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INTRODUCAO

Dentre os pigmentos naturais, os carotendides so-
bressaem-se devido as suas propriedades e fungdes. Além
de atuarem como corante, possuem fungdes fisiologicas

O uso de microalgas e cianobactérias como fontes de nutrientes e
substancias bioativas para alimentos e suplementos alimentares
vem despertando grande interesse nos ultimos anos. Por meio de
cromatografia em coluna aberta com espectrofotometria de
absor¢ao, cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
de conjunto de diodos, cromatografia em camada delgada e reacoes
de grupos funcionais, foram identificados trans- e cis-f3-caroteno,
equininona, (3-criptoxantina, 3-hidroxi-4’-cetocarotendide,
zeaxantina e 3,3-diidroxi-4’-cetocarotendide em Synechocystis
pevalekii. A cianobactéria Synechocystis pevalekii apresentou-se
verde em condi¢oes normais de cultivo devido a presen¢a de
clorofilas. Com o cultivo em condi¢oes de “stress” (redugdo de
80% dos nutrientes do meio Conway original), as clorofilas
desapareceram e a cianobactéria apresentou coloragdo laranja.
O f-caroteno diminuiu de 307 para 248 ug/s e a 3-criptoxantina
de 94 para 13 ug/g. Por outro lado, a zeaxantina aumentou de 29
para 220 ug/g. S. pevalekii, portanto, apresenta potencial comercial
como fonte de zeaxantina, carotenoide apontado como responsavel
pela acdo protetora contra a degeneragdo macular e catarata, junto
com a luteina. Os resultados demonstram que as condi¢oes de
produgdo da cianobatéria podem ser estabelecidas de tal forma
que a biossintese de carotendides importantes para saude humana,
de dificil obtencdo, seja favorecida. Ja existem varias fontes
comerciais de [3-caroteno, mas sdo raras as fontes de zeaxantina.
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como atividade pro-vitaminica A, fortalecimento do sis-
tema imunologico e redug¢do do risco de doencas

1996; Olson, 1999).

degenerativas como cancer, doengas cardiovasculares,
catarata e degeneragdo macular (Krinsky, 1993; Mayne,
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Embora sofram forte competicdo com os carote-
noéides sintéticos produzidos na Europa e EUA, os extra-
tos naturais de carotendides continuam tendo um lugar no
mercado internacional. Este é o caso do urucum, do aca-
frao e da paprika.

Os carotendides sdo pigmentos amplamente distri-
buidos na natureza, encontrados em todos os tecidos
fotossintetizantes, fungos, bactérias, leveduras, algas,
animais e também em partes ndo fotossintéticas de plan-
tas, como frutas, flores, sementes e raizes.

Atualmente, microalgas e cianobactérias constitu-
em-se em fontes para obtengdo de carotenoides. As
microalgas vém sendo investigadas para uso em alimen-
tos ou ragdes por mais de quatro décadas. Mais recente-
mente, o principal interesse ¢ a sua utilizagao na produgao
de uma gama de compostos como polissacarideos,
lipideos, pigmentos, vitaminas, esterois, enzimas, antibi-
oticos e farmacéuticos (Borowitzka, 1988; Kay, 1991). O
cultivo de microalgas, como Dunaliella salina, pode ser
ao ar livre, assim demandando investimento relativamente
baixo na constru¢ao e manutengao do sistema de produgao
de biomassa.

Existem hoje fabricas bem estabelecidas para produ-
¢do de microalgas e cianobactérias em Taiwan
(Chlorella), Tailandia (Spirulina), EUA (Spirulina,
Dunaliella, Haematococcus), Australia (Dunaliella,
Chlorella), Israel (Dunaliella), Republica Tcheca
(Scenedesmus) e México (Spirulina) (Borowitzka, 1993;
Gouveia et al., 1996). Instalagdes menores estao operan-
do ou estdio sendo implantadas na india, China, Vietn,
Chile, Franga, Espanha e Africa do Sul.

Para a ampliagdo da comercializacao de produtos de
microalgas e cianobactérias, maiores estudos sdo necessa-
rios. Isso inclui a caracterizagdo quimica de novas espéci-
es, bem como a investigacao detalhada da biologia e fisi-
ologia das espécies escolhidas. Para manter a competiti-
vidade, algumas providéncias sdo necessarias, como a
completa utilizacdo da biomassa, a reciclagem do meio de
cultura, a produgdo durante o ano, o baixo risco de conta-
minagdo, o baixo custo da coleta da biomassa e da obten-
cao de ingredientes estaveis e eficazes (Gouveia et al.,
1996).

Os carotenoides primarios sdo sintetizados por
microalgas sob condi¢des normais, favoraveis ao cresci-
mento celular. Em condigdes de “stress”, as microalgas
sintetizam carotenodides secundarios como um mecanismo
de defesa. A formagdo de carotenodides secundarios pode
ser provocada pela limitagao de nitrogénio, luz de alta
intensidade, pH, salinidade e presenca de outros compos-
tos organicos (Ben-Amotz et al., 1982; Rise et al., 1994;
Orosa et al., 2001).
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O objetivo deste estudo foi determinar a composi¢ao
de carotenoides de uma espécie nativa, contribuindo para
0 conhecimento sobre os recursos naturais brasileiros.
Além disso, foi também estudado o efeito do cultivo da
espécie sob limitagdo por nutrientes na composi¢ao de
carotendides da biomassa obtida.

MATERIAL E METODOS
Cultivo da Cianobactéria

Os cultivos de Synechocystis pevalekii, isolada do
litoral de Ubatuba, Sao Paulo, foram realizados no Insti-
tuto de Biologia da Universidade Federal do Rio de Janei-
ro, sob as condi¢des descritas a seguir: aeracao (2,0 L de
ar/min.), temperatura de 22 + 1 °C e em ciclos de 12 h de
claro (320 pE.cm™.s")/12 h de escuro. Foi utilizado o meio
Conway (Walne, 1966), com salinidade de 32%o. Para o
cultivo de S. pevalekii realizado sob estresse de nutrientes,
os nutrientes foram reduzidos a 20% do meio Conway
original. O cultivo normal e sob limitacdo de nutrientes
foram realizados simultaneamente.

Para verificar a cinética de crescimento da
cianobatéria, aliquotas foram retiradas diariamente por 18
dias. Para a caracterizacao dos carotenoides, realizada em
duplicata, a amostragem foi feita no 15°dia, quando os cul-
tivos encontravam-se em fase estacionaria de crescimento.

Analise de Carotendides por Cromatografia em
Coluna Aberta

A cromatografia em coluna aberta (CCA) foi reali-
zada de acordo com Rodriguez-Amaya (1999), adaptan-
do-a as caracteristicas da cianobactéria.

Primeiramente, foram avaliados dois procedimentos
de extragdo, comumente usados em laboratorios. O proce-
dimento 1 € o que ¢ tradicionalmente utilizado para a ex-
tracdo de carotendides de microalgas e cianobactérias. O
procedimento 2 € usado em nosso laboratério para verdu-
ras, frutas e outros alimentos.

Procedimento 1: A amostra foi centrifugada, para
que se retirasse o sobrenadante. As células sedimentadas,
contendo carotenoides e clorofilas, foram sucessivamen-
te centrifugadas com acetona, até que toda coloragdo fosse
retirada, isto €, até que o solvente continuasse incolor ou
o sedimento esbranquicado.

Procedimento 2: A amostra foi triturada em um
almofariz, junto com acetona gelada e Hiflosupercel. Em
seguida, foi feita a filtragcdo a vacuo, utilizando um funil
sinterizado (porosidade 2). Este processo foi repetido até
que o solvente ficasse incolor ou o residuo, esbranquigado.
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Os carotenodides foram transferidos de acetona para
éter de petrdleo, em um funil de separagdo, com auxilio da
agua, adicionando o extrato aos poucos até que todos os
carotenodides fossem transferidos para o éter de petroleo.
Apbs trés ou quatro lavagens, a solucdo etérea de
carotenoides foi recolhida.

Para efetuar a saponificacdo, ao extrato de pigmen-
tos em éter de petréleo, foi adicionada solugdo metandlica
de KOH 10% contendo 0,1% de butil-hidroxitolueno
(BHT), na propor¢do de 1:1, e a mistura foi deixada por
cercade 12 h, a temperatura ambiente, no escuro. O alcali
foi eliminado por sucessivas lavagens com agua, até ob-
ter-se pH neutro. Apos recolhimento da fase superior, foi
adicionado sulfato de sddio anidro para retirar vestigios de
agua do extrato.

O extrato foi concentrado a vacuo em rotoevapo-
rador com temperatura maxima de 35 °C, a concentragao
foi completada em corrente de nitrogénio.

A separagdo dos carotendides foi conseguida em
uma coluna de vidro de 2,5 cm de diametro e de 28,0 cm
de altura, empacotada com mistura de MgO:Hiflosupercel
(1:1) a altura de 12 cm. Uma pequena quantidade de sul-
fato de sd6dio anidro foi adicionada (2 cm) no topo da co-
luna para reter eventual agua residual do extrato.

Mantendo o vacuo, a coluna foi molhada com éter
de petroleo. Apos regulagem do fluxo, foi feita a aplica-
¢do do extrato concentrado de carotenoides. A fase movel
foi constituida de combinagdes de éter de petroleo, éter
etilico e acetona.

Foi estabelecido o seguinte perfil de eluigdo: 50 mL
cada de éter de petréleo puro e 1% de éter etilico; 100 mL
de 2% de éter etilico; 50 mL de 15% de acetona; 30 mL de
20% de acetona; 50 mL cada de 25%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80% de acetona com todos os solventes cita-
dos em éter de petroleo e, finalmente, 50 mL de acetona
pura e 20% de dgua em acetona.

No caso da Synechocystis pevalekii, cultivada em
condicao de estresse, a eluicao foi feita da seguinte forma:
50 mL de éter de petroleo puro; 15 mL de 1% de éter
etilico; 20 mL de 2% de éter etilico; 50 mL cada de 5% e
8% de éter etilico; 30 mL de 1% de acetona, 40 mL de 2%
de acetona, 50 mL cada de 5% e 10% de acetona; 30 mL
de 15% de acetona; 50 mL de 20% de acetona; 40 mL de
30% de acetona, 20 mL de 40% de acetona, 50 mL cada de
50%, 60% de acetona, 20 mL de 70% de acetona, 30 mL
de 80% de acetona com todos os solventes citados acima
em éter de petroleo e, finalmente, S0 mL de acetona e 20%
de 4gua em acetona.

As fragdes contendo acetona foram lavadas com
agua destilada em funil de separacdo e recolhidas. Apos
adicao de sulfato de sédio anidro, as fragdes foram decan-
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tadas, concentradas ou diluidas a um volume adequado
para leitura.

O espectro de absor¢ao de cada fracdo separada por
CCA foi registrado na faixa de comprimento de onda de
300 a 550 nm, utilizando um espectrofotometro marca
Beckman, modelo DU-640. Os comprimentos de onda de
absor¢do méaxima (A __ ) foram comparados com os valo-
res tabelados por Davies (1976) e Britton (1995).

Um conjunto de parametros foi utilizado para a
identificagdo dos carotenoides: (1) o comportamento
cromatografico em CCA, cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e cromatografia em camada delgada
(CCD) desilica-gel desenvolvida com 5% de metanol em
tolueno; (2) espectro de absorcao; (3) reagdes quimicas.

Na placa de silica-gel, desenvolvida com 5% de
metanol em tolueno, os carotenos eluiam junto com a frente
de solvente e as xantofilas ficavam retidas em menor ou
maior grau, conforme o niimero e tipo de grupos funcionais.

Para verificar a presenca de carotenodides epoxi-
dados, a placa desenvolvida foi exposta a vapores de HCI
concentrado por 3 a 5 minutos. A presenga de epoxicaro-
tenodides foi manifestada pela mudanga da colaboragao
amarela para azul.

No caso de um apocarotenol, foi necessaria a reacdo
de reducdo, que consistiu na colocacdo de cristais de
boroidreto de s6dio a solugdo do pigmento dissolvido em
etanol 95% e a mistura deixada durante trés horas na gela-
deira. A resposta positiva foi manifestada pela transforma-
¢ao da unica maxima de absorc¢do, caracteristica de
cetocarotendide, em trés maximas, tipicas de hidroxicaro-
tendides e abaixamento do R, (fator de retengdo) na cama-
da delgada.

Para comprovar a presenca de hidroxilas, utilizou-se
areacdo de acetilacdo. Esta reagdo consistiu em juntar 0,2
mL de anidrido acético ao pigmento ja dissolvido em
piridina (cerca de 2,0 mL). A mistura foi deixada por 21
horas no escuro a temperatura ambiente. Apos a transferén-
cia do carotendide ao éter de petrdleo, a reacao positiva foi
demonstrada pelo aumento do R, na camada delgada.

Havendo a confirmacdo da presenga de hidroxila,
foi necessario saber se estava em posig¢ao alilica ou ndo e
para isso foi necessaria outra reag@o, a metilagdo. Ao pig-
mento dissolvido em metanol (2,0 mL), foram adiciona-
das 5 gotas de HC1 0,2 N. Ap6s trés horas de reagao, a
temperatura ambiente e no escuro, o pigmento foi transfe-
rido para éter de petroleo. A reagdo positiva foi manifes-
tada pelo aumento do valor de R na camada delgada.

Quantificacao dos Carotendides

A cianobactéria ainda com meio de cultivo foi mis-
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turada por agitacdo manual leve. Para determinar o peso
por volume, uma aliquota com volume definido foi retira-
da e filtrada para separar o meio da cianobactéria e o liqui-
do extracelular na cianobactéria retirado por aquecimen-
to a 50 °C por 4 horas (condi¢des determinadas em testes
preliminares). Para a determinacdo quantitativa, uma ou-
tra aliquota foi utilizada e os carotenoides extraidos, trans-
feridos para éter de petroleo e separados cromatografi-
camente, como discutido anteriormente. A concentra¢ao
de cada carotenoide foi determinada espectrofotometri-
camente de acordo com Davies (1976).

Andlise de Carotendéides por CLAE

Os carotendides foram também analisados por
CLAE, utilizando um cromatégrafo liquido marca Varian,
modelo 9010, com detector de conjunto de diodos marca
Waters, modelo 994, ¢ integrador marca Varian modelo
4400. A coluna empregada foi Vydac 218TP54, C. , 5 um,
4,6 mm x 250 mm.

Para a amostra de S. pevalekii nao saponificada, foi
utilizada, como fase movel, metanol: tetraidrofurano
(99:1), de modo isocratico, com vazao de 0,8 mL/min.
Para a amostra saponificada e a amostra cultivada sob
“stress”, a proporc¢ao foi alterada para 98:2. Cada corrida
no método CLAE durou 40 minutos.

18°
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=
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de crescimento de Synechocystis
pevalekii cultivadas em condi¢des normais e sob limitagao
de nutrientes estdo apresentadas na Figura 1. Os dois tra-
tamentos foram iniciados com uma densidade de 6 x 103
células/mL e ap6s 24 horas o cultivo com meio de cultu-
ra completo passou a apresentar maior densidade de célu-
las (p<0,01, teste t). As diferengas entre tratamentos foram
se intensificando ao longo do crescimento dos cultivos,
culminando com a produgao de células cerca de quatro
vezes maior no controle.

Carotendides de Synechocystis pevalekii

Ambos os procedimentos para a extragao de
carotenoides mostraram-se eficientes. O procedimento 2
tem a vantagem de ser mais simples (ndo necessitando de
uma centrifuga), econdmico e rapido.

Na cianobactéria S. pevalekii foram identificados
por CCA e espectrofotometria de absor¢ao um caroteno e
cinco xantofilas. A Figura 2 mostra a separagao dos
carotendides na coluna de MgO:Hiflosupercel e na placa
de silica gel desenvolvida por 5% de metanol em tolueno.
As estruturas dos carotenoides identificados estdao na Fi-
gura 3.

—>— Meio completo
—0—20% nutrientes

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Tempo (dias)

FIGURA 1 - Curvas de crescimento de Synechocystis pevalekii em condi¢cdes normais e sob limitagdo de nutrientes. As
setas indicam o momento em que as amostras foram retiradas para as analises de carotenoides.
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FIGURA 2 - Separacdo de carotendides de S. pevalekii na
coluna de MgO: Hiflosupercel (1:1) e na placa de silica-gel
desenvolvida por 5% de metanol em tolueno.
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FIGURA 3 - Carotendides identificados em Synechocystis
pevalekii.
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Na seguinte discussdo da identificagdo, os A__ cita-
dos sdo referentes aos espectros dos carotendides em éter
de petrdleo e os R sdo os obtidos em placa de silica-gel
desenvolvida por 5% de metanol em tolueno.

A primeira fra¢do foi identificada, conclusivamente,
como [-caroteno (B,B-caroteno) através do espectro de
absor¢do caracteristico € comportamento cromatografico.
Esta fragdo, com coloragao laranja forte, foi eluida da colu-
na com 2-5% de éter etilico em éter de petroleo. Seu R, de
0,97 na camada de silica-gel foi tipico de um caroteno. O
espectro de absor¢do com A, a 447 ¢ 475 nm e ombro a
425 nm refletiu a sua estrutura biciclica com 11 duplas liga-
¢oes conjugadas.

A segunda fracao foi eluida com 2-8% de acetona em
¢ter de petroleo. Seu espectro indicou mistura, tendo A, a
376, 400, 424, 445 nm e um ombro a 470 nm. O R foi o de
um caroteno. Foi feita recromatografia em outra coluna de
MgO: Hyflosupercel (1:1), mas devido a baixa quantidade,
ndo foi possivel a sua purificagdo e identificacao.

A terceira fragdo foi eluida com 5-10% de acetona
em éter de petrdleo e apresentou coloragdo rosa. Seu es-
pectro foi caracteristico de um cetocarotendide, consistin-
do de um pico largo com A a 452 nm. Apés a reagdo de
redugdo, o espectro se transformou em trés picos comA__
a447 e 472 nm e um ombro a 423 nm, refletindo a forma-
¢a0 de hidroxila a partir de um grupo carbonilico. A pre-
senca deste grupo hidroxilico foi confirmada pela reacao
positiva a acetilag@o e sua posi¢ao alilica pela resposta
positiva a metilagao. Todas estas caracteristicas identifi-
caram, conclusivamente, a fracdo III como equininona
(B,p-caroten-4-ona).

A quarta fragdo, apresentando coloracdo alaranjada,
foi eluida da coluna com 10-20% de acetona em éter de
petroleo. Seu espectro revelou cromoforo semelhante ao de
B-caroteno com A a446 e 473 nm e um ombro a425 nm.
O Rfde 0,52 foi tipico de um caroten6ide monoidroxilado.
Foram realizadas as rea¢des de metilacao e acetilacdo, ten-
do resultados negativo e positivo, respectivamente, € 0 pro-
duto acetilado apresentando um R, de 0,90. Assim, a
hidroxila ndo estava em posicao alilica e o carotenéide foi
confirmado como B-criptoxantina (3,3-caroten-3-ol).

A quinta fragdo (coloragdo rdosea) foi eluida da co-
luna com 15-30% de acetona em éter de petrdleo. Seu
espectro foi caracteristico de um cetocarotenéide, tendo
pico largo com A a451 nm e ombro a475 nm. OR_ de
0,36, foi compativel com um carotenoéide possuindo uma
hidroxila e um grupo carbonilico. Foi realizada a reag@o de
reducdo, resultando em um espectro semelhante ao do 3-
caroteno, com A a 446 ¢ 473 nm e ombro a 425 nm.
Foram conduzidas as reacdes de acetilacao e metilacao,
tendo resultado positivo para acetilagdo e negativo para
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metilagdo. Duas estruturas eram possiveis, mas conside-
rando a resposta negativa a metilacdo, a estrutura de 3-
hidroxi-4’-cetocarotenoide (3-hidroxi-f3,3-caroten-4’-
ona) foi a mais provavel.

A sexta fracdo foi eluida da coluna com 60-70% de
acetona em éter de petroleo, apresentando coloracido
rosea. Seu espectro, com A a 448 ¢ 475 nm € ombro a
425 nm, foi caracteristico de um carotendide derivado do
[-caroteno. O Rf de 0,20 foi tipico de um diidroxilado. Fo-
ram realizadas as reagdes de metilagdo e de acetilagdo,
tendo respostas negativa e positiva, respectivamente. Es-
tes resultados identificaram conclusivamente o carote-
noéide como zeaxantina (3,-caroteno-3,3’-diol).

A sétima ¢ ultima fracdo foi eluida da coluna com
20% de 4gua em acetona; sua coloragdo era laranja clara.
Seu espectro foi caracteristico de um cetocarotenoide,
com}_a457 nm. SeuR, de 0,10 refletiu a presenca de
duas hidroxilas € um grupo carbonilico. Apds a redugdo,
0 espectro se transformou em trés picos como A a 452
e 481 nm e um ombro a 423 nm. A resposta a acetila¢ao foi
positiva e a metilagao negativa. Todas estas caracteristicas
levaram a estrutura 3,3’-diidroxi-4-cetocarotenoide (3,3’-
diidroxi-f,-caroten-4-ona).

O cromatograma tipico dos carotendides de amostra
saponificada de S. pevalekii obtido por CLAE encontra-se
na Figura4. ATabelal apresentaos A___obtidos pelo detec-
tor de conjunto de diodos dos carotendides na fase movel.

Pela ordem de eluicao e espectros de absorcao obti-
dos pelo detector de conjunto de diodos, os seguintes
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carotenoides foram identificados: zeaxantina, 3-hidroxi-
4’-ceto-carotendide, B-criptoxantina, equininona, trans-3-
caroteno e cis-f-caroteno. Assim sendo a identificacao
realizada pelo método CCA foi confirmada pela CLAE.
Os isdmeros cis e trans do B-caroteno nao separaram na
CCA de MgO: Hiflosupercel (1:1). O isomero cis carac-
terizou-se pelos A um pouco menores que os do trans €
pela presenca do pico cis a 338 nm. O pico 2 apresentou
3 espectros diferentes no inicio, meio e final do pico, por-
tanto, foi mistura dentro da qual se encontrava um
cetocarotenoide (provavelmente 3,3’-diidroxi-4’-
cetocarotenoide).

Com a amostra ndo saponificada, os mesmos
carotenoides apareceram, ao lado das clorofilas, com ex-
cecao do 3-hidroxi-4’-cetocarotendide, que nao foi detec-
tado, pois eluiu junto com a clorofila.

Pelo maior poder de resolugdo, alguns outros
carotendides foram detectados pela CLAE, mas em quan-
tidades extremamente pequenas, ndo permitindo a sua
identificacao.

Carotendides na Synechocystis pevalekii cultivada
sob estresse

A cianobactéria S. pevalekii apresenta-se natural-
mente verde, quando cultivada sem fatores limitantes.
Quando cultivada sob “stress”, no entanto, esta ciano-
bactéria assumiu coloragdo laranja. Foram identificados
apenas um caroteno, um monoidroxicarotenoide e um
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FIGURA 4 - Cromatograma obtido por CLAE dos carotentides de amostra saponificada de Synechocystis pevalekii.
Identificacdo dos picos: 1. zeaxantina, 2. nao identificado, 3. 3-hidroxi-4’-cetocarotenoide, 4. B-criptoxantina, 5.

equininona, 6. trans-p-caroteno, 7. cis-B-caroteno. Condigdes cromatograficas: Coluna C

Vydac 218TP54, 5 um, 4,6
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mm x 250 mm; fase mdvel, metanol:tetraidrofurano (98:2); vazao, 0,8 mL/min; detector de conjunto de diodos.
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TABELA | - Carotendides da Synechocystis pevalekii
identificados por CLAE com detector de conjunto de
diodos

N°do pico A__ (nm) na fase movel Identificacio

1 (426), 449, 447 zeaxantina

2 418,445,472 Nao identificado

3 461 3-hidroxi-4’-
cetocarotendide

4 (426), 449, 447 [-criptoxantina

5 463 equininona

6 (426), 449, 476 trans-f-caroteno

7 338, (423), 444, 469 cis-p-caroteno

*Fase movel: metanol: tetraidrofurano (98:2).

diidroxicarotendide na espécie produzida sob estresse. A
separacdo dos carotendides na coluna de
MgO:Hiflosupercel esta apresentada na Figura 5, junto
com o comportamento na placa de silica gel desenvolvi-
da por 5% de metanol em tolueno.

A primeira, terceira ¢ quarta fragcdes foram
identificadas como B-caroteno, B-criptoxantina e
zeaxantina, respectivamente, pelos mesmos critérios uti-
lizados anteriormente.

A segunda fracdo foi eluida da coluna com 10-20%
de acetona em éter de petréleo, com uma coloragdo ama-
rela. Seu espectro mostrou A a 376,400,426, 448 ¢ 472

421

nm. O R, foi de um caroteno. Uma recromatografia foi
realizada em coluna com diametro menor, mas devido a
sua baixa quantidade com cor amarela muito clara, nao foi
possivel sua purificagdo e identificagdo.

Pela ordem de elui¢ao no cromatograma de CLAE
(Figura 6) e espectros de absorgao obtidos pelo detector de
conjunto de diodos (Tabela II), os seguintes carotendides
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FIGURA 5 - Separagdo dos carotenoides de S. pevalekii
cultivada sob “stress” de nutrientes na coluna de
MgO:Hiflosupercel (1:1) e na placa de silica-gel
desenvolvida por 5% de metanol em tolueno.
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FIGURA 6 - Cromatograma tipico dos carotendides da Synochochystis pevalekii cultivada sob “stress”. Identifica¢do
dos picos: 1. licofila, 2. zeaxantina, 3. nao identificado, 4. mistura, 5. trans-f-caroteno, 6. cis-B-caroteno. Condi¢des

cromatograficas: Coluna C .,
vazao, 0,8 mL/min; detector de conjunto de diodos.

Vydac 218TP54, 5 um, 4,6 mm x 250 mm; fase mével, metanol:tetraidrofurano (98:2);
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foram identificados: licofila, zeaxantina, 3-criptoxantina,
trans-B-caroteno e cis-p-caroteno. Assim, a identificacao
de zeaxantina e B-caroteno pelo CCA foi confirmada pela
CLAE.

TABELA Il - Carotenodides da S. pevalekii cultivada sob
“stress”, identificados por CLAE com detector por arranjo
de diodos

N°do pico A__ (nm) na fase movel Identificacio

1 446, 473, 503 licofila

2 426, 450,476 zeaxantina

3 450, 476 nao identificado
4 416, 440,476 mistura

5 423,450,476 trans-f-caroteno
6 420, 443, 473 cis-p-caroteno

Fase movel: metanol: tetraidrofurano (98:2).

A licofila (y,y-caroteno-16,16’-diol), bem eviden-
ciada na CLAE mas nado detectada por CCA, foi
identificada pelo espectro de absorcao tipico de licopeno
e tempo de retengdo compativel com licopeno hidro-
xilado. A presenga deste carotendide foi inesperada, uma
vez que, em condi¢des normais de crescimento do
cianobactéria, ndo se encontrou este carotenodide.

Composicao quantitativa

As concentragdes dos principais carotendides da
cianobactéria S. pevalekii encontram-se na Tabela III.
Embora nao tenha havido diferen¢a em carotenoides totais
em pg/g quantificados na espécie nos dois tratamentos
estudados, houve diferenga marcante nos teores indivi-
duais. O B-caroteno foi o carotendide principal da ciano-
bactéria produzida em condigdes normais, perfazendo
64% do total, seguido pela -criptoxantina. Embora com

TABELA 111 - Concentragdes dos principais carotenoides
da cianobactéria Synechocystis pevalekii

Carotenoide Cultivo em Cultivo sob
condicoes normais “stress”
ng/g %o ng/g %
[B-caroteno 307 64 248 52
B-criptoxantina 94 19 13 3
3,3’-diidroxi-4’ 51 11 - -
-cetocarotendide
zeaxantina 29 6 220 46
TOTAL 481 481

M. C. Miiller, D. B. Rodriguez-Amaya, S. O. Lourenco

menor producdo de biomassa, o perfil de carotendides na
cianobactéria produzida sob “stress” de nutrientes foi
muito interessante. Houve um decréscimo substancial de
[-caroteno (de 307 para 248 pg/g) e aumento considera-
vel de zeaxantina (de 29 para 220 pg/g), sendo estes dois
os carotendides majoritarios, contribuindo com 52 ¢ 46%
do total, respectivamente. Houve também diminui¢ao da
B-criptoxantina (de 94 para 13 ug/g).

O B-caroteno ¢ a pro-vitamina A mais potente, a
qual € atribuida 100% de atividade. Embora nao seja uma
pro-vitamina A, a zeaxantina, é o carotenodide, junto com
a luteina, especificamente implicado na diminuig¢do do
risco de catarata e degeneracdo macular, principal causa
de cegueira em idosos. Os dois, portanto, desempenham
papéis importantes na saide humana. No entanto, enquan-
to ja existem varias fontes comerciais de -caroteno, a
zeaxantina nao € facilmente encontrada, especialmente em
quantidades compativeis com a utilizagdo comercial.

CONCLUSAO

A cianobactéria S. pevalekii tem potencial comerci-
al. Em condi¢des normais, esta espécie apresenta, como
carotenoide principal, o B-caroteno. Na cianobactéria pro-
duzida sob stress ha decréscimo do -caroteno e aumen-
to significativo da zeaxantina. Portanto, as condigdes de
producao da espécie podem ser estabelecidas de tal forma
que a biossintese de carotenodides importantes a satde
humana e de dificil obtencao seja favorecida.

ABSTRACT

Carotenoids of the cyanobacterium Synechocystis
pevalekii produced under normal conditions and
under nutrient limitation

The use of microalgae and cyanobacteria as sources of
nutrients and bioactive substances for food and dietary
supplements has attracted a lot of interest in recent years.
Through open column chromatography-visible absorption
spectrophotometry, high performance liquid chromato-
graphy with a photodiode array detector, thin layer
chromatography and functional group chemical reactions,
trans- and cis-f-carotene, echinenone, B-cryptoxanthin, 3-
hydroxy-4’-ketocarotenoid, zeaxanthin and 3,3-
dihydroxy-4’-ketocarotenoid were identified in the
cyanobacterium Synechocystis pevalekii. The ciano-
bacterium was green because of the presence of
chlorophylls. When cultivated under stress (80%
reduction of nutrient content of the original Conway
medium) the chlorophylls disappeared and the cyano-



Carotendides da cianobactéria Synechocystis pevalekii

bacterium assumed an orange color. B-Carotene
decreased from 307 to 248 ug/g and B-cryptoxanthin from
94 to 13 ug/g. On the other hand, zeaxanthin increased
from 29 to 220 ug/g. Thus, S. pevalekii appears to have
commercial potential as source of zeaxanthin, which is
implicated in the reduction of the risk of macular
degeneration and cataract, together with lutein. The
results also showed that conditions for the production of
the cyanobacterium can be established so that the
biosynthesis of carotenoids important to human health,
but difficult to obtain, can be favored. There are already
several commercial sources of 3-carotene, but sources of
zeaxanthin are rare.

UNITERMS: Cyanobacterium. Synechocystis pevalekii.
Carotenoids. Zeaxanthin.
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