cerca de quatro vezes (Brock, 1978).

Borowitzka et al. (1990) estudaram o efeito de rdiftes concentracbes de
NaCl no acumulo de carotenoides jprnaliella salinae observaram que a porcentagem
de luteina, em relacdo ao total de carotenoidesindi e a de zeaxantina aumenta quando
este micro-organismo é cultivado em concentracéeldce 20 % de NacCl.

Em relacdo aos carotenoides produzidos por bastbalfilas, Asker e Ohta
(1999) observaram que o aumento da concentracé@xigénio dissolvido e a adi¢ao de
elementos tracos (Feg1CaCZ%-7H,0, MnSG-H.,0, ZnSQ e CuS@5H,0) ao meio de
cultivo favoreceram a producao destes pigmentos.

Latha et al. (2005) em estudo com a levedirhodotorula glutinis
demonstraram que estes micro-organismos eram Gapazaroduzir carotenoides em uma
ampla faixa de pH de 2,5 a 9,5 (6timo em 5,5) etemperaturas de 29 a 32 °C. Além
disso, concluiram que a luz ndo foi fator limitame crescimento e na producdo de
pigmentos e que 0 maximo crescimento e pigmentagam atingidos utilizando-se nitrato
de sddio, como fonte de nitrogénio e glicose eofetcomo fontes de carbono.

Squina et al. (2002) demonstraram, através de ame@mento experimental
fatorial fracionado, que o caldo de cana-de-acaoaro fonte de carbono é adequado para
o crescimento de leveduras do género Rhodotorulgiiee a auséncia ou presenca de
peptona e solucdes de sais inorganicos no meiouttara; ndo proporcionam uma
producéo seletiva de algum carotendide em particula

A sacarose e a glicose séo as formas de carborsocoraumente utilizadas na
bioproducéo de carotenoides. O uso de glicose lavoaiores rendimentos na producao de
carotenoides (1000 pg/g) pdéthodotorulasp. (Buzzini e Martini, 1999). Porém, na
producdo de astaxantina @@naffia rhodozymgSutherland et al, 1996), verificou-se que
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concentracdes altas de glicose inibiram a carofarese, enquanto que a sacarose, maltose
e celobiose foram os dissacarideos que produzirathomes resultados. Um aumento na
producao de3-caroteno foi observado no cultivo & rhodozymam meio com 5 % de
glicose quando comparado a meios com teores megoeesste.

O pH é um dos parametros ambientais mais impogajute exercem influéncia
no crescimento celular e formacdo de metabdlitaga R leveduraSporobolomyces
ruberrimus(Razavi e Marc, 2006), o pH inicial apresentou efgito sobre o contetudo de
carotenoides e de biomassa. No cultivo a pH 3,6poteldos de carotenoides (2,02 mg/g)
e de células (6,81 g/L) observados foram minimosafotenogénese e 0 crescimento
foram induzidos pela elevacdo do pH de 3,5 para €0@do pH 6,0 6timo para o
crescimento celular (11,3 g/L) e formacao de pigméd,43 mg/g).
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RESUMO

Considerando que os micro-organismos extremoféasimportantes fontes de
compostos bioativos e que algumas bactérias tdaméproduzem carotenoides com
caracteristicas estruturais diferentes das enacagraos alimentos, o objetivo deste estudo
foi: identificar os carotenoides produzidos pelatéaaThermus filiformiATCC 43280),
através de cromatografia liquida de alta eficiémcaectada aos detectores de arranjo de
diodos e de massas (HPLC-DAD-MS/MS), e avaliar pacelade antioxidante dos seus
extratos ricos em carotenoides na desativacdo dizataABTS™ e do peroxido de
hidrogénio. Foram identificados o0s carotenoidesxamena (14,4 %), zeaxantina
monoglicosilada (4,7 %)zeaxantina monoglicosilada esterificada com acigosxos
saturados ramificados, com cadeia de cadeia d2,324), 12 (5,2 %), 13 (25,4 %), 14 (9,0
%) e 15 (35,3 %) carbonos e derivados dos carateadiermozeaxantina-13 (0,8 %) e
termozeaxantina-15 (2,8 %). O extrato rico em egroides da bactéribhermus filiformis
apresentou capacidade de desativacdo do radicaSARDm valor de TEAC de 2,87 e

capacidade de desativacao do peroxido de hidrogeniolG, de 4,24 uM.

Palavras chave bacteria termdfila, carotenoide$hermus filiformis termozeaxantina,
atividade antioxidante, HPLC-DAD-MS/MS
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INTRODUCAO

Os carotenoides sdo pigmentos terpenoides de griamelesse em Vvarios
campos da ciéncia devido as suas propriedades @dsindiversificadas. Evidéncias
epidemioldgicas e resultados experimentais sugepgnos carotenoides provenientes da
dieta reduzem o risco do aparecimento de muitamgase tais como arteriosclerose,
catarata, degeneracdo macular relacionada com de idacancer (Peto et al. 1981;
Greenberg et al. 1990; Stahl e Sies 1996; Henneck®A7; Moeller et al. 20000s
mecanismos envolvidos ainda ndo foram totalmenteidddos, mas de maneira geral, a
reducao do risco dessas doencas envolve a redugadigdo de reacdes de oxidacdo, em
outras palavras, a prevencdo do estresse oxidasrdtante de um desequilibrio entre a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)apacidade de defesa antioxidante das
células.

Os micro-organismos acumulam varios tipos de caoides como parte da
resposta ao estresse. Foi demonstrado, em pescnsasores, que 0s carotenoides
protegem tanto bactérias fotossintéticas quant@agotossintéticas contra a foto-oxidacao
letal (Mathews, 1966).

A espécieThermus filiformisé uma bactéria termofila, pertencente a familia
Thermaceae, Gram negativa, ndo esporulada, aecalbédase e oxidase positiva (Huber e
Stetter 2004). Esta bacteria foi isolada pela primeiraeez1987 em uma fonte termal da
Nova Zelandia (Hudson et al., 1987). A bactéridiliformis produz carotenoides amarelos,
baixos niveis de acidos graxos ramificados da sédee altos niveis de acidos graxos
ramificados da série anteiso, fato este que diefe filiformis das demais espécies de
ThermugqChung et al.2000).

Estudos anteriores relataram a presenca dos caidésntermozeaxantinas,
termobiszeaxantinas e termocriptoxantinas em hastdo género Thermus (Yokoyama et
al., 1995; Yokoyama et al., 1996). Entretanto, atenoides dd. filiformis ainda nao

foram identificados.
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O presente trabalho teve como objetivos sepaidgrdificar os carotenoides da
bactériaThermus filiformis utilizando cromatografia liquida de alta efici@gnconectada
aos detectores de arranjo de diodos e espectrometrmassas (HPLC-DAD-MS/MS), e
avaliar a capacidade antioxidante do extrato nmccarotenoides na desativacao do radical
ABTS" (2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido suliéo)) e do peroxido de
hidrogénio (HO,).

MATERIAL E METODOS

Material biolégico e condicdes de cultivo

Foi utilizada a linhagemrhermus filiformis ATCC 43280), doada pelo
Laboratorio de Materiais de Referéncia do InstitNaxional de Controle de Qualidade em
Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz. O micro-organigmoeftivado em meio liquido
Castenholz TYE 1 % a 70 °C por 24-48 horas (RamaielyHixson, 1970). A cultura foi
estocada em duplicata em freezer a -70 °C comrglice

O cultivo das bactérias foi realizado em trés fag@ssecutivas. Na primeira
fase, a bactéria termofila foi cultivada em meiost€aholz TYE 1 % (pH 7,5) sob
incubacgdo a 70 °C durante 24 horas. Na segundgdeséndculo) foram transferidas duas
alcadas de cultura da placa para frascos de Erjgmnge 500 mL, contendo o meio de
cultura Castenholz TYE 1 %, e 0 micro-organismoiticubado a 70 °C, 230 rpm por 48
horas. O pré-inéculo atingiu uma populacdo dé délulas/mL. Na terceira fase foi
realizado o preparo do in6culo em Erlenmeyers d@® 10L, contendo 10 % (v/v) de pré-
in6culo, com as mesmas condi¢des de cultivo uiiigano pré-indculo.

Apoés o crescimento bacteriano nas condi¢cdes dasa@aiima, a suspensao de
células foi centrifugada a 23900 x g por 10 min0a°C e o sobrenadante descartado. A
massa celular foi lavada com &gua destilada, segledcentrifugacdo. O pellet obtido foi
congelado em placas a —35 °C e liofilizado (Liotepdelo K105, Brasil).
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Padrdes e Reagentes

Para as andalises o0s reagentes utilizados foram2’-g2inobis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] (ABTS), pelfato de potassio, acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox),ubhzle metileno (MB), lucigenina (9,9'-
Bis(N-metilacridinium nitrato)), Tris (2-amino-24iflroximetil)-1,3-propanodiol)) e Acido
L-Ascorbico padrao foram adquiridos da Sigma-Aldr{€hemie, Alemanha), o peroxido
de hidrogénio 30% da Labsynth (Diadema, Brasil) eimetilsulfoxido (DMSO) da
Mallinckrodt Chemicals (Philipsburg, EUA).

Os solventes grau cromatografico metanol (MeOHedil tert-butil éter
(MTBE) para HPLC foram obtidos da Merck (Darmsta&dlemanha) ou da Mallinckrodt
Baker (Philipsburg, EUA).

Extracdo e determinagéo dos carotenoides

O meétodo de extracao dos carotenoides a partiradsancelular liofilizada dos
micro-organismos foi adaptado do método utilizado $quina e Mercadante (2003), que
consiste em duas etapas: (a) rompimento da paeddirccom o auxilio de almofariz,
pistilo eglass bead® (b) extragcdo exaustiva dos carotenoides primeinée com acetato
de etila e posteriormente com metanol. Em seguwdagxtratos de carotenoides foram
combinados e centrifugados a 11@0g por 5 min, para separacdo da biomassa.
Posteriormente, o0 extrato de carotenoides foiaflitlr em membrana de polietiieno com
poro de 0,221m, secos sob fluxo de;d mantido em freezer (T < -86) sob atmosfera de
nitrogénio.

O teor de carotenoides totais foi usado como pdrante concentracdo na
aplicacdo dos métodos de avaliacdo da capacidatiexidante. A quantificacdo de
carotenoides foi realizada em espectrofotometrcamlanjo de diodos (Agilent modelo
8453, Palo Alto, EUA) na faixa de 220 a 750 nm.olheentracdo total de carotenoides foi

calculada através do valor obtido da absorbanciacoraprimento de onda maximo,
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utilizando coeficiente de absortividadE,[’) de 2540, referente ao carotenoide zeaxantina

em etanol (Britton, 1995).

Andlise por HPLC-DAD-MS/MS

Os carotenoides foram analisados por cromatogligfisdda de alta eficiéncia
(HPLC Shimadzu, Kyoto, Japao) conectada a detextdee arranjo de diodos (DAD
Shimadzu, Kyoto, Japao) e espectrometro de massasanalisador ion-trap e fonte de
ionizacdo quimica a pressao atmosférica (APCI) malanpositivo (Bruker Daltonics,
modelo Esquire 4000 (Bremen, Alemanha). A separdgéconduzida em coluna g
YMC (5 um, 4,6 x 250 mm) (Waters, Wilmington, EUApm gradiente linear de
metanol/éter metilert-butilico de 95:5 a 70:30 em 30 min, seguido p&&®em 10 min,
com fluxo de 0,9 mL/min e temperatura da colunatajla a 32 °C. Os carotenoides foram
identificados considerando a ordem de eluicdo HaneoGoy YMC, caracteristicas do
espectro UV-visivel obtido de 220 a 700 nm e deesp de massas (molécula protonada
(IM+H]™") e seus fragmentos MS/MS). A porcentagem de cadatenoide foi calculada

considerando-se como 100 % a soma das areas deasdarotenoides identificados.

Capacidade de desativacdo do ABTS

O radical ABTS' foi gerado a partir da reacdo em solucéo aquo$sBds (7
mM) com a solucdo de persulfato de potassio (2,48).mAs duas solucdes foram
misturadas e mantidas em repouso no escuro a taetu@eambiente por 16 horas, segundo
o0 método de Re et al. (1999). ApoOs este periosta, lucdo foi diluida em etanol até
absorbancia de 0,7 (£ 0,02), medida a 734 nm. @texte carotenoides foi solubilizado
em 1 mL de etanol e diluido para gerar diferentesentracdes de carotenoides (2, 5, 10,
15 e 20uM). Em 1,8 mL da solucdo etanolica ABTSoram adicionados 200L dos
extratos diluidos ou de etanol (branco) ou da salyadréo de Trolox (curva de calibracao

com concentracdes de 0,001-1,5 mM) em etanol, degde agitacdo. A leitura da
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absorbancia foi realizada em espectrofotometrodani3, por 10 minutos com leituras a
cada 5 segundos para acompanhar a cinética deoreagguantificacdo da capacidade
antioxidante, expressa como atividade antioxidadgaivalente a Trolox (TEAC), foi

realizada de acordo com Re et al. (1999).

Capacidade de desativacéo do 40,

A capacidade de desativacao deOhl foi medida por quimiluminescéncia,
através do monitoramento da oxidag¢do da lucigesrimaim leitor de microplacas (Synergy
Mx, Bio-Tek, EUA) de acordo com método descrito farsta et al. (2005). A reacao foi
conduzida em um volume final de 300 puL, com os isegsl reagentes nas concentracdes
finais: lucigenina (0,8 mM) dissolvida em tampéao I$FR2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-
propanodiol) 50 mM (pH 7,4), extrato de carotensiden diferentes concentracdes (0,2 —
8,4 uM) dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO), e B, (1 % m/m). As leituras de
luminescéncia foram executadas a 37 °C apés 5 minalbacdo. O acido ascorbico foi
usado como controle positivo (1 mM/L), o brancodonduzido em DMSO sem adi¢éo de
H.O,, e o controle com DMSO e,B,. Os resultados foram expressos como porcentagem

de inibicdo da oxidagéo da lucigenina pel®kide acordo com a seguinte equacao:

% deinibicdodaoxidagaalalucigeninapeloH,0, :100—( Clorato = Clivanco ] x100

C Ltontrole - C Lbranco

onde Cleywato € @ luminescéncia do sistema reacional contenektrato de carotenoides,
CLcontrole € @ luminescéncia do sistema reacional contend®OMom HO, e Clyranco € a

luminescéncia do sistema reacional contendo DM$®agb¢ao de bD..
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Carotenoides deThermus filiformis

A Dbactéria T. filiformis apresentou como carotenoide majoritare
termozeaxantina-15 (Figura 1) apresentando porgemtade area d&5,3 % dentre os
carotenoides identificadog§Tabela 1). Foram também identificados os carotEwi
zeaxantina, zeaxantina monoglicosiladazesaxantina monoglicosilda esterificada com
acidos graxos ramificados (Figura 2).
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Figura 1: Cromatograma dos carotenoides We filiformis obtidos por HPLC-DAD.

Condicdes cromatogréficas: ver texto. Processati®am.

Todos os carotenoides identificados em. filiformis apresentaram
caracteristicas espectrais semelhantes,)garde 449 + 1 nm indicando um cromoforo de
11 ligacbes duplas conjugadas. Além disso, os barmatores de estrutura fina indicam a

presenca de anptionona conjugado com o cromaforo (Anexo).
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Tabela 1: Caracteristicas dos carotenoides, obtidas por HBAD-MS/MS, produzidos
por T. filiformis.

Picd® carotenoide L Amax. (NM) % % [M+H]® Fragmentos de ions
(min) WM Ag/A,  (m/2) MS/MS m/2)
1 Zzeaxantina 8,5 335, 424, 4 19 731 713 [M+H -18] 569
monoglicosilada 449, 476 [M+H-162]", 551

[M+H-162-18]", 533
[M+H-162-18-18]"

2 alltranszeaxantina 13,1 342,424, 25 0 569 551 [M+H-18] 533
449, 476 [M+H-18-18]", 477
[M+H-18-18-56]"
3 termozeaxantina-11 15,6 339,424, 2 13 899 881 [M+H -18] 551
448, 471 [M+H-162-186], 533
[M+H-162-186-18]
4 termozeaxantina-12 17.1 336,424, 20 16 913 895 [M+H -18] 551
448, 473 [M+H-162-200], 533
[M+H-162-200-18]
5 termozeaxantina-13 18,0 338,424, 20 9 927 909 [M+H -18] 551
449, 474 [M+H-162-214T, 533
[M+H-162-214-18]
6  termozeaxantina-13 18,7 338,423, 10 14 927 nd
449, 473
7 termozeaxantina-14 20,0 337,424, 20 16 941 923 [M+H -18] 551
449, 474 [M+H-162-228], 533
[M+H-162-228-18]
8 termozeaxantina-15 21,1 339,424, 20 12 955 937 [M+H -18] 551
450, 476 [M+H-162-242], 533

[M+H-162-242-18]

9 termozeaxantina-15 22,0 338, 424, 10 11 955 937 [M+H -18] 551
449, 473 [M+H-162-242], 533
[M+H-162-242-18]

#numerado de acordo com a Figura 1

®tempo de retencéo na coluna C30

¢ gradiente linear de metanol/TBME

9 este isdmero pode sercB-ou 9'cis ou com acido graxo iso
® massa nao foi fragmentada

" nd: n&o detectado
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(b)

HO OH

o)
W n=5,6,780r9
HO 0

HO

Figura 2: Estrutura quimica dos carotenoides identificadosTefiliformis. (a) zeaxantina;

(b) zeaxantina monoglicosilada; (c) termozeaxartiba 15.

O pico 1 foi identificado como zeaxantina monogiitada (4,7 %) com [M+H]a
m/z 731 e fragmentos de massas devido a perda de upo gidroxila na forma de agua
(IM+H-18]") e perda de 162 u, caracteristico de uma hexasesid@erando que na bactéria
Thermus thermophilysa hexose ligada ao carotendide foi identificaden@ sendo
referente a uma glucose por meio de espectrosdtidi@ (Yokoyama et al., 1995), ha
grande probabilidade que a hexose presente ndugatdo carotendide produzido pédla
filiformis seja também uma glucose.
O pico 2 foi identificado como attans-zeaxantina (14,4 %) com [M+Ham/z
569 e fragmento de massas com eliminagdo de depgridroxila ((M+H-18-18)) e de
fragmento com 56 u referente a parte do gheA confirmagcdo da identificacdo foi
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realizada através da cromatografica de padrdo ldgaabzeaxantina, sendo que as
caracteristicas espectrais foram idénticas asasbtid amostra.

Os picos 3 a 9 foram identificados como termozet@xas. Todos apresentaram
perdas comuns de um grupo hidroxila ((M+H-18% de 162 u (hexose). Porém, estes
carotenoides se diferenciam entre si pelo tamanaocabeia de acido graxo que
apresentam. Ef. filiformis foram identificados: termozeaxantina-11 (2,3 %ndm+H]"
am/z 899 e fragmento de massas com eliminacédo de 1@®weniente do acido graxo
saturado de 11 carbonos, termozeaxantina-12 (5,&%)[M+H]" am/z913 e fragmento
de massas com eliminacdo de 200 u provenienteido graxo saturado de 12 carbonos,
termozeaxantina-13 (25,4 %) com [M+H]m/z927 e fragmento de massas com perda de
214 u (G3H260,) proveniente do acido graxo de 13 carbonos, umeso 9eis ou 9'cis
ou com &acido graxo iso de termozeaxantina-13 (0,8 [M+H]" am/z927 (massa nao
fragmentada), termozeaxantina-14 (9,0 %) com [M+#lin/z 941 e perda de fragmento
com 228 u proveniente do acido graxo com 14 carhotermozeaxantina-15 com [M+H]
am/z955 e fragmento de massas com eliminacédo de 282ld300,) proveniente do acido
graxo saturado de 15 carbonos e um isébmeris Bu 9'-cis ou com acido graxo iso de
termozeaxantina-15 (2,8 %) com a mesma massa e osesitagmentos da
termozeaxantina-15. Segundo a literatura, os adjasos deT. filiformis sdo em sua
maioria saturados e ramificados no antependltimmbore da cadeia (Chung et al., 2000),
no entanto a presenca e posicado da ramificacasaw@possiveis de serem detectadas pela
técnica de HPLC-DAD-MS/MS.

Pesquisas revelam que as termozeaxantinas témtémpiar na adaptacdo as
altas temperaturas das bactérias do géeerymus Estas bactérias crescem em fontes
termais e devem adequar seu crescimento a altgsetaturas. Considerando que o0s
carotenoides podem influenciar as propriedadesndo#® das membranas (Strzalka e
Gruszecki 1994). Assim sendo, foi proposto queeasdzeaxantinas contribuem para o
estabelecimento de uma fluidez da membrana apdappara o crescimento da bactéria a
altas temperaturas (Yokoyama et al., 1996; Hagh £1999).
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Capacidade antioxidante

O extrato rico em carotenoides da bactéria term@firesentou valor de TEAC
de 2,87, valor ligeiramente inferior ao do licopef®08) (Re et al. 1999). Tanto os
carotenoides da bactéria quanto o licopeno aprsedtl ligacdes duplas conjugas, a
diferenca estd nos grupos terminais destes caide=oo licopeno apresenta grupos
terminais aciclicos (grupo terminal) jA os carotenoides da bactéria apresentam grupos
terminais ciclicos (angdl), o que provavelmente diminui a capacidade detides@ radical
ABTS™. Segundo Miller et al. (1996) a habilidade dosotamoides de desativarem o
radical ABTS" aumenta com a extensdo do sistema de ligacGessdapigugadas, no
entanto, a presenca de grupos terminais ciclicogdi a contribuicdo da dupla ligacdo na
capacidade de desativacdo do radical. Por outim, kadextrato rico em carotenoides da
bactéria terméfila apresentou valor superior de TEd dop-caroteno (2,57) (11 ligacdes
duplas conjugadas e 2 anéBs terminais) e zeaxantina (1,40) (11 ligacdes duplas
conjugadas, 2 OH e 2 andisterminais) (Miller et al. 1996), embora estes temoides
possuam o mesmo cromoforo e se diferenciem petaigatie.

Como pode ser observado na Figura 3, a capacidadesativacao dof, foi
dose-dependente da concentracdo de carotenoidetr&to da bactérid. filiformis
apresentou capacidade de desativap@ldom um IGy de 4,24 uM. Este valor foi inferior
ao encontrado por Tian et al. (2007) para o licop@@so de 70 uM), luteina (I6g de 120
HM) e zeaxantina (l§ de 200 uM).

Pesquisas anteriores demonstraram que a capacidatiexidante dos
carotenoides esté relacionada ao comprimento tesasde duplas ligagbes conjugadas e a
presenca de grupos funcionais (Albrecht et al.0pQ0frovavelmente no caso do extrato de
T. filiformis a presenca de grupos funcionais é o que tem nrdloéncia na atividade
antioxidante uma vez que os carotenoides dessérizaetpresentam um sistema de 11
ligagBes duplas conjugadas. Além disso, a capaeidautioxidante do extrato rico em
carotenoides d&. filiformis pode ter influéncia de outros compostos presergesxtrato,

uma vez que nao foi realizada a purificacdo daaextico em carotenoides.
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Figura 3: Capacidade de desativacdo dgOk do extrato rico em carotenoides die
filiformis. Cada ponto representa a média + desvio-padraovaloses obtidos de trés

experimentos, realizados em triplicata.

Através da técnica de HPLC-DAD-APCI-MS/MS aplicata presente estudo
foram obtidas informacfes relevantes sobre a esrutos carotenoides sintetizados pela
bactériaT. filiformis. Além disso, o extrato rico em carotenoides déssderia apresentou
capacidade antioxidante na desativacdo do radi@lISK e do HO,, superior ao de
padrbes de carotenoides relatados na literatunesemando assim um potencial de

aplicabilidade no mercado alimenticio, farmacéytimcosmeéticos entre outros.
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ABSTRACT

A fractional factorial design®? was used to evaluate the effect of temperature,
pH, concentrations of yeast extract, tryptone aigdN's trace elements on the biomass,
total carotenoids and protection against singleyger by carotenoid extracts of the
bacteriumThermus filiformis In addition, the carotenoid composition was daeteed by
high-performance liquid chromatography connected tiiode array and mass spectrometer
detectors (HPLC-DAD-MS/MS). Results of the fractbrfactorial design showed that
temperature had a negative effect on biomass ptiotuand a positive effect on carotenoid
content and protection against singlet oxygen, dassi high levels of pH value,
concentrations of yeast extract and tryptone hasitive effect on biomass production
only at lower temperatures. The main carotenoids. diliformis were thermozeaxanthins.
In the tested conditions, changes in the levelshef variables influenced the biomass,
carotenoid production, and protection against singixygen, although they did not
influence the carotenoid composition. The resulfs tlhis study provide a better
understanding on the interactions among certaintiunal and cultivation conditions of a
thermophilic bacteriumThermus filiformis on biomass and carotenoid amounts, as well as

on antioxidant capacity.

Keywords: thermophilic bacterium, carotenoids, HPLC-DAD-ME, antioxidant
capacity, factorial design.
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INTRODUCTION

Carotenoids belong to a group of natural pigmentely distributed in the
nature with a huge diversity of chemical structuaesl functions. The major industrial
sources of carotenoids are chemical synthesis =mindcéion from plants and microalgae;
however, there are few carotenoids which productsoaconomically feasible (Gu et al.
2008).

The interest on carotenoids has considerably isedk#n the last years due to
the known evidence of their benefits to the humaalth (Krinsky 1994; Rajawat et al.
2009). One of the important characteristics of taroids is their ability to act as
antioxidants, protecting cells and tissues from algimg effects of free radicals and singlet
oxygen {0O,). The free radicals antD, produced by the normal aerobic metabolism are
highly reactive, and in case of oxidative stre$®sé oxidants can react with various
components of living cells, such as proteins, DNA|ipids, and cause structural changes
leading to many diseases. The antioxidant mechaofsoarotenoids is attributed to their
ability to quencHO, and scavenge free radicals (Sachindra et al. 2007).

Several environments considered extreme and hastilellow survival and
growth of living organism are colonized by microangsms that are specifically adapted to
these niches. In this context, it is now recognitteat extremophile microorganisms are a
rich source of molecules of industrial interest andgreat resource for developing new
biotechnological applications that can revoluti@enaur daily lives and the advancement of
knowledge (Rothschild and Mancinelli 2001). One die properties of such
microorganisms is their ability to adapt to extreem¥ironments, in which factors, such as
pH, temperature, pressure and salt concentratiaeeel the values considered as standard
for most living beings (Gomes et al. 2007).

Among all extreme environments, the temperaturthésparameter that most
influence the function of biomolecules and the rtenance of the biological structures.
High temperature can lead to denaturation of theymes responsible by carotenoids

biosynthesis (Aksu and Tugba 2005); however, extpgrilic enzymes are characterized by
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higher thermostability and reaction rate, with pptm activity as high as 90C°
(Morozkina et al. 2010). The existence of stabletigermal environments has allowed the
selection or the persistence of microorganisms timatonly survive but also need high
temperatures to survive (Gomes et al. 2007).

Bacteria of the genus Thermus, belong to the Theeam family, are Gram
negative, aerobic, and catalase positive. In gén&€hermus bacteria have an optimum
growth between 70 and 75 °C; however, some spec®s at lower temperatures, around
60 °C. The optimum pH range for these bacteriesetsvben 7.5 and 8.0, although they can
grow at lower (~ 5.1) or higher (~ 9.5) pH valuéiiber and Stetter 2004). According to
Brock and Freeze (1969), the bacteria from Thermesus can use amino acids or
ammonium salts as nitrogen sources and sugar anmrgcids as carbon sources. Unlike
typical Gram-negative bacteria, the outer membrahd$hermus species are not composed
of lipopolysaccharides but of peculiar glycolipidshose structures seem to be strictly
involved in the adaptation to high temperature(ieeet al. 2006).

The bacteriunThermus filiformisvas first isolated in 1987 from a hot spring in
New Zealand. This bacterium synthesizes yellow teamads, low levels of iso-branched
fatty acids, and high levels of anteiso-branchety facids (Hudson et al. 1987). These
characteristics distinguish filiformis from all otherThermusspecies.

Nutritional and physical factors, such as conceiotnaand type of nitrogen and
carbon sources, minerals, pH, aeration, temperatnck light have an influence on the
cellular growth, composition and production of d¢armids by microorganisms (Britton
1998). Therefore, studies to improve conditions anthposition of the culture medium
should be carried out for each microorganism. Bbeugh, most studies were conducted
with fungi, yeast and microalgae (Bhosale 2004)jnigarelated to the production of
astaxanthin byHaematococcus pluvialigOrosa et al. 2005) an@haffia rhodozyma
(Fontana et al. 1997), and to the productiorg-@arotene byDunaliella sp. (Vandamme
1992) anBlakeslea trisporgdFeofilova 1994).

The aim of this study was to determine the simaltars influence of
temperature, pH, concentrations of yeast extragptdne and Nitsch's trace elements on

the biomass and carotenoid production, as well rashe protection againsO, by the
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carotenoid extracts produced By filiformis ATCC 43280, using a fractional factorial
design and evaluate the carotenoid profile by gHermance liquid chromatography
connected to a diode array and mass spectrometectdes (HPLC-DAD-MS/MS).T.
filiformis was chosen because although it has been firsHgritbed in 1987, only genetic
studies were found in the literature (Choi et 802, Jeon et al. 2004). In fact, to the best of
our knowledge, no report is available in the litera regarding the use of fractional
factorial design to study the biomass, carotena@typction or protection against singlet

oxygen of any bacteria from tAdermusgenus.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strain

The strain of the bacteriufhhermus filiformis ATCC 43280) was obtained
from the “Laboratério de Materiais de Referéncia ldstituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacdo Oswaldo Cruz”elddatRio de Janeiro, Brazil. The
strain was maintained in the Castenholz TYE 1 %iomdind a stock culture was stored at
-70 °C in Castenholz TYE 1 % broth with glycerol.

Culture medium and conditions

Castenholz TYE 1 % medium was sterilized in auteelat 120 °C for 20 min
at 1 atm (Hudson et al. 1987). The culture mediuas altered according to the different

conditions of the experimental design shown in @aldl and 2.
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Table 1: Independent variable levels used in the fractidmetiorial design.

Level (coded)
Independent Variable

-1 0 +1
X1 Temperature (°C) 65 70 75
Xz pH 7.0 7.5 8.0
X3 Tryptone (g/L) 5.0 7.5 10.0
X4 Yeast extract (g/L) 5.0 7.5 10.0
Xs Nitsch's trace elements (mL/L) 2.0 3.0 4.0

The cultivation of the bacterium was carried outhree consecutive phases. In
the first phase, the bacterium was grown in CastenhYE 1 % medium and incubated at
70 °C for 24 hours. For the second phase (pre-inoty part of the culture was transferred
to Erlenmeyer flasks of 500 mL, containing cultbreth, following by incubation at 70 °C,
230 rpm during 48 hours. The pre-inoculum reacheellalar density of 1cells/mL.

In the third phase, the inoculum was prepared ierteneyer flasks of 1000 mL,
with 10 % (v/v) of pre-inoculum, followed by incuii@n at the same conditions used in the

pre-inoculum.

Experimental design and statistical analysis

A fractional factorial design was used in ordeet@luate the effect of certain
conditions of the culture medium and cultivationdrg biomass production (g/L of culture
broth), total carotenoidsi§/g of dry biomass) and protection agait®s by the carotenoid
extract (%). The values for the levels of each preaelent variable: temperaturCy, pH,
concentrations of yeast extract (g/L), tryptoneLYgdnd Nitsch’s trace elements (mL/L),
Table 1, were established based on literature dhtaut thermophile microorganisms
(Hudson et al. 1987; Boone et al. 2001). A fraaiofactorial design 2! with 3 central
points (Box et al. 1978) was used, totalizing 1pesnents (Table 2).

The experimental responses were analyzed usingBkgerimental Design”
module of the Statistica 6.0 program (Statistic®130to determine the effect of the

independent variables (temperature, pH, conceotstiof yeast extract, tryptone and
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Nitsch's trace elements) and the interaction amibregn on the following responses:
biomass production, total carotenoid levels andgution againstO,.

Determination of dry biomass

The inoculum was centrifuged at 23900 g by 10 mid@&°C in refrigerated
centrifuge (Sorval Instruments RC5C — Dudrand the supernatant was discarded. The
cellular mass was washed once with distilled wiibowed by centrifugation. The pellet
was frozen in Petri dishes at -35 °C for later Ze2drying and weighing for quantification

of the dry biomass produced by culture liter.

Determination of carotenoids

The carotenoid extraction was carried out accordinthe method of Squina
and Mercadante (2003), with some modifications. Taeotenoids were exhaustively
extracted by maceration of dry biomass (30 mg) iyl acetate firstly and then with
methanol in porcelain capsules with glass beadsywed by centrifugation at 1100 g for 5
min. This procedure was repeated several time$ tngibiomass became colorless. The
carotenoid extract was filtered in polyethylene rbesme with 0.22um pore, dried under
nitrogen flow and stored in the freezer (T < 289 under nitrogen atmosphere.

The total carotenoid content was calculated udmegabsorbance measured at
the maximum wavelength\{ay in a diode array spectrophotometer (Agilent md#s3,

Palo Alto, USA) in the range from 220 to 700 nmeTdoncentration of carotenoids was

calculated using the Lambert - Beer law and absorptoefficient EL:) of 2450 for

zeaxanthin in ethanol (Britton 1995).

In addition, the carotenoids were analyzed by lpghfermance liquid
chromatography connected to photodiode array angsmpectrometry detectors (HPLC-
DAD-MS/MS). The carotenoids were separated ong@YBAC column (5 pum, 4.6 x 250
mm) (Waters, Wilmington, USA) with a linear gradiei methanol/methylert-butyl ether
from 95:5 to 70:30 in 30 min, followed B®0:50 in 10 min at 0.9 ml/min and column
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temperature set at 32 °C (De Rosso and Mercad@0t®.2The carotenoids were identified
considering the elution order on thgg&YMC column, characteristics of the UV-visible

spectra, protonated molecule ((M+Hhnd MS/MS fragments (data not shown).
Determination of antioxidant activity

The percentage of protection agait® was performed by reaction of a 1 g/L
of 9, 10-dimethylanthracene (DMA), as actinometerethyl acetate with methylene blue
(MB) (13 pM) in ethanol, as sensitizer. In a cuvette of 115 880 pL of MB, 20 uL of
DMA and 100puL of extract or ethanol: ethyl acetate (1:1) (cobtwere added. The
system was submitted to an excitation source witB@W filament xenon lamp coupled to
a set of red and orange cut-off filter to avoidedir excitation of the carotenoids. The
reaction was monitored by absorbance measuremetigén 200 and 800 nm during 10

min.
The protection was calculated according to equdtion
DMA _ kDMA+CAR
% protection= ——% %100 (2)
obs
where k2% and kJWA**% were thefirst order rate constants for DMA (absorbance &t 3

nm) in the absence and presence of carotenoidcextespectively.

RESULTS

The results summarized in Table 2 show the infleeat temperature, pH,
concentrations of yeast extract, tryptone and Nisstrace elements on the contents of dry
biomass, total carotenoid and protection agafi@t by carotenoid extracts, using a
fractional factorial design. The effect of eachtémcand their interactions were obtained

with confidence interval of 95 % (Table 3).
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Table 2: Matrix with coded values of the fractional factoriesign 2 and responses
obtained forrhermus filiformis.

Variable level (coded) Response
Biomass (g  Carotenoids
Assay X X, X3 X4 Xs of cells/ L (ng/g of dry % protection*
of culture) biomass)
1 -1 -1 -1 -1 1 0.380 475.1 515
2 1 -1 -1 -1 -1 0.380 1517.4 85.1
3 -1 1 -1 -1 -1 0.329 383.9 46.1
4 1 1 -1 -1 1 0.380 823.6 49.0
5 -1 -1 1 -1 -1 0.476 473.5 33.6
6 1 -1 1 -1 1 0.451 1093.9 82.9
7 -1 1 1 -1 1 0.464 489.6 57.1
8 1 1 1 -1 -1 0.384 1328.6 71.9
9 -1 -1 -1 1 -1 0.491 688.2 34.4
10 1 -1 -1 1 1 0.520 1019.6 42.7
11 -1 1 -1 1 1 0.504 493.0 314
12 1 1 -1 1 -1 0.113 559.4 64.8
13 -1 -1 1 1 1 0.376 137.6 43
14 1 -1 1 1 -1 0.169 845.6 40.4
15 -1 1 1 1 -1 0.658 336.5 48.9
16 1 1 1 1 1 0.122 694.9 60.5
17 0 0 0 0 0 0.327 318.9 65.7
18 0 0 0 0 0 0.322 369.9 42.2
19 0 0 0 0 0 0.331 276.7 39.0

X1 — temperature; X— pH; X; — yeast extract; X- tryptone; X% - Nitsch's trace elements
"% of DMA protection againso,.
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Table 3: Effect of the variables on the biomass productiotal carotenoid production and
protection against singlet oxygen (only the sigmifit values are shown).

Response Effect of the Significant Variables p R
X1 -0.15 <0.001
X1*X 5 -0.09 0.002
X1*X3 -0.07 0.015
_ _ X1*X 4 -0.13 <0.001
Biomass production (g/L) 0.96
X1*Xs 0.08 0.005
X*X 3 0.08 0.008
X3*X 4 -0.08 0.008
X3*X5 -0.09 0.003
_ ) X1 550.72 0.001
Total carotenoid productiomg/g) 0.82
X4 -226.34 0.090
X1 3.96 <0.001
% of protection X4 -3.12 0.001 491
X2*X 3 2.08 0.014
X2*X 4 2.35 0.008

X1 — temperature; X— pH; X; — yeast extract; X— tryptone; % - Nitsch's trace elements.

Effect of the independent variables on biomass pradttion

The assay with the highest yield of biomass wasbmini5 (Table 2) with
0.658 g/Lwhere the variables temperature and concentratioNitsch’s trace elements
were adjusted at the lowest level (65 °C and 2.0unlespectively) and pH, concentrations
of yeast extract and tryptone at the highest 1é&€l, 10.0 and 10.0 g/L, respectively). The
lowest biomass production was observed in assaybaurh2 with 0.113 g/lwhere the
values of temperature, pH and concentration ofttryp were adjusted at 75 °C, 8.0 and
10.0 g/L, respectively, whilst concentrations oageextract and Nitsch’s trace elements at
10.0 g/Land 2.0 mL/L, respectively.

The results reported in Table 3 shows that the mnfmdebiomass production
has a R-square of 0.96, ThesRuare value is an indicator of how well the mddslthe

data, i.e., an Bquare close to 1.0 indicates that almost all efvériability was accounted
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with the variables specified in the model (Statst2001). For biomass production, only
temperature had a significant linear effect (p 80@), with higher biomass production at
lower temperatures. In addition, interactions ahperature with pH, concentrations of
yeast extract, tryptone and Nitsch’s trace elemalsts had a significant effect on biomass

production.

Effect of the independent variables on carotenoidneduction

The highest amount of total carotenoids (153@4y) was observed in assay
number 2, where the independent variables werestatjlat the lowest level with exception
of the temperature, which was fitted to the higHestl. On the other hand, the lowest
carotenoid production (137.@g/g) was observed in assay number 13 where only
temperature and pH were fitted to the lowest level.

The model adjusted for total carotenoid productiad a R-square of 0.82, and
both temperature and concentration of tryptonedanificant linear effect (p<0.001 and
p<0.090, respectively). Temperature had a poséifect (550.72) whilst concentration of
tryptone had a negative effect (-226.34). No inteoas among the independent variables
had significant effect on carotenoid production.

In order to verify the composition of carotenoideguced byr. filiformis some
assays were analyzed by HPLC-DAD-MS/MS. Indepergaritthe cultivation conditions
the identified carotenoids were the same in allsli@ples. Seven carotenoids produced by
the strainT. filiformis were identified: zeaxanthin monoglucoside, freaxaathin and
zeaxanthin monoglucoside esterified with branchety facids containing 11, 12, 13, 14
and 15 carbons (Figure 1). In all the assays, th@mntarotenoid was thermozeaxanthin-15

showing percentage ranging from 34.8 to 62.3 %Uffe@, table 4).
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Figure 1: Zeaxanthin monoglucoside esterified with branchéty tcids.
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Figure 2. Chromatogram, obtained by HPLC-DAD, of the camoids from Thermus
filiformis from assay 8. Peak characterization is given ibl&@at. Chromatographic

conditions: see text.

According to the results presented in table 4,r#mge of temperature studied
showed influence on the carotenoid amounts, althoudid not favor the biosynthesis of
any particular carotenoid. On the other hand, lopldrvalue (pH 7.0) seems to favor the
production of thermozeaxanthin—15 (62.3 %) overrrtfttzeaxanthin—13 (17.2 %) as
verified for assay 2, since at pH values of 7.54gs17) and 8.0 (assay 8 and 15) the
percentages of thermozeaxanthin—-13 (25.4 to 32.@nd)thermozeaxanthin—15 (34.8 to

35.9 %) were similar. In addition, free zeaxanthias produced in higher amounts when
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the pH of the medium was adjusted at higher valuekgating that the expression attX,

gene coding for zeaxanthin glucosylase, seems tioa regulated at higher pH values.

Table 4: Main carotenoids produced By filiformis.

0\ *
Peak Carotenoid Assay 2 AssayAérea = Assay 1% Assay 17
1 zeaxanthin monoglucoside 5.5 4.7 6.9 4.8
2 alltrans-zeaxanthin 4.4 14.4 8.1 6.9
3 thermozeaxanthin-11 1.9 2.3 1.8 2.2
4 thermozeaxanthin-12 2.8 5.2 1.7 5.1
5 thermozeaxanthin-13 17.2 254 29.0 32.0
6 thermozeaxanthin-13 0.7 0.8 7.7 3.3
7 thermozeaxanthin-14 4.9 9.0 5.3 6.9
8 thermozeaxanthin-15 62.3 35.3 34.8 35.9
9 thermozeaxanthin-15 0.2 2.8 4.7 2.8

*percentage of area from the chromatogram peaks.
" the culture conditions of these assays are showfebles 1 and 2.

#this isomer can be 6is or 9" cis or with iso branched fatty acid.

Effect of the independent variables on antioxidantapacity

Since the carotenoid profiles were similar in difiet conditions, the protection
against'O, by carotenoid extracts showed a behavior thaejgeddent on the amount of
carotenoids present in each extract. Thereforehitigest percentage of protection against
singlet oxygen (85.1 %) was observed in the assd#ly the highest carotenoid content
(assay 2) and the lowest percentage of protecgiamat singlet oxygen (4.3 %) was in the
assay with the lowest content of carotenoid (agdSy

The model developed for antioxidant activity hald-aquare of 0.91. As well as
for total carotenoid production, this response dlad temperature and concentration of
tryptone with significant linear effect (p<0.001dap<0.014, respectively). Moreover, the
interaction between pH and concentration of yeastaet and pH and concentration of

tryptone were also significant for the antioxidantivity.
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DISCUSSION

In the present study, the highest biomass amoustpraduced in the medium
with the highest concentrations of yeast extradttayptone (10 g/L). In disagreement with
this data, Brock and Freeze (1969) observed arbitony effect of carbon and nitrogen
sources on the cell growth cultures Taf aquaticuswith high tryptone and yeast extract
concentrations (10 g/L) at pH 7.1. On the otherdh&aiki et al. (1972) isolatedTdermus
strain that grew in a medium with 1% tryptone aedst extract indicating that the problem
with rich culture medium was a decrease in the pHier at high temperature (~ 70 °C).
This fact can be confirmed by the results obsemeatssays 13 and 15 (Table 2), that were
performed at the same temperature and concentsatibyeast extract and tryptone but at
different pH values, half of the biomass amount waxluced at pH 7.0 as compared to the
assay with pH 8.0

A positive influence of high temperatures on camotd production was found
in this study. According to the literature, otheicraorganisms also had an increase in
carotenoid production at higher temperatures. ojahjet al. (1994) suggested that the
growth of Haematococcus pluvialiat high temperatures might enhance the formatfon o
active oxygen species in the cells, which is respgwe for the stimulation of
carotenogenesis. A threefold increase in the caoidecontent was observed when the
temperature oMucor rouxii cultures was raised to 40 °C as compared to theuatn
obtained at the optimum growth temperature of 28(Mosqueda-Cano and Gutierrez-
Corona 1995).

The biomass and carotenoid production have an sevieehavior in relation to
temperature; while lower temperatures had a pesgifect on biomass production higher
temperature were preferable for carotenoid prodact\ similar behavior was also noticed
in investigations about lipolytic enzyme productiomThermus thermophilu®ominguez
et. al. 2005).

The carotenoids identified if. filiformis were mainly thermozeaxantins, which
are formed by tw@-ionone rings plus a glucose moiety and a brandatty acid. These

carotenoids are probably associated with the memebsance this type of carotenoid
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structure is associated with microorganism memlzdheatnaes et. al. 2004). Moreover,
membrane stabilization is considered essentiatfergrowth of thermophilic bacteria at
high temperatures and bacterial carotenoids playingyortant role in reinforcing the
membrane (Yokoyama et. al. 1995; Hara et. al. 2008)

As expected, the protection against singlet oxygewm total carotenoid
production showed a direct relationship, the assgatfs higher amounts of carotenoids had
greater percentage of DMA protection. T quenching activity of carotenoids in organic
solvent is mainly dependent on the number of caated) double bonds and to a lesser
extent influenced by carotenoid end groups (cyatiacyclic) or the nature of substituents
in the cyclic end groups (Tatsuzawa et. al. 20@03. also well known that carotenoids are
efficient quenchers of both excited triplet stafepbotosensitizers and singlet oxygen,
mainly by an energy-transfer mechanism (Montenegral. 2004).

In conclusion, evaluation of the influence of temgpere, pH, concentrations of
yeast extract, tryptone and Nitsch’s trace elemeaitswed the definition of favorable
conditions for biomass, carotenoid production aact@ntage of protection against singlet
oxygen forT. filiformis. Since the effect of temperature was significarit dantrary for
biomass amount and production of carotenoids, sieeafi a two-phase cultivation process,
where the production of carotenoids is separateth fthe cellular growth stage, would
allow the achievement of both, high levels of daltigrowth and of carotenoids.
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CONCLUSAO GERAL

Com a aplicacdo da cromatografia liquida de aliaiéfcia acoplada aos
detectores de arranjo de diodos e de espectronttriaassas (HPLC-DAD-MS/MS) foi
possivel a identificacdo de nove carotenoidest&atios pela bactéria terméfilehermus
filiformis. Os carotenoides identificados foram termozearastique consistem no
carotenoide zeaxantina, acilado com uma glicosgitishda com diferentes acidos graxos.
O carotenoide majoritario encontrado foi a termgae#ina-15 (35,3 %), seguido da
termozeaxantina-13 (25,4 %), zeaxantina livre (1%% termozeaxantina-14 (9,0 %),
termozeaxantina-12 (5,2 %), zeaxantina monogliadsil(4,7 %), termozeaxantina-11 (2,3
%) e derivados dos carotenoides termozeaxantin@;8%6) e termozeaxantina-13 (0,8 %).

Através do planejamento experimental fatorial fsaedo foi possivel avaliar o
efeito das variaveis: temperatura, pH, quantidadetriptona, extrato de levedura e
elementos tracos de Nitsch no crescimento da bmmmgzoducdo de carotenoides e
porcentagem de protecdo contra 0 oxigénio singlet@orcionada pelo extrato rico em
carotenoides da bactéria filiformis. Dentro das faixas estudadas para cada variavel, a
temperatura foi a variavel que mais influenciou respostas, sendo que um aumento na
temperatura provocou a diminuicdo na quantidadei@®assa e um aumento na producéo
de carotenoides e da porcentagem de protecdo cmrixdgénio singlete proporcionada
pelo extrato rico em carotenoides. Estas duas ddtimespostas apresentaram relacao
positiva, isto é, quanto maior a quantidade detenoides, maior a porcentagem de
protecdo contra o oxigénio singlete, uma vez querdil de carotenoides foi semelhante
nos diversos pontos do planejamento, indicando agudiferentes condi¢cdes de cultivo
estudadas nédo favoreceram a sintese de um cadsegpecifico.

Em relagéo a atividade antioxidante, na o extrato em carotenoides dE.
fifliformis apresentou valor de TEAC ligeiramente inferior adidopeno, porém superior
ao dof-caroteno e ao de zeaxantina. Na desativacdo dxigderde hidrogénio, o extrato
rico em carotenoides de filiformis apresentou uma capacidade de desativacdo cgim IC
de 4,24 uM.
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ANEXO

ESPECTROS DE MASSAS E UV-VISIVEL DOS CAROTENOIDES
IDENTIFICADOS EM Thermus filiformis.

0.0401 448
0,035-
1 472
. 0,030
< ]
5
< 0,025
s | HO. g
o
£ 00201
2 1 HO OH
S 0,015
e} { OH
< o010{ 336
0,005
0,000- : : : . . .
300 350 400 450 500 550 600
)\méx
MS (731) - MS/MS (731) [M+H-162-18]"
100+ _ 551
[M+H]+ 100
731
i +
g 80 = 80 [M+H-18]
S S 713
s g
T 60 % 604
< kS
& 713 &
< ©
g <
g™ 2 4 [M+H-162]+
2 2 +| 569
E S [M+H-162-18-18]
< 201 2 204 538
0 H\HM Hh“ \H H\H\H | \MH‘\ HMH\HMH H‘ il \hHMH TN 0 J H M il ”‘.“ M}\H | \' 1 HHI .
300 400 500 600 700 800 900 300 400 500 600 700 800
m/z m/z

Figura 1: Espectros UV-visivel e de massas do eaodie zeaxantina monoglicosilada.
Solvente: gradiente linear de metanol/ éter ntetttbutilico; fonte de ionizagdo APCI no
modo positivo.
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Figura 4: Espectros UV-visivel e de massas do eaoide termozeaxantina-12. Solvente:
gradiente linear de metanol/ éter meétt-butilico; fonte de ionizacdo APCI no modo

positivo.
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Figura 5: Espectros UV-visivel e de massas do eaoide termozeaxantina-13. Solvente:

gradiente linear de metanol/ éter meétt-butilico; fonte de ionizacdo APCI no modo
positivo.
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Figura 6: Espectros UV-visivel e de massas do eaoide identificado isdmero de
termozeaxantina-13 (8is ou 9'cis ou com acido graxo iso). Solvente: gradiente lirtea

metanol/ éter mettiert-butilico; fonte de ionizagcdo APCI no modo positivo
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Figura 7: Espectros UV-visivel e de massas do eaoide termozeaxantina-14. Solvente:
gradiente linear de metanol/ éter meétt-butilico; fonte de ionizacdo APCI no modo

positivo.
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Figura 8: Espectros UV-visivel e de massas do eaoide termozeaxantina-15. Solvente:
gradiente linear de metanol/ éter meéft-butilico; fonte de ionizagcdo APCI no modo
positivo.
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Figura 9: Espectros UV-visivel e de massas do eaodde identificado isdmero de
termozeaxantina-15 (&s ou 9'is ou com acido graxo isso). Solvente: gradientealime
metanol/ éter metiert-butilico; fonte de ioniza¢cdo APCI no modo positivo



