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ARTICLE INFO                          ABSTRACT 
 
Este estudo relata a investigação de carotenoides produzidos por dois isolados bacterianos (FT-
9.12 e FT-5.10) de solo do Domínio Caatinga e avalia suas atividades biológicas. Os isolados 
bacterianos pigmentados foram identificados por análises bioquímicas e moleculares 
(sequenciamento do gene 16S rRNA) como Micrococcus luteus. Os carotenoides foram 
caracterizados através de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência, e mostraram perfis 
cromatográficos semelhantes para ambos os isolados FT-9.12 e FT-5.10, apresentando como 
compostos majoritários o carotenoide sarcinaxantina e seus derivados (Tempo de retenção 3,88 
min e 4,03 min), respectivamente. As atividades antioxidantes foram determinadas por métodos 
in vitro, destacando-se o método de inibição da oxidação do β-caroteno que exibiu uma taxa de 
78,65(±7,046)% para M. luteus FT-9.12. O valor de Fator de Proteção Solar (FPS) foi de 
4,26(±0,83) para o isolado M. luteus FT-5.10. A partir dos resultados obtidos, M. luteus 
demonstrou capacidade de produzir um carotenoide raro, sarcinaxantina, com potencial para 
composição de formulações antioxidantes e fotoprotetoras.    

 
Copyright © 2021, Karine C. Schmidt et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution License, which permits unrestricted 
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INTRODUCTION 

Os carotenoides são pigmentos naturais lipofílicos originados da via 
biossintética dos terpenoides, cuja coloração varia do amarelo ao 
vermelho (BONET et al., 2015; MENDES-SILVA et al., 2020). 
Estruturalmente, a maioria dos carotenoides possuem 40 carbonos em 
sua estrutura, um pequeno número possui 30 carbonos e um número 
ainda menor possui 50 carbonos (NETZER et al., 2010). Esses 
últimos (C50) são sintetizados por bactérias da ordem 
Actinomycetales e por bactérias Gram-negativas Pseudomonas (MIKI 
et al. 1994; MATA-GÓMEZ et al, 2014). Esses pigmentos 
carotenoides são encontrados em plantas, micro-organismos e 
apresentam atividade biológica atuando na proteção contra danos 
foto-oxidativos em organismos não fotossintéticos, possuem  
 

 
 
 
 
capacidade de eliminação de O2 e outros tipos de espécies reativas de 
oxigênio, além de possuir potencial no combate a alguns tipos de 
câncer doenças vasculares, catarata e Alzeimer (HEIDER, 2012; 
MANIMALA; MURUGESAN, 2014; MATA-GOMEZ, 2014; 
SHINDO; MISAWA, 2014; KIOKIAS; PROESTOS; VARZAKAS, 
2016). Devido às referidas propriedades dos pigmentos, essas 
moléculas vêm destacando-se em aplicações nas indústrias química, 
cosméticos, farmacêutica e nas indústrias de alimentos, por 
funcionarem também como corantes naturais e suplemento alimentar 
(MENDES-SILVA et al., 2021). Estudos demonstram que as 
bactérias têm se mostrado fonte promissora para produção de 
pigmentos carotenoides por serem cultivadas em curto espaço de 
tempo e principalmente por ser cultivada em substratos renováveis 
contribuindo com a produção “eco-friendly” e reduzindo o custo do 
processo para produção comercial em larga escala. Dentre as 
bactérias, M. luteus é uma actinobactéria que já foi descrita como 
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potencial produtora de um carotenoide raro (C50) (NETZER et al., 
2010). O Domínio Caatinga é um ambiente hostil para o 
desenvolvimento da maioria dos organismos, especialmente para o 
crescimento de micro-organismos que habitam o solo. Porém, aquelas 
espécies microbianas que conseguem superar as te
elevadas, baixa umidade e alta taxa de incidência de radiação solar, 
são geralmente altamente adaptadas e em especial, produtoras de 
interessantes moléculas naturais com diversas aplicações biológicas 
(MENDES-SILVA, ANDRADE, OOTANI et al., 2020)
forma, faz-se necessário o desenvolvimento de pesquisas de 
bioprospecção nessa área com rica biodiversidade (DUARTE et al., 
2012; APGAUA et al., 2014; MENEZES et al., 2015). Portanto, o 
objetivo deste trabalho foi investigar pela primeira vez a pro
pigmentos carotenoides por cepas de M. luteus 
Caatinga do Nordeste brasileiro e avaliar sua ação antioxidante e 
fotoprotetora. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

As bactérias foram isoladas de amostras de solos coletadas na 
Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) Fazenda Tamanduá 
(Santa Terezinha - PB na Mesorregião do Sertão paraibano) pelo 
grupo de Diversidade e Biotecnologia de micro
Universidade Estadual da Paraíba. As amostras foram coletadas 
assepticamente em sacos plásticos na camada 0
transportadas para o laboratório a 4 ºC, e foram mantidas na geladeira 
até o processamento. Após enriquecimento (5g de solo foi incubado 
em 50 ml de TSB a 5%, acrescido de 1% de glicose, por 7 dias sob 
agitação) 100 µL da diluições 10-6 foram semeados no meio TSB 
(acrescido de 1,5% de ágar) suplementado com cicloheximidina (50 
mg/mL). As colônias selecionadas foram purificadas por esgotamento 
no meio TSB (acrescido de 1,5% de agar) (SOARES JR et al., 2012).
Testes bioquímicos básicos foram realizados nos dois isolados 
bacterianos FT-9.12 e FT-5.10, como a coloração de Gram 
(PELCZAR; CHAN; KRIEG, 2012), prova da catalase, teste do 
crescimento em ágar manitol salgado e teste de bacitracina de acordo 
com a metodologia de Brasil, 2013, e prova da hidrólise da bile 
esculina (BRASIL, 2004). O DNA genômico foi extraído de células 
de bactérias cultivadas em meio de cultura Luria Bertani (LB) a 37 °C 
por 48 horas, segundo metodologia descrita por Sambrook et al. 
(2001) e o gene 16S rRNA foi amplificado por PCR utilizando os 
seguintes oligonucleotídeos iniciadores: fD1 (5´
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´) e rD1 (5´AAGGAGGTG 
ATCCAGCC-3´) (WEISBURG et al.,1991). Os produtos 
amplificados foram sequenciados em sequenciador automático de 
DNA ABI 3500. As sequências resultantes foram analisadas usando 
as ferramentas Pregap4 e Gap4 do pacote de softwares STADEN 1.6 
e submetidas à busca de similaridade no banco de dados do Centro 
Nacional de Informação Biotecnológica (NCBI), utilizando a 
ferramenta Blast N (ALTSCHUL et al., 1997), e Ribosomal Database 
Project (RDP). A identificação bacteriana foi assumida quando a 
sequência de consulta mostrou similaridade > 97% para o gene 
rRNA (GEVERS et al., 2005).  
 
Os isolados bacterianos de coloração amarela foram cultivados em 
meio TSB a 30 °C, a 180 rpm por 48h. Posteriormente, as células 
foram coletadas por centrifugação a 14.000 rpm durante 6 minutos, 
em que o pellet obtido foi lavado com água esterilizada. A extração 
dos carotenoides foi realizada a partir da biomassa seca, de acordo 
com as metodologias descritas por Netzer et al. (2010) e Kaiser et al. 
(2007). Em seguida, os extratos obtidos foram secos em 
rotaevaporador a 40 °C e foram submetidos a um processo de 
saponificação (MELÉNDEZ-MARTÍNEZ; VICARIO
2007). Os extratos foram secos novamente em rotaevaporador e os 
materiais residuais foram ressuspendidos em 10 mL de álcool 
metílico. Ao final, foi feita a filtração dos pigmentos extraídos através 
de membrana hidrofóbica PTFE com 0,45 micrômetr
obtidos foram analisados através de cromatografia líquida de alta 
eficiência (HPLC) para caracterização dos carotenoides, utilizando a 
coluna SunFire C18 (4,6 x 150 mm), com uma fase móvel de 
acetonitrila/metanol/acetato de etila (10:50:40) e o comprimento de 
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onda de 450 nm. O betacaroteno foi utilizado como padrão externo.
avaliação da capacidade em sequestrar o radical livre DPPH• foi 
realizada de acordo com a metodologia descrita por Blois (1958). 
Numa microplaca de 96 poços, 40µL dos e
concentrações 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 16,25 e 7,56 
reagiram com 250μL de solução metanólica de DPPH• durante 25 
minutos, ao abrigo da luz. A medida da absorbância foi realizada no 
comprimento de onda de 517 nm em um
as análises foram feitas em triplicata. O ácido gálico foi utilizado 
como padrão. A percentagem de sequestro de radical livre (%SRL) 
foi calculada pela seguinte Equação 1: 
 

(Abs.controle –
SRL (%) =                                                                 
                                           Abs. controle
 
Este método foi realizado segundo Re e colaboradores (1999). O 
radical ABTS+ foi preparado a partir da reação de 7,81 mL da 
solução de ABTS com 0,137 mL da solução de persulfato de 
potássio. A mistura permaneceu no escuro, à temperatura ambiente, 
por 16 horas. Em seguida, 1 mL desta mistura foi diluída em álcool 
etílico até obter uma absorbância de 0,700 (±0,020) nm a 734 nm. Foi 
preparada uma curva padrão com o Trolox com concentrações que 
variam de 100 a 2000µM. Foram adicionadas 10µL das amostras dos 
extratos metanólicos brutos na concentração 1000
reagente de ABTS e a absorbância das amostras foi determinada 
exatamente após 6 minutos no comprimento de onda de 734 nm. O 
BHT foi utilizado como padrão. Os resultados foram expressos em 
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC). O FRAP 
foi realizado de acordo com Benzie e Strain (1996). O reagente foi 
preparado misturando-se tampão acetato de sódio 300 mM a pH 3,6, 
solução de TPTZ 10 mM em HCl 40 mM e solução de cloreto férrico 
20 mM na proporção 10:1:1. O BHT foi utilizado como padrão. 
Numa microplaca de 96 poços foram adicionados 180 µL do reagente 
e 20µL do padrão ou extrato e incubados durante trinta minutos a 37 
°C. A leitura da absorbância foi realizada a 593 nm. Foi preparada 
uma curva padrão com o sulfato ferroso heptahidratado com 
concentrações que variam de 500 a 2000 µM. Os resultados foram 
expressos em µM de sulfato ferroso
equivalente ao sulfato ferroso heptahidratado). A medida da atividade 
antioxidante pela oxidação acoplada do beta
linoleico foi realizada de acordo com o método descrito por 
Kabouche e colaboradores (2007). Foram pesados 0,5 mg de beta
caroteno e diluídos em 1mL de clorofórmio. Em seguida, foram 
adicionados 25µL de ácido linoleico e 200mg de monopalmitato de 
polioxietileno sorbitan. O clorofórmio foi evaporado a 40 °C. Em 
seguida 100mL de água destilada foi adicionada aos poucos agitando 
vigorosamente para formar uma emulsão. As amostras foram diluídas 
nas seguintes concentrações: 25, 50, 100, 200 e 400 µg/mL. 50 µL da 
amostra foi adicionada à 1mL da emulsão e 200µL desta mistura 
foram colocados numa microplaca. O tempo zero (A
imediatamente à 470 nm e as amostras foram incubadas por 2h a 50 
°C. A absorbância foi determinada novamente após 120 minutos 
(A120). O mesmo procedimento foi realizado com o BHT para ser 
utilizado como padrão. O cálculo da inibição foi realizado com a 
seguinte Equação 2: 
 
                       (Abs.controle – Abs. amostra)
Inibição (%) =                                                    
                                 Abs. controle 
 
Soluções metanólicas de concentração 100mg
triplicata com o extrato bruto dos isolados e a absorbância 
determinada em espectrofotômetro nos seguintes comprimentos de 
onda: 290, 295, 300, 305, 310, 315 e 320 nm. Os valores obtidos 
foram utilizados para o cálculo do FPS utilizando a seguinte Equação 
3: 

 
 

Produção de carotenoide-sarcinaxantina a partir micrococcus luteus isolado do 
semiárido brasileiro e suas atividades biológicas 

onda de 450 nm. O betacaroteno foi utilizado como padrão externo. A 
avaliação da capacidade em sequestrar o radical livre DPPH• foi 
realizada de acordo com a metodologia descrita por Blois (1958). 
Numa microplaca de 96 poços, 40µL dos extratos metanólicos nas 
concentrações 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 16,25 e 7,56 μg/mL, 

ção metanólica de DPPH• durante 25 
minutos, ao abrigo da luz. A medida da absorbância foi realizada no 
comprimento de onda de 517 nm em um leitor de Microplacas. Todas 
as análises foram feitas em triplicata. O ácido gálico foi utilizado 
como padrão. A percentagem de sequestro de radical livre (%SRL) 
foi calculada pela seguinte Equação 1:  

– Abs. amostra) 

                                                     X 100 
Abs. controle 

Este método foi realizado segundo Re e colaboradores (1999). O 
radical ABTS+ foi preparado a partir da reação de 7,81 mL da 

com 0,137 mL da solução de persulfato de 
potássio. A mistura permaneceu no escuro, à temperatura ambiente, 
por 16 horas. Em seguida, 1 mL desta mistura foi diluída em álcool 
etílico até obter uma absorbância de 0,700 (±0,020) nm a 734 nm. Foi 

a curva padrão com o Trolox com concentrações que 
variam de 100 a 2000µM. Foram adicionadas 10µL das amostras dos 
extratos metanólicos brutos na concentração 1000μg/mL em 1mL do 
reagente de ABTS e a absorbância das amostras foi determinada 

6 minutos no comprimento de onda de 734 nm. O 
BHT foi utilizado como padrão. Os resultados foram expressos em 
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC). O FRAP 
foi realizado de acordo com Benzie e Strain (1996). O reagente foi 

se tampão acetato de sódio 300 mM a pH 3,6, 
solução de TPTZ 10 mM em HCl 40 mM e solução de cloreto férrico 
20 mM na proporção 10:1:1. O BHT foi utilizado como padrão. 
Numa microplaca de 96 poços foram adicionados 180 µL do reagente 

extrato e incubados durante trinta minutos a 37 
°C. A leitura da absorbância foi realizada a 593 nm. Foi preparada 
uma curva padrão com o sulfato ferroso heptahidratado com 
concentrações que variam de 500 a 2000 µM. Os resultados foram 

ulfato ferroso∕g extrato (atividade antioxidante 
equivalente ao sulfato ferroso heptahidratado). A medida da atividade 
antioxidante pela oxidação acoplada do beta-caroteno e do ácido 
linoleico foi realizada de acordo com o método descrito por 

laboradores (2007). Foram pesados 0,5 mg de beta-
caroteno e diluídos em 1mL de clorofórmio. Em seguida, foram 
adicionados 25µL de ácido linoleico e 200mg de monopalmitato de 
polioxietileno sorbitan. O clorofórmio foi evaporado a 40 °C. Em 

água destilada foi adicionada aos poucos agitando 
vigorosamente para formar uma emulsão. As amostras foram diluídas 
nas seguintes concentrações: 25, 50, 100, 200 e 400 µg/mL. 50 µL da 
amostra foi adicionada à 1mL da emulsão e 200µL desta mistura 

cados numa microplaca. O tempo zero (A0) foi medido 
imediatamente à 470 nm e as amostras foram incubadas por 2h a 50 
°C. A absorbância foi determinada novamente após 120 minutos 

). O mesmo procedimento foi realizado com o BHT para ser 
adrão. O cálculo da inibição foi realizado com a 

Abs. amostra) 
Inibição (%) =                                                    X 100 

 

anólicas de concentração 100mg∕L foram preparadas em 
triplicata com o extrato bruto dos isolados e a absorbância 
determinada em espectrofotômetro nos seguintes comprimentos de 
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Onde: FC = fator de correção; EE (λ) = efeito eritematógeno da 
radiação solar em cada comprimento de onda (λ); I (λ) = intensidade 
da luz solar no comprimento de onda (λ); Abs (λ)  = leitura 
espectrofotométrica da absorbância da formulação em solução no 
comprimento de onda (λ).  Todos os experimentos foram realizados 
em triplicata. Os dados dos experimentos foram representados por 
média (±SD) e analisados com o programa GraphPad Prism 5. 
Diferenças foram consideradas significativas quando P<0.05. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As sequências do 16S rRNA dos dois isolados bacterianos (FT-9.12 e 
FT-5.10) utilizados neste estudo para avaliação da produção de 
corantes naturais apresentaram 99,7% de similaridade com as 
sequências conhecidas de M. luteus. Os testes bioquímicos 
corroboram com a identificação molecular confirmando a identidade 
dos isolados bacterianos como M. luteus (Tabela 1). É uma bactéria 
aeróbica, não formadora de esporos, que é encontrada principalmente 
em solo, e é capaz de sobreviver sob condições estressantes, como 
extremos de temperatura e baixa quantidade de nutrientes 
(UMADEVI; KRISHNAVENI, 2013) (MOHANA, 
THIPPESWAMY, ABHISHEK, 2013; VENTURA et al., 2007; 
SILVA et al., 2015).  
 

Tabela 1. Identificação bioquímica dos isolados de Micrococcus 
luteus 

 

Provas Bioquímicas FT-5.10 FT-9.12 
Coloração de Gram Positivo Positivo 
Morfologia Cocos com arranjos 

em cachos 
Cocos com 
arranjos em cachos 

Catalase Positivo Positivo 
Sensibilidade à bacitracina Positivo Positivo 
Crescimento em Agar 
manitol salgado 

Negativo Negativo 

Motilidade Negativo Negativo 
Coloração Amarela Amarela 

 
As análises realizadas por HPLC dos isolados M. luteus FT-9.12 e 
FT-5.10 mostraram perfis semelhantes para ambos os isolados, 
destacando a presença de um composto majoritário nos tempos de 
retenção de 3,8 e 4,0 min, respectivamente (Tabela 2).  Os dados das 
análises de varredura (200-600 nm) exibiram três valores máximos de 
adsorção, 415,5 nm e 439,7 nm 468,9 nm (Tabela 2), típicos do 
carotenoide sarcinaxantina e seus derivados segundo Netzer et al. 
(2010). De acordo com os resultados obtidos, M. luteus FT-9.12 
produziu 12,01 mg∕L de sarcinaxantina, enquanto M. luteus FT-5.10 
produziu 0,75 mg∕L de sarcinaxantina.  
 

Tabela 2. Análise por HPLC dos extratos brutos dos isoladosde 
Micrococcus luteus 

 
M. luteus TR 

(minutos) 
Comprimento de onda 
λ máximo (nm) 

Concentração 
(mg∕mL) 

FT-5.10 4,022 415,5, 439,7, 468,9 0,74 
FT-9.12 3,9 415,5, 439,7, 468,9 12,079 

 
O carotenoide sarcinaxantina é pouco encontrado na natureza, 
apresenta 50 carbonos em sua cadeia, e sua biossíntese por M. luteus 
foi descrita por Netzer et al. (2010). Estudo recente com Kocuria 
palustris demonstrou a produção de sarcinaxantina (MENDES-
SILVA et al., 2021). Essas raras moléculas apresentam em suas 
estruturas múltiplas ligações duplas conjugadas (C=C) e contêm pelo 
menos um grupo OH, as quais são responsáveis por suas propriedades 
antioxidantes e fotoprotetoras, que são atrativas para aplicações em 
composições cosméticas e farmacêuticas (NAGUIB, 2000; HEIDER 
et al., 2014). Os potenciais antioxidantes dos extratos brutos de M. 
luteus (FT-9.12 e FT-5.10) foram demonstrados pelos métodos de 
sequestro do radical DPPH, ABTS+, capacidade redutora dos íons 
ferro (FRAP) e inibição do sistema de oxidação do β-caroteno pelo 
ácido linoleico (Tabela 3). O extrato carotenoide de M. luteus FT-
9.12 na concentração de 400µg∕mL apresentou 78,65 ± 7,046% 

destacando-se na inibição da oxidação do β-caroteno pelo ácido 
linoleico. Com essa mesma concentração de extrato de Streptomyces 
Kumar et al. (2014) obtiveram 50% de inibição utilizando esse 
método antioxidante. Assim, os dados encontrados aqui neste estudo 
demonstram uma alta eficiência antioxidante dos extratos de M. 
luteus, vislumbrando sua aplicação como antioxidante natural em 
diferentes setores industriais. Os resultados de absorbância dos 
extratos a 100mg∕L (290-320 nm) foram submetidos a um tratamento 
matemático, e os valores do FPS foram determinados. O extrato do 
isolado M. luteus FT-9.12 apresentou 3,59 (± 0,64) e o extrato do 
isolado FT5.10, 4,26 (±0,83). Esses valores de FPS encontrados aqui 
são considerados abaixo do valor mínimo de proteção solar, que 
segundo a Resolução Brasileira RDC nº 30 de 01 de junho de 2012, 
deve ser 6,0 (Ministério da Saúde, 2012). Porém, ainda assim esses 
extratos carotenoides de M luteus apresentam potencial para serem 
aplicados sinergicamente em loções fotoprotetoras, a fim de aumentar 
significativamente os FPS de filtros orgânicos. Assim como fez 
Suryawanshi et al. (2015), com a prodigiosina produzida pela bactéria 
Serratia marcescens, que isoladamente apresentava baixa 
fotoproteção, porém quando adicionada às loções aumentou os FPS 
de 15, 24 e 40, em 20%, 42% e 65%, respectivamente. 

CONCLUSÕES 

De acordo com este estudo foi possível identificar dois novos 
isolados de M. luteus obtidos do solo da Caatinga, os quais se 
apresentam como uma boa fonte de produção de carotenoide raro, 
sarcinaxantina. Esses extratos carotenoides demonstraram potencial 
atividade antioxidante e fotoprotetora, sugerindo o uso destes como 
compostos bioativos em formulações fotoprotetoras. 
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