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Resumo

A bactéria Chromobacterium violaceum é uma Beta-proteobactéria, Gram-negativa e anaerobica facultativa,
encontrada em amostras de solo e agua de regides tropicais e subtropicais em diversos continentes. Chromobacterium
violaceum produz como metabdlitos secundarios pigmentos inddlicos derivados de triptofano. Os pigmentos majo-
ritarios produzidos sdo violaceina e desoxiviolaceina. Trabalhos prévios mostraram que extratos da cultura de C.
violaceum contendo estes pigmentos apresentaram atividades bioldgicas relevantes, como efeitos antitumorais e
antibiodticos. Dai o interesse em determinar condi¢des de cultivo adequadas a maior produgfo de violaceina e demais
pigmentos. Os resultados deste trabalho mostraram que a produggo de violaceina é dependente da fonte de carbono
utilizada, sendo desfavorecida quando a fonte de carbono ¢ a glicose e a frutose, porém estimulada em presenca de
glicerol. Além disso, observou-se uma maior produtividade de pigmento em meio sélido, contendo glicerol.

Unitermos: Chromobacterium violaceum, violaceina, desoxiviolaceina, pigmentos, condi¢gdes de cultivo

Abstract

Cultivation conditions for pigment production by Chromobacterium violaceum. Chromobacterium
violaceum is a beta proteobacterium, gram-negative, facultative anaerobe, found in soil, riverbanks and waters
of tropical and subtropical regions all around the world. The species produces, through secondary metabolism,
several indole pigments derived from tryptophan. Violacein and desoxyviolacein are the most abundant pigments
produced by C. violaceum. Previous studies have reported that culture extracts from C. violaceum, containing
the pigments, possess important biological properties, such as antitumoral and antibiotic activities. This accounts
for the current interest in defining cultivation conditions for the improvement of violacein and other pigment
production. Our results showed that violacein production depends on carbon source. The pigment production
is stimulated by glycerol, but its production is reduced in the presence of an easily metabolized carbon source,
such as glucose or fructose. In addition, the utilization of a solid medium in the presence of glycerol is a better
medium for the production of violacein and related pigments by C. violaceum.
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Introdugao

A bactéria Chromobacterium violaceum ¢ classifi-
cada como uma Beta-proteobactéria, Gram-negativa,
anaerdbica facultativa, com formato de bastonete (Holt
et al., 1994), cujo habitat é o solo e as aguas ao redor do
mundo em extensas areas tropicais e subtropicais. Oca-
sionalmente, pode atuar como patdgeno oportunista de
animais ¢ homens, causando septicemia fatal, com le-
soes na pele e/ou abscesso no figado e no pulméio
(Richards, 1993; Midani e Rathore, 1998). Esta bacté-
ria tem sido objeto de estudo para diversos pesquisado-
res devido a sua caracteristica fenotipica marcante: a
producdo de pigmento violeta chamado violaceina, o qual
confere coloragdo caracteristica de suas coldnias
(DeMoss, 1967). Chromobacterium violaceum é respon-
savel pela producéo de uma diversidade de metabdlitos
secundarios com potencial biotecnologico.

A violaceina, pigmento principal produzido por C.
violaceum tem despertado interesse devido as atividades
bioldgicas: como antibacteriano, antitumoral, e
antiparasitario (Caldas et al., 1978; Duran et al., 1989;
Melo et al., 2000). A estrutura quimica da violaceina
(Figura 1a) foi definida e consiste de trés subunidades
estruturais: 5-hidroxiindol, 2-oxoindol e 2-pirrolindona.
Para a sintese do pigmento, a bactéria necessita do oxi-
génio molecular e condensagdo de duas moléculas de
triptofano (August et al., 2000). C. violaceum produz
ainda um outro pigmento minoritario caracteristico, a
desoxiviolaceina (Figura 1b), o qual difere da violaceina,
na por¢do 5-hidroxindol, pela auséncia do grupo
hidroxila, sendo assim menos polar. Na década de 90,
foram propostos varios compostos intermediarios na
biossintese de violaceina, como o acido cromopirrélico,
proviolaceina, prodeoxiviolaceina, pseudoviolaceina,
além de rearranjos intramoleculares do anel inddlico no
lado do 5-hidroxiindol (August et al., 2000; Hoshino e
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FIGURA 1a: Estrutura quimica da violaceina.
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FIGURA 1b: Estrutura quimica da desoxiviolaceina.

Outros estudos revelaram que a C.violaceum apre-
senta um grupo de enzimas capazes de sintetizar com-
postos estruturalmente similares a violaceina, a
oxiviolaceina, prodeoxiviolaceina e a pseudoviolaceina,
a partir de outros substratos que ndo o L-triptofano
(Duran e Menck, 2001).

O papel fisiolégico do pigmento sintetizado pela
bactéria para o seu metabolismo ¢ desconhecido. No en-
tanto, sabe-se que o pigmento s6 ocorre sob condigdes
aerobias. A partir da determinac@o do elevado coeficien-
te de extingdo molar da violaceina (e= 1,7.10* L.mol..
cm!, A=570 nm) e baixa solubilidade em 4gua, sugeriu-
se que o pigmento poderia estar envolvido na protecdo
contra efeitos da radiag@o solar sobre o microrganismo.
Outros estudos sugeriram que o pigmento poderia estar
relacionado a regulag@o da concentragdo do triptofano,
uma vez que esse aminoacido em elevadas quantidades
seria toxico para a bactéria (DeMoss, 1967; Duran e
Faljoni-Alario, 1980).

Trabalhos recentes sugeriram que a producdo de
violaceina esta sob controle de um sistema de regulagio,
chamado de “quorum sensing”, caracteristico de bactérias
Gram-negativas. A producgdo de violaceina ¢ induzida
especificadamente por uma molécula sinal, N-hexanoil
homoserina lactona (HHL), cuja concentrag8o ¢ proporcio-
nal ao aumento da populacdo bacteriana em um determina-
do meio. O mecanismo parece ser uma forma de ajusta-
mento da populagio frente a disponibilidade de nutrientes.
O “quorum sensing” controla também a expressdo de ou-
tros fenotipos em C. violaceum, incluindo a produgdo de
cianeto, quitinases extracelulares, elastases, antibidticos,
fenazina e enzimas extracelulares (Blosser ¢ Gray, 2000;
Brazilian National Genoma Project Consortium, 2003).

Diversos estudos relataram a importancia biologica
dos metabdlitos produzidos por C. violaceum. Alguns des-
tes metabdlitos apresentaram atividades de interesse como:
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potenciadores de antibidticos beta-lactdmicos,
glicopeptideos, antibidticos (arfamenine B, aerocianidin,
aerocavin, 3,6-diidroxiindoxazene, monobactama SB-26,
180) antitumorais (violaceina, depsipeptideo FR 901228),
inibidor de carboxipeptidase, além de polihidroxialcanoatos
que podem ser usados na producdo de plasticos
biodegradaveis (Duran e Menck, 2001).

Virios trabalhos relataram as atividades antibidti-
cas de extratos pigmentados de culturas de C. violaceum
e de violaceina purificada. Diversos resultados mostra-
ram que embora a violaceina apresente atividade antibi-
otica relevante, os extratos brutos nio purificados pare-
cem ter maior eficacia. Uma das principais dificuldades
em se testar as atividades bioldgicas dos extratos ou pig-
mentos isolados de C. violaceum ¢ a sua baixa produti-
vidade em meios complexos. Desta forma, neste estudo,
avaliou-se a producdo de violaceina e desoxiviolaceina,
sob diferentes substratos carbdnicos (glicose, frutose e
glicerol), em culturas liquidas e sélidas.

Material e Métodos

Para avaliagdo do crescimento celular bem como
da producdo de pigmentos em meio liquido,
Chromobacterium violaceum foi cultivada em
erlenmeyers de 500 mL, contendo 100 ml de meio Luria-
Bertani (LB) contendo: triptona (10 g/L), extrato de le-
vedura (5 g/L), NaCl (5 g/L) e glicose, glicerol ou frutose
(20 g/L), mantidos a 30°C, sob agitagdo a 150 rpm.

Nos ensaios em que meio so6lido foi empregado, os
cultivos foram realizados em placas de Petri, contendo
25 mL/ placa de meio LB, preparado como descrito an-
teriormente, ao qual foi adicionado Agar-agar (15 g/L).
Os cultivos foram mantidos em estufa bacteriologica a
30 °C. A cada 24 horas, foi recuperada a biomassa su-
perficial de uma placa de Petri e seca em estufa
bacteriologica a 40°C por aproximadamente 6 dias, para
posterior pesagem e extragdo dos pigmentos.

Avaliacao da producgao de pigmentos

Para a avaliag¢do de pigmentos nos meios liquidos,
recolheu-se 1 mL de do caldo de cultivo, ao qual adicio-
nou-se 1 mL de acetato de etila, apos agitacdo vigorosa e

repouso para separa¢do das fases organica e aquosa, leu-
se a absorbancia do extrato orginico a 577 nm, contra
acetato de etila.

Para os meios solidos, aproximadamente 50 mg da
massa celular seca foi obtida como descrito anteriormente,
e adicionados 0,5 mL de dlcool metilico e deixada sob agi-
tacdo, a 150 rpm em temperatura ambiente por 2 horas.
Ap0s este periodo a suspensdo foi centrifugada por 10 mi-
nutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi diluido quando ne-
cessario para a leitura da absorbancia a 577 nm.

Analises cromatograficas por cromatografia de
camada delgada (CCD)

Os extratos organicos de acetato de etila ou metanol
foram obtidos, como descrito para a avaliagdo da produ-
¢ao de pigmentos. Cinqiienta microlitros de cada extrato
foram aplicados a 10 mm de uma das extremidades das
placas cromatograficas (150 X 200 mm) de silica gel
G60 (Alugram®FilG). As cromatografias foram realiza-
das em cubas cromatograficas, previamente preenchidas
com as fases mével, fechadas e deixadas em repouso a
temperatura ambiente para saturagdo com o vapor de
solvente, por aproximadamente 30 min. Apds este perio-
do, as placas cromatograficas contendo as amostras, ja
secas, foram colocadas na cuba. A corrida cromatografica
teve duragio de aproximadamente 25 minutos.

Resultados e Discussao

Com objetivo de definir meios de cultivo para C.
violaceum, visando aumentar a produgio de pigmentos
pela bactéria, esta foi cultivada em meio liquido conten-
do fontes de carbono de elevado rendimento energético,
como glicose e frutose, bem como na presenca de glicerol.
O glicerol tem sido relatado como sendo uma fonte de
carbono que favorece a produc@o de metabdlitos secun-
darios em bactérias. Na figura 2, esta representada a
curva de crescimento de C. violaceum na presenga des-
tas trés fontes de carbono. Observou-se que o cresci-
mento celular de C. violaceum, expresso como
absorbancia da suspensdo celular em 720 nm
(Absorbancia 720nm), na presenca de glicose e frutose,
apresentaram valores superiores aos obtidos na presen-
¢a do glicerol, e que mesmo apos 96 horas de cultivo,
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ocorreu uma tendéncia crescente. Na presencga de glicerol,
o estado estacionario se estabeleceu em torno de 50 ho-
ras de cultivo.

CRESCIMENTO CELULAR EM DIFERENTES
FONTES DE CARBONO
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FIGURA 2: Curso temporal do crescimento celular (Absorbancia a
720 nm) de C. violaceum em meio LB + 20 g/L de
cada uma das seguintes fontes de carbono: frutose,
glicose e glicerol. Incubadas a 30°C.

No entanto, como se pode observar pelos resulta-
dos apresentados na figura 3, a producéo de pigmentos
expressa como absorbancia em 577 nm sob as mesmas
condi¢des, apresentou perfil diferente. Observou-se (Fi-
gura 3) que quando glicerol ¢ a fonte de carbono utiliza-
da para o crescimento, a produc@o de pigmento foi mai-
or do que na presenca de frutose ou glicose. Este resulta-
do podera ser explicado pelo fato de que, por serem
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FIGURA 3: Curso temporal da produgio de pigmentos (Absorbancia
a 577 nm) por C. violaceum, em meio LB + 20 g/L de
frutose, glicose e glicerol. Observagdo: leituras corrigidas
para 1 mL de meio de cultura. Incubadas a 30°C.
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metabdlitos secundarios, a violaceina e pigmentos rela-
cionados t€m suas produc¢des inibidas pela presenga de
concentragdes elevadas de carbono, bem como, por fon-
tes de carbono com alto rendimento energético, tal como
glicose e frutose. O metabolismo de glicerol rendeu me-
nos energia do que quando se incluiu a glicose e a frutose.
Resultados prévios mostraram que a producio de
violaceina foi aumentada em meio solido, quando com-
parada em meio liquido, quando a mesma fonte de car-
bono foi utilizada (Antdnio, 1994).

Uma vez que o meio agar LB contendo glicerol foi
o mais eficiente para producdo de pigmentos, acompa-
nhou-se a produgdo dos pigmentos neste meio, durante
10 dias consecutivos.

Com o objetivo de saber se existiria a produgéo de
diferentes pigmentos durante este periodo, acompanhou-
se qualitativamente e quantitativamente a produgdo dos
pigmentos, por cromatografia de camada delgada (CCD),
empregando-se como fase mdvel o acetato de etila, como
previamente relatado por Anténio (1994). Na figura 4,
sdo apresentados os perfis cromatograficos dos extratos
obtidos das culturas de C. violaceum, em meio Agar LB
+ glicerol. Observou-se visualmente a produgéo de dois
pigmentos separados através do sistema cromatografico
empregado. Tanto a coloragdo dos pigmentos, purpura e
outro violeta, como pela polaridade, com coeficiente de
migracdo do pigmento purpura maior em relagio ao pig-
mento violeta, pode-se sugerir que estes sejam
desoxiviolaceina e violaceina, respectivamente.

pigmento purpura pigmento violeta

OB horas 12haras 18 horas 18dia 22dia 3dia 4%dia 5°dia B'dia 72dia B°dia  Pdis  10%dia

FIGURA 4: Cromatografia de camada delgada dos extratos
metanolicos de C. violaceum cultivada em meio sélido,
na presencga de glicerol. As setas indicam a presenca
de pigmento purpura e violeta.

Estas observagdes estdo de acordo com resultados
apresentados em estudos anteriores, nos quais, apos se-
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parag@o dos pigmentos por CCD, realizada sob as mes-
mas condi¢des deste trabalho, estes foram levados a ca-
racterizagdo quimica e, através de espectrofotometria de
infravermelho e H-RMN (Antonio, 1994; Retori, 1996),
os resultados mostraram que embora impuros os pig-
mentos majoritariamente produzidos por C. violaceum
foram violaceina e desoxiviolaceina.

Contudo, como neste estudo esta metodologia ndo
foi adotada, apenas sugere-se, pela cor caracteristica dos
pigmentos, bem como, pela suas polaridades, que estes
sejam violaceina (pigmento violeta) e desoxiviolaceina
(pigmento purpura).

A revelag@o do cromatograma com vapores de iodo
auxiliou a visualiza¢do de outros compostos, sem colo-
racdes aparentes, presentes nos extratos metanolicos
(Figura 5).

compostos desconhecidos composto desconhecido
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FIGURA S: Cromatografia de camada delgada dos extratos metandlicos
de C. violaceum cultivada em meio solido, na presenca
de glicerol revelada através de vapor de iodo. A seta, &
esquerda, aponta ndo caracterizada; as setas a direita, de
cima para baixo: indicam a presenga de metabdlitos ndo
caracterizados, desoxiviolaceina e violaceina.

Através da leitura das absorbancias dos extratos
metanolicos das células crescidas em meio solido, reali-
zou-se estimativa da produgéo de pigmento ao longo de
10 dias (240 horas) de cultivo em placas de Petri. O curso
temporal da producdo de pigmentos, expresso como a
leitura da absorbancia dos extratos metandlicos a 577 nm
durante este periodo, acompanhada por CCD, é apresen-
tada na figura 6. O cultivo em placas de Petri impossibili-
tou uma determinacgéo do crescimento celular. Contudo,
considerando-se o volume de meio colocado em cada pla-

ca, igual a 25 mL e fazendo-se a devida correg¢do da
absorbancia de um extrato obtido a partir de 1 mL de meio
de cultivo, foi possivel estimar na presenca de glicerol o
rendimento dos pigmentos, enquanto em meio liquido a
absorbancia a 577 nm ap6s 96 horas de cultivo foi igual a
0,4 em meio solido a leitura foi igual a 0,9. Esses resulta-
dos mostram que a produgdo de pigmento é cerca de duas
vezes maior em meio sélido que em meio liquido.

PRODU'(;AO DEDE PIGMENTOS EM MEIO
SOLIDO CONTENDO GLICEROL
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FIGURA 6: Curso temporal da produco de pigmentos (Absorbancia
a 577 nm) por C. violaceum cultivada em meio agar
LB + glicerol 20 g/L. Observagdo: leituras corrigidas
para 1 mL de meio de cultura. Incubadas a 30°C

Segundo a literatura, a produgéo de violaceina, pig-
mento majoritario produzido por C. violaceum, ocorre
como uma resposta a produg@o de N-hexanoil homoserina
lactona, uma molécula que sinaliza a necessidade de con-
trole do crescimento celular, quando a disponibilidade de
nutrientes esta reduzida no meio (Blosser e Gray, 2000).
Esta observagdo explicaria, nos experimentos realizados
nesse estudo, porque a producdo de pigmentos € menor
em condi¢des nas quais uma fonte de carbono de alto ren-
dimento energético, como frutose e glicose, é utilizada, ao
contrario do que ocorre na presenga do glicerol.

Através deste estudo foi possivel estabelecer-se uma
condigdo de cultivo na qual se pode tanto otimizar a pro-
dugdo de pigmentos, visando obter-se quantidades sufi-
cientes para isolamento, caracterizagio e utilizacdo dos
compostos isolados, como moléculas precursoras para o
desenvolvimento de derivados com atividades
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farmacoldgicas interessantes, uma vez que estudos pré-
vios tém mostrado um grande potencial farmacologico
de violaceina.
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