e F | -
g g JHS,
-

UERITATI

ETUTIE [

UNIVERSIDADE CATOLICA DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUAGCAO E INOVACAO
COORDENACAO DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU
MESTRADO EM DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS AMBIENTAIS

LUCAS ALBUQUERQUE ROSENDO DA SILVA

PRODUCAO ECOLOGICA DE PRODIGIOSINA POR
SERRATIA MARCESCENS UCP 1549 E APLICACAO COMO
CORANTE

Recife, 15 de novembro de2021
Recife,PE



LUCAS ALBUQUERQUE ROSENDO DA SILVA

PRODUCAO ECOLOGICA DE PRODIGIOSINA POR
SERRATIA MARCESCENS UCP 1549 E APLICACAO
COMO CORANTE

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Desenvolvimento de Processos
Ambientais da Universidade Catoélica de Pernambuco,
como pré-requisito para obtencdo do titulo de Mestre

em Desenvolvimento de Processos Ambientais.
Area de Concentracdo: Desenvolvimento de Processos

Ambientais
Linha de Pesquisa: Biotecnologia e Meio Ambiente

Orientadora: Profa. Dra. Galba Maria de Campos Takaki

Co-orientadora: Dra. Dayana Montero Rodriguez

Recife, 16 de novembro de 2021



Ficha Catalografica

S586p Silva, Lucas Albuquerque Rosendo da
Producéo ecoldgica de prodigiosina por Serratia
marcescens UCP 1549 e aplicacdo como corante/
Lucas Albuguerque Rosendo da Silva, 2021
78f.: il

Orientadora: Galba Maria de Campos Takaki
Coorientadora: Dayana Montero Rodriguez

Mestrado (Dissertacao) - Universidade Catélica
de Pernambuco. Programa de Pds-graduacdo em

Desenvolvimento de Processos Ambientais. Mestrado
em Desenvolvimento de Processos Ambientais, 2021.

1. Biotecnologia. 2. Corantes e tingimento.
3. Pigmentos. . Titulo.

CDU 574.6

Luciana Vidal - CRB4/1338

Producdo ecoldgica de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 e aplicacdo como
corante. © 2021 by Lucas Albuquerque Rosendo da Silva is licensed under CC BY-NC-ND
4.0



458800
Caixa de texto
Produção ecológica de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 e aplicação como corante. © 2021 by Lucas Albuquerque Rosendo da Silva is licensed under CC BY-NC-ND 4.0 


PRODUCAO ECOLOGICA DE PRODIGIOSINA POR SERRATIA
MARCESCENS UCP 1549 E APLICACAO COMO CORANTE

LUCAS ALBUQUERQUE ROSENDO DA SILVA

Examinadores:

" 5 1 -t ) 7 ? —
/?ﬁdé—‘{h_% < MMA 4*/<?/)

Profa. Dra. Galba Maria de Campos Takaki(Orientadora)

Universidade Catolica de Pernambuco - UNICAP

R LA S | g~ AtAl Ola sdv e Aoy

Profa. Dra. Rosileide Fontenele da Silva Andrade (Titular interno)
Universidade Catdlica de Pernambuco - UNICAP

Yoo Woluwka Lowdle J- a5
Profa. Dra. Hélvia Walewska Casullo de Araujo (Titular Externo)
Universidade Estadual da Paraiba - UEPB

Defendida em:
Coordenadora: Profa. Dra. Galba Maria de Campos Takaki.



A vocé minha mae,

Severina Albuquerque de Santana Silva,
dedico este trabalho,

por ter lutado todas as batalhas comigo,
pelo amor incondicional,

pelas palavras de forga, apoio e
disponibilidade em todos os momentos.
Com ela terei uma divida eterna,

porque parte do que sou hoje é resultado

de tudo o que ela fez e faz por mim.



Vi

AGRADECIMENTOS

A DEUS primeiramente, por Sua presenca na minha vida em todos os momentos.
Obrigado meu DEUS, por ter me permitido chegar até aqui. Obrigado por nunca ter me
deixado sozinho nos momentos de dor e aflicho, com a Tua poderosa mao me

sustentando, ndo me deixando cair, desanimar ou desistir.

Aos meus familiares, em especial minhas tias e tios, tanto os que estdo em vida e
aqueles que j& se foram, que deixaram em mim um pouco de si, contribuindo para a
construcdo do meu primeiro grande sonho.

Obrigado familia, por fazer parte da minha histéria.

Aos amigos que estiveram presentes durante todos os momentos da graduacao, pela

saudade que deixarao e que contribuiram muito para que esse momento fosse possivel.

A minha Orientadora, a Profa. Dra. Galba Maria de Campos Takaki, bem como minha
co-orientadora Dra. Dayana Montero Rodriguez, meus agradecimentos. Sao pessoas
guem tenho grande admiragdo pelo trabalho e um grande apre¢o, como orientadoras,

profissionais excepcionais na construcdo desse trabalho.

Ao Prof. Dr. Pe. Pedro Rubens Ferreira Oliveira, S.J., Reitor da Universidade Catdlica

de Pernambuco, por todas as condi¢des de trabalho e facilidades.

A todos os Professores e Professoras do Mestrado em Desenvolvimento de Processos

Ambientais, pelos ensinamentos e apoio em todos 0s momentos.

Aos técnicos do NPCIAMB, Sr. Severino Humberto de Almeida e André Felipe Lima,

pelas facilidades no Laboratoério, bem como, a Sra. Sdnia Maria de Souza, pelo apoio.
A CAPES pela bolsa para a realizacdo do Mestrado, e aos érgaos de fomento a pesquisa

FACEPE e CNPq, pelo apoio financeiro na realizacdo da parte experimental desta

Dissertacao.

E, a todos que indiretamente contribuiram para a realizacao deste trabalho.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS. ... .cttieiiiie ettt e e e e e et a e e e e s e s e e eeeeseasnnssaeeeaeas vi
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt e e e e e st e e e e e e s e s snntnanaeaeeeaaeeennnnes X

LISTA DE TABELAS ...ttt ettt e e e e e nae e e e e nnrnae s Xi

RESUMO . ... ettt e et e et e e e e et e e e e st e e e s eaaa e e e e antaeeeeennnaeaeannnees 11
AB STRA CT . ittt e et e et e e e a bt e e e e b e e e e e nra e e e e aaeeeaans 12
(07N =1 8 011X @ 2 ORI 13
L INTRODUGAO ... oottt ettt ettt ettt ettt sttt e st et en e eee s 14
2 OBUIETIVOS. ..ottt ettt e e e e e et e e e e s st e e e e s saeee e e antbeeeensbeeeeen 16
N R © 1 oYL=y (Ao T =T - | PP 16
2.2 Objetivos ESPECIfiCOS ... 16
3 REVISAO DA LITERATURA......ooiitetieeett ettt ee ettt te st eaenes e e saennsaenes 17
3.1 Serratia marcescens: caracteristicas geraiS.........oovveeveeeieesieeeeeceeeeccccnns 17
3.2 Familia das prodiginiNas..........ociiieiiiiiiieiiieee e 18
I N o o To [T T 1T o - VOO PP PP PPPPPPPRPPPP 19
3.2.2 Fungdes bioldgicas da prodigioSina........ccocueeeeiiiiieeeiiiiieee i 19
3.2.3 Fatores que influenciam a producao de prodigioSina........cccccevvevivvvereeenn. 20
3.2.4 AplicagBes da prodigioSiNa.......ccuuiiiieeiiiiiiiiiee e 21
3.2.4.1 Prodigiosina como fonte de pigmentacao.........cccceevviiiiiiireieeeen e 21
3.2.4.2 Prodigiosina na industria farmac@utiCa...........cccveeeriiiiiii e 22
3.2.4.3 Prodigiosina cComO iNSELICIA@. ......ccoiuviiiiiiieee e 22
3.2.4.4 Prodigiosina contra radiagao ultravioleta.............cocccuveeiiiieiiiiiiiiiieeeeee 23
3.2.4.5 Atividade antimiCrobiana............uueiiieiiiiiiiiiiiie e 23
3.3 Utilizacdo de substratos alternativos para a producgdo biotecnoldgica de
(oo Ye [To TTo =] 1 = S PPPPORPPPPPPPPP 24
3.4 Mercado mundial de prodigioSina.........cccccccvvviiiiiiiiii 26
REFERENCIAS. ......coeoeeeeeeeee ettt ettt ee ettt s e te e eae st e eaeeneae e 27
(07N =18 011X | USRS 38
RESUMIO . ettt e e e e e e et e e bbb e e e e e e e e e e ee et e e aaaaes 40
INTFOAUGAO....ci i 41

Material € MELOTOS. ... .uuviiiiie e e e e s e e e e e e e e e e 41
ReSUItAd0S € DiSCUSSAO.....ciiiiiieetiei i e sttt ee s e esbeseseeseaeaeeeseeeseees 43
(0] o] 1V == T PP 47

AQIadECIMEBNTOS . ci ittt e e e e e s s bbb e e e e e e e nanb e 48

Vii



viii

RETEIBNCIAS . .. .eeiiie ettt e e e e et e e e e e s e bbb ee e e s 48
Material SUPIEMENTAT ... .. ... ar e arrraraearasrnearnrennrnrnes 52
CAPITULO Il .ttt ettt et et n s v sae e e ens 53
CONSIDERAGOES FINAIS. ......ooiiitieceeeeeeeeete et es et saste s arens 55

ANEXOS . ... 56



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1 — Serratia marcescens UCP 1549 crescida no meio Luria Bertani solido,
mostrando a producéo de prodigiosina ap6s 24 horas de incubagéo a 28 °C.............. 17
Figura 2 — Estrutura quimica do prodigioSeNO0............cccuueeieiiiiiie i ee e 18
Figura 3 — Membros da familia das prodigininas: a) prodigiosina, b) undecilprodigiosina,
c) cicloprodigiosina, d) metacicloprodigiosina, e) prodigiosina R1, f) estreptorubina

CAPITULO Il

Figura 1 — Teste presuntivo para prodigiosina do pigmento vermelho produzido por S.
marcescens UCP 1549: Extrato etandlico do pigmento sem alteracéo (controle) (A), em
condicdes &cidas (B) € alcalinas (C).......uvereiiiiiiieeiiiii et 45
Figura 2 — Espectro de absorbancia do pigmento vermelho produzido por S. marcescens
UCP L1540, e e e 45

Figura 3 — Estabilidade da prodigiosina produzida por Serratia marcescens UCP 1549
em diferentes valores de pH e salinidade..............oocoiiiiiiiieiiiii e 46
Figura 4 — Aplicagéo da prodigiosina produzida por Serratia marcescens UCP 1549 na
COIOraGa0 SADONETE..........eieeeei e 47
Figura S1 — Espectro infravermelho do pigmento vermelho produzido por Serratia

marcescens UCP 1549 em meio contendo farelo de milho..........cccooveveeeeiiieiiiiieienn . 52

CAPITULO Il

FIQUIA L — e,



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1 — Producdo de prodigiosina por Serratia marcescens utilizando diferentes
SUDSIIatoS @llEINALIVOS. .. ... e e e e e e e et e e e e e ae e 24

CAPITULO Il

Tabela 1 — Comparacao da producéo de prodigiosina de S. marcescens UCP 1549 deste
estudo e estudos anteriores utilizando substratos agroindustriais...................... 44

Tabela 2 — Comparagdo de bandas de absor¢cdo de FTIR de pigmento vermelho
produzido por S. marcescens UCP 1549 com grupos funcionais de prodigiosina de
LTS 00 [0 [0 L= T 1 =] o] =P 45

CAPITULO IlI

JLIE= 0121 = T AR 56



11

Silva, L. A. R. Producéo ecoldgica de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549...

RESUMO

A prodigiosina é um pigmento vermelho produzido principalmente pela bactéria Gram-
negativa Serratia marcescens, como metabdlito secundério intracelular de ampla
atividade, podendo ser empregado na agricultura, na quimica fina e na inddstria
farmacéutica e téxtil. Neste trabalho Serratia marcescens UCP 1549 demonstrou
potencial biotecnologico de produzir prodigiosina convertendo o substrato renovavel
farelo de milho (1%) como Unica fonte de carbono, e solucdo de sais [KH2POa,
K2HPO4, MgS04.7H20 e SO4(NHa)2], apds 72 h de incubacao a 31°C e agitacao orbital
de 100 rpm. Apoés esse periodo, foi observado uma producdo de biomassa de 7,24
g/L e pigmento vermelho de 1,68 g/L, identificado como prodigiosina através de
absorbancia a 535 nm, Rf de 0,9 em cromatografia em camada delgada (CCD) e
grupos funcionais obtidos pelo Espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR).A prodigiosina demostrou estabilidade na cor frente a diferentes
concentracfes de NaCl e valores de pH (2-6), contudo, ocorreu reducao da cor em pH
8,10 e 12, respectivamente. A aplicacdo do pigmento na coloracdo do sabonete foi
eficiente, sugerindo seu potencial promissor como corante natural na industria de
cosmeéticos. A partir da producéo ecoldgica da prodigiosina utilizando farelo de milho,
foi investigado o efeito da concentracdo de substrato e do pH, no rendimento do
pigmento comparando farelo de milho e amido soluvel como substratos, empregando
planejamento fatorial completo 22. Os resultados obtidos indicaram maior crescimento
bacteriano e producéo de prodigiosina nos ensaios do planejamento com farelo de
milho, contudo, o maior rendimento de prodigiosina ocorreu no ponto central (1% de
substrato e pH 7,5). O diagrama de Pareto demonstrou que, ambas as variaveis
apresentaram influéncia significativa na producdo de prodigiosina, evidenciando
eficiéncia na conversdo do substrato alternativo. O bioprocesso de producéo de
prodigiosina e o tingimento como corante natural em fibras de algodé&o e sintéticas,
assim como sua propriedade antimicrobiana, fazem parte do registro no INPI de

Registro de propriedade intelectual.

Palavras-chave: Pigmento natural. Substrato agroindustrial. Coloracdo de sabonete.
Tingimento de fibras.
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ABSTRACT

Prodigiosin is a red pigment mainly produced by the Gram-negative bacterium Serratia
marcescens, as an intracellular secondary metabolite with wide activity, which can be
used in agriculture, fine chemistry and in the pharmaceutical and textile industry. In
this work, Serratia marcescens UCP 1549 demonstrated biotechnological potential to
produce prodigiosin by converting the renewable substrate corn bran (1%),as the only
carbon source and salt solution [KH2PO4, K2HPO4, MgS04.7H20 and SO4(NHa)2],after
72 h of incubation at 31°C and orbital shaking at 100 rpm. After this period, it was
observed a biomass production of 7.24 g/L and red pigment of 1.68 g/L, identified as
prodigiosin, through absorbance at 535 nm, Rf of 0.9 in thin layer chromatography
(TLC) and functional groups obtained by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR). Prodigiosin showed color stability under different NaCl concentrations and pH
values (2-6), however, there was a reduction in color at pH 8, 10 and 12, respectively.
The application of the pigment in soap coloring was efficient, suggesting its promising
potential as a natural dye in the cosmetic industry. From the ecological production of
prodigiosin using corn bran, the effect of substrate concentration and pH on pigment
yield was investigated by comparing corn bran and soluble starch as substrates, using
a full-factorial design 22. The results obtained indicated higher bacterial growth and
production of prodigiosin in the design assays with corn bran, however, the highest
yield of prodigiosin occurred at the central point (1% of substrate and pH 7.5). The
Pareto diagram showed that both variables had a significant influence on the
production of prodigiosin, showing efficiency in the conversion of the alternative
substrate. The bioprocess to produce prodigiosin and the dyeing with natural dye in
cotton and synthetic fibers are part of the registration with the INPI of Registration of

intellectual property.

Keywords:Natural pigment. Agro-industrial substrate. Soap coloring. Fibers dyeing.
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1 INTRODUCAO

Os pigmentos estdo presentes na humanidade ha muito tempo, como um
produto que sinaliza ou dar aspectos (visual) a pessoas e objetos, pois sdo utilizados
em diversas areas e em muitos contextos; sejam elas em produtos téxtil, alimentos,
tingimentos de papel, cosméticos, urbanizacéo etc (MUMTAZ et al., 2019). Em geral os
pigmentos no mercado global apresentam demandas elevadas, considerando a sua
ampla aplicabilidade em diversas industrias como plasticos, construgao, téxteis, tintas e
revestimentos. Particularmente, tintas e revestimentos s&o os maiores consumidores de
pigmentos, considerando o uso em acabamentos, propiciando a cor desejada a
superficie em que sdo usados ( PAUL et al., 2020; WANG et al., 2020; METWALLY,
2021).

Por outro lado, os pigmentos também protegem contra condi¢des climaticas
extremas e corrosdo. Desta forma, a demanda por pigmentos vem sendo acelerada
também devido a crescente infraestrutura, urbanizagdo, plasticos e materiais de
construcdo entre outras. O mercado devera enfrentar uma mudanca em direcdo a
produtos ecologicamente naturais, corretos e sustentaveis. Os consumidores estéo
mudando cada vez mais suas preferéncias e se tornando mais conscientes
ambientalmente, portanto, estdo escolhendo tons de cores alternativos e
ecologicamente corretos, evitando o] impacto ambiental

[https://mww.globenewswire.com/en/news-release].

Assim, particularmente, para pigmentos microbianos ( que também podem ser
chamados de biopigmentos) a demanda mundial tem aumentado nos ultimos anos
devido ao enorme potencial de aplicagdo em diversos setores industriais, incluindo o
téxtil. Além disso, quando comparados com as de origem sintética, estas biomoléculas
apresentam propriedades vantajosas, tais como baixa toxicidade, elevada eficiéncia e
biodegradabilidade, que resultam em propriedades atraentes para os consumidores
(RAO etal., 2017; RAMESH et al., 2019; PAILLIE-JIMENEZ et al., 2020; VISHNUPRIYA
et al., 2021).

Esses biopigmentos vém sendo fonte de estudos para pesquisadores, com
intuito de encontrar alternativas aos pigmentos sintéticos. Um pigmento com tal

potencial é a prodigiosina, pigmento vermelho tipicamente produzido pela bactéria
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Gram-negativa Serratia marcescens, que possui formula molecular de CxoH2sN30 € peso
molecular de 323.44 Da, com trés anéis, formando um esqueleto pirrolil pirrometano
com um grupo metoxi nocarbono 4, e absorbancia maxima a 535 nm (ARAUJO et al.,
2010; FARAAG et al., 2017; YIP et al., 2019; LAPENDA et al., 2020).

A prodigiosina, sendo um metabdlito secundario, vém sendo extensivamente
estudada devido as suas propriedades biolégicas: antimicrobiana, antimalarica, antiviral,
imunossupressora e citotéxica, dentre outras, que fazem dele um dos mais poderosos
candidatos para uso promissor na industria farmacéutica (YIP et al., 2019; LAPENDA et
al., 2020; SURYAWANSHI et al., 2020; BERNING et al., 2021). Além disso, varios
estudos tém demostrado o potencial de aplicagéo da prodigiosina como corante natural
de tecidos, papel, velas, e inclusive, como tinta biodegradavel (VENIL et al., 2013;2017;
REN et al, 2017; 2021).

Contudo, apesar do elevado potencial biotecnologico do pigmento prodigiosina,
a producdo em larga escala é ainda limitada, devido ao elevado custo de producao,
principalmente, devido aos substratos convencionais que apresentam elevado valor.
Neste contexto, 0s substratos agroindustriais sdo alternativas biotecnoldgicas eficientes,
dirigidas para a minimizar os custos de producao, além de garantir a sustentabilidade e
produtividade do bioprocesso (ARAUJO et al., 2010; ARULDASS et al., 2014;
MATHLOM et al., 2018; NGUYEN et al., 2021).

Outros aspectos biotecnologicos importantes na producdo de prodigiosina por S.
marcescens estao relacionados as condi¢des de regulacdo metabdlica, principalmente,
através da inducédo dos fatores quimicos e fisicos, como temperatura e pH (ARULDAS
et al., 2014; YIP et al., 2019).E ainda, os efeitos da temperatura e pH podem aumentar
significativamente o rendimento do pigmento, possibilitando a reducédo do custo geral do
bioprocesso (METWALLY et al., 2017; SREEDHARAN et al., 2020).

Neste sentido, os estudos realizados com S. marcescens UCP 1549, isolada da
regido do semiarido (PE, Brasil), vém possibilitar a ampliacdo das investigacfes
previamente realizadas por Aradjo et al., (2010); Lins et al., (2014); Montero-Rodriguez
et al.,, (2016, 2018); dos Santos et al. (2021), visando o aumento do potencial
biotecnoldgico na conversédo de um novo substrato alternativo, além do uso de fatores
fisico-quimicos na perspectiva de maximizar a producao de prodigiosina e aplicabilidade

como corante natural.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o crescimento e producdo de prodigiosina por Serratia

marcescens UCP 1549 em meio alternativo e avaliar o seu potencial na atividade
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antimicrobiana, na coloracdo de sabonete e no tingimento de tecidos (algodéo e
sintéticos).

2.2 Objetivos Especificos
* Avaliar o potencial de S. marcescens UCP 1549 na conversao de meio
alternativo contendo farelo de milho como Unica fonte nutricional para producéo

de prodigiosina;

* Investigar a influéncia da concentracdo de substrato e pH no processo de

producao de prodigiosina, assim como avaliar o perfil de crescimento;

* Extrair, quantificar e caracterizar o pigmento produzido;

* Investigar a estabilidade da cor da prodigiosina;

* Avaliar a atividade antimicrobiana da prodigiosina;

* Avaliar o potencial de aplicacéo da prodigiosina como corante de sabonete e
no tingimento de tecidos.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Serratia marcescens: caracteristicas gerais

Serratia marcescens €é uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae, anaerébia facultativa, em forma de bastonete e caraterizada pela
habilidade em produzir um pigmento vermelho denominado prodigiosina (ARAUJO et
al., 2010; CANTALICE et al., 2014; RODRIGUEZ, 2017) (Figura 1).
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Figura 1 - Serratia marcescens UCP 1549 crescida no meio Luria Bertani solido,
mostrando a producao de prodigiosina apds 24 horas de incubacgéo a 28 °C.

Fonte: Autoria prépria (2021)

A partir do século XXI, grande interesse ter sido despertado sobre S. marcescens
considerada como patdgeno oportunista, responsavel por infecgdes hospitalares
(SOTO-CERRATO et al.,, 2007; BAKKIYARAJ et al., 2012; IGUCHI et al., 2014).
Contudo, entres os diferentes bibtipos de S. marcescens, somente 0s ndo cromogénicos
tem sido descrito como uma ameagca real no ambiente hospitalar (CARBONELL et al.,
2000; ELKENAWY et al., 2017). As espécies cromogénicas normalmente sao isoladas
de diferentes ambientes, como agua, solo, plantas ou insetos (DEORUKHKAR et al.,
2007; KALIVODA et al., 2010; FUKUSHIMA & CAMPOS-TAKAKI, 2010; ARAUJO,
2010; YIP et al., 2019).

Além da prodigiosina, a bactéria também é produtora de serrawettina, um
biossurfactante que Ihe confere a propriedade de aderéncia no processo de colonizagéo
de superficies (MONTANER et al., 2000; PEREZ-THOMAS et al., 2003; MATSUYAMA
et al., 2011), além de enzimas como proteases, quitinases, lipases e L-asparaginase
(HAMRE et al., 2015; THAKUR et al., 2016; SANAWER et al., 2017).

3.2. Via da sintese da prodigiosina
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Com o desenvolvimento e novas demandas envolvendo prodigiosina, a
necessidade do entendimento da biossintese do pigmento se torna mais evidente.
Assim como pela ampla aplicabilidade desse metabdlito, justifica os conjuntos de
andlises e pesquisas que estdo inclusos a detec¢cdo de homologia entre enzimas,
reprimindo os genes para a deteccdo de suas fungdes, tanto quanto 0s mecanismos e
vias reguladoras para sua biossintese, entre outras (HARRIS et al., 2004;
WILLIAMSON, et al., 2005).

Na figura 2 é mostrado dois intermediarios chaves que sédo produzidos por via
bifurcada, sao: 2-metil-3-n-amilpirrol (MAP) e 4-metoxi-2,2'-bipirrol-5-carbaldeido
(MBC). Tanto na S. marcescens quanto na S. coelicolor, a producdo de MBC inicia com
a ativacdo de (-prolina assim como tio éster, onde séo transformados no anel pirrol A da

prodigiosina.

Figura 2 — Via de biossintese de prodigiosina por Serratia marcescens

(a) 0. 0 Qig®—s._0 CGiD—s._ o igD—s
( HNH NH @ # “NH 1/ NH
ATP ADP+P, F.'\'D FADH,
CoAS
y T D?—?E
& N / NH €O, Coa coy
l.I‘IIIL
NAD(P), FMN
NAD{P)H+H", FMNH,
o <
};coa—
ATP ADP+P,
hruwn
CsHyy -
)j> i:> z:> Prodigiosin
: ; o= /_' ;
0, FADH,
C5H11 J-Acetyloctanal H,MAP MAP

Fonte: HAN et al. (2021)
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3.2. Familia das prodigininas

A familia das prodigininas engloba um grupo de pigmentos que apresentam em
sua estrutura quimica um esqueleto comum de trés pirréis denominado de prodigioseno
(Figura 3) (VAN HOUDT et al., 2007; YIP et al., 2021). Dentre elas, a prodigiosina e
undecilprodigiosina pertencem a um grupo de tripirroles lineares, enquanto
metacicloprodigiosina, prodigiosina R1 e estreptorubina B pertencem ao grupo das
prodigininas ciclicas, como se mostra na Figura 4 (DARSHAN et al., 2015). O sistema
conjugado com sete ligacBes duplas € responsavel por sua pigmentacdo vermelho
escuro cristais piramidais quadrados com reflexo verde (BENNETT & BENTLEY, 2000;
FURSTNER, 2003).

Figura 3 - Estrutura quimica doprodigioseno.
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Fonte: Darshan et al. (2015).
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Figura 4 - Membros da familia das prodigininas: a) prodigiosina, b) undecilprodigiosina,
¢) cicloprodigiosina, d) metacicloprodigiosina, €) prodigiosina R1, f) estreptorubina B.
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Fonte: Darshan et al. (2015).

3.2.1 Prodigiosina

A prodigiosina é definida como alcal6ide tripirrol de cadeia linear (pirrol, 3-
metoxipirrol, 2- metil-amilpirrol), com peso molecular de 323,44 Dalton e de férmula
estrutural Cz0H2sN30,de acordo com Chang et al. (2011) e Kalivoda et al. (2010).

Figura 5 - Estrutura quimica do prodigiosina

Fonte: Wanget al. (2020).

Caracteriza-se ainda por sua solubilidade em benzeno, cloroférmio, éter, acetona

e éter de etila, pouco soltvel em &lcool e insolivel em 4gua. Tem uma variabilidade em
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sua coloracéo referente a mudanca de pH, sendo de cor vermelha quando produzido
em meio &cido (YIP et al., 2021; RAVINDRAN et al., 2020; NAKASHIMA et al., 2005).

3.2.2 Funcgdes bioldgicas da prodigiosina

Diversas funcBes ecofisiolégicas tém sido sugeridas para a prodigiosina, que
justificam sua producdo pela S. marcescens e outros micro-organismos produtores.
Dentre elas, destaca-se seu papel no blogueio a radiacdo UV, onde esse tipo de onda
eletromagnética afeta diretamente na célula podendo causar mutagénicos, resultando
na intervencdo do ciclo de vida celular por meio do desencadeamento da mutacao.
Assim, a prodigiosina mostra-se como um meio de protecéo evitando um dano ao DNA
(STANKOVIC et al., 2014; SAJJAD, 2018).

Estudos também investigam a da prodigiosina, quando apresenta um sistema pelo
qual hd uma funcéo de protecdo que tenta inibir a radiacao ionizante, desequilibrando
tanto de forma direta quanto indiretamente as principais células por sintese antioxidante
para combater radicais de oxigénio (SAJJAD et al., 2018; SURYAWANSHI et al., 2015;
SINGH et al., 2011).

Este pigmento também é indicado no combate a processos inflamatérios
causados pela producéo exacerbada de espécies reativas de oxigénio que estimula a
producéo proé-inflamatorio de citocina e danifica a proteina celular onde interrompe o
revestimento estomacal causando lesdes na mucosa gastrica. A prodigiosina exerce um
efeito gastroprotetor, diminuindo os mediadores inflamatérios e marcadores apopt6ticos
(AL-QURAISHY, 2017; ABDELFATTAH, 2019). Além de protecdo contra outros micro-
organismos, sinalizacdo e/ou comunicagédo, entre outros (GERBER,1975; HADDIX et
al., 2008; SCHLOSS et al., 2010; ZHU et al., 2010; BORIC et al., 2011; STANKOVIC et
al., 2012).

Entdo, nota-se ainda que as células pigmentadas utilizam membranas
parcialmente purificadas onde ha uma reducéo do consumo de oxigénio respiratério da
célula. Outros relatos in vitro revelam que a prodigiosina atua como um simulador de
H*/CI. Pesquisas recentes revelam que a prodigiosina reduz a producédo de ATP sob
condicdes de taxa maxima de crescimento, somando as suas fungdes, o pigmento

funciona como um regulador negativo da producdo de ATP respiratério, podendo
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envolver a dissipacao da forca motriz do préton transmembrana (HADDIX, 2018).

3.2.3 Fatores que influenciam a producéao de prodigiosina

Existem varios fatores nutricionais e fisico-quimicos que influenciam a producao
de prodigiosina por S. marcescens. Os requisitos minimos que necessita um meio de
cultivo para que a bactéria sintetize o pigmento sdo: sais inorgéanicos e glicerol como
fonte de carbono, onde a quantidade influencia diretamente na producdo, e sais de
amonio como fonte de nitrogénio (NAKASHIMA et al., 2005; CHANG et al. 2011,
SUMATHI et al., 2014; ARIVIZHICENDHAN, 2017).

A alteracdo do pH no meio mostra-se com elevada influéncia na producdo de
prodigiosina, diminuindo ou aumentando a eficiéncia da produtividade. A exposicéo do
meio a um baixo pH ocasiona um declinio na sintese do pigmento estando diretamente
relacionada ao consumo das fontes de carbono (SOLE, 1997; MONTERO-
RODRIGUEZ, 2018). Por outro lado, a temperatura, agitacdo, incidéncia de luz e
concentracdo de oxigénio dissolvido sdo alguns dos parametros fisico-quimicos que
também influenciam na sintese de prodigiosina e que séo considerados na otimizagéo
do processo de producdo (GONDIL et al., 2017).

Alguns reguladores globais, que também influenciam na produgcéo de pigmento
vermelho, séo vistos como impulsionadores na sintese da prodigiosina, como; regulador
global do metabolismo de carbono (crp), reguladores globais do metabolismo energético
(fnr), proteinas nucleoides (fis, IHF), regulador de utilizacdo de purinas (pucR) sé&o os
principais reguladores globais (RAVINDRAN, 2019).

3.2.4 Aplicagdes da prodigiosina

3.2.4.1 Prodigiosina como fonte de pigmentacéao

Atualmente o mercado mundial mostra uma tendencia crescente a utilizacdo de
produtos de origem bioldgico, a fim de substituir os produtos sintéticos que comumente
séo utilizados, oriundos de fontes ndo renovaveis, como o petréleo (PAUL et al., 2020).
Também a toxicidade ambiental é levada em consideracdo, além da saude humana

tanto na fabricacdo quanto na utilizagcdo dos produtos. Entre os pigmentos biologicos os
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de origem microbiano demonstram um maior rendimento e menor volumem de residuos
gerados, em comparacdo aos pigmentos obtidos de plantas e animais (MOHAMMED,
2020).

Nesse contexto, a prodigiosina € um pigmento bacteriano com um potencial a ser
explorado, pois sua cor vermelha pode ser aplicada de diversas areas industriais,
incluindo a téxtil, farmacéutica, cosméticos etc. Estudos mostram a utilizacdo da sua cor
e uma boa aplicabilidade em tecidos diversos como: 13, algodéao, seda, nylon, poliéster;
demonstrando também uma boa estabilidade em diferente pHs e temperaturas, além de
demonstrar propriedades antibacterianas nos tecidos. Uma outra aplicacdo € em
tingimento de velas, onde estudos demonstram uma similitude na coloragdo dos
corantes sintéticos e tingidos com prodigiosina. A cor vermelha da prodigiosina pode ser
explorado ainda no setor de cosméticos, onde precisa ser mais investigado (KUMAR et
al., 2015; MEHTA et al., 2015; GUPTA et al., 2019; WANG et al., 2020; METWALLY,
2021).

3.2.4.2 Prodigiosina na indastria farmacéutica

A versatilidade da prodigiosina vem sido ampliada cada vez mais, mostrando a
eficacia em diversas areas, incluindo na terapéutica aplicada pela indastria
farmacéutica. Descoberta esta potencial aplicagdo da prodigiosina como droga clinica,
inimeros estudos tém sido realizados para criagdo de novos tratamentos envolvendo o
pigmento, como antiproliferativas. Um outro tratamento é envolvendo atividade
imunomoduladores da prodigiosina, que demostra uma capacidade, direta ou
indiretamente, de supresséo na proliferacdo em diferentes vias de linfocito T, B e NK,
que sdo células cruciais para defesa do corpo, ou seja, atuando com uma capacidade
imunossupressora no organismo (SURYAWANSHI et al., 2014; CHOI et al., 2021).

Também é demonstrado que a prodigiosina tem um efeito anticancerigeno que atua
na restauracdo da via de sinalizacdo em células cancerosas e, consequentemente,
induz a apoptose das mesmas, interrompendo a cadeia de mutacdo de células
defeituosas. Entdo pode ser uma alternativa de tratamento para cancer. Assim como,
foi demonstrado que a prodigiosina destréi seletivamente células cancerosas, deixando
células saudaveis ilesas com uma concentracao relativamente baixa (HONG et al. 2014;
MUMTAZ, 2019; NGUYEN et al., 2020).
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3.2.4.3 Prodigiosina como inseticida

A aplicabilidade da prodigiosina em inseticidas tem sido demonstrada pela sua
capacidade de diminuicao de larvas e insetos, sugerindo sua utilizacdo como alternativa
aos inseticidas sintéticos que agridem excessivamente o solo. A concentracéo e o tempo
foram notados como influenciadores na moralidade dos insetos. Com uma concentracao
entre 1,5 a 30 g/L de prodigiosina foi suficiente para reducado ou até eliminacao de larvas
e insetos respectivamente podendo levar de 24 a 120 horas. Estudos apontam, também
gue a prodigiosina tem um inibitério ao agente causador da maléaria, Plasmodium
falciparum, tanto in vitro quantos in vivo, comprovando mais uma vez seu potencial
larvicida. Entdo o pigmento mostrou-se eficaz ndo apenas na fase poés infeccdo, mas
também eliminando portadores desse parasita(WANG et al., 2012; PATIL et al., 2013;
YIP et al, 2019; NGUYEN et al., 2020; HU et al., 2021).

3.2.4.4 Prodigiosina contra radiacao ultravioleta

Além disso, sua acao protetora dos micro-organismos contra a radiag&o ultravioleta
tem sugerido sua aplicagdo na area dos cosméticos, como novo aditivo nos protetores
solares (SURYAWANSHI et al., 2015; BORIC et al., 2011 ). Recentemente, varios
estudos tem sido realizados, visando a aplicacdo da prodigiosina como corante natural
de tecidos, papel, velas, sabdes, etc. (AHMAD et al., 2012; SHAH, 2015; MEHTA, 2015;
REN et al. 2017; METWALLY et al., 2021).

3.2.4.5 Atividade antimicrobiana

As prodigiosinas possuem efeito antibacteriano ndo apenas como agentes
antibiéticos, mas indiretamente, impedindo a formacédo de biofilme bacteriano, como
atividade anti-incrustante contra bactérias marinhas como Alteromonas sp., Gallionella
sp. e cianobactérias (PRIYA et al., 2013). A atividade antibacteriana do pigmento
vermelho é atribuida a sua capacidade de passar através da membrana externa,
inibindo assim enzimas, como DNA girase e topoisomerase IV envolvidas no
crescimento celular (GONDIL, 2017; BHAGWAT, 2020; SREEDHARAN et al., 2020; YIP
et al., 2021).
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A prodigiosina apresenta atividade antimicrobiana, com valores de concentracao
minima inibitéria (CMI) quando comparados com os antibidticos convencionais
tetraciclina, cloranfenicol e gentamicina frente a diversas espécies bacterianas como
Staphylococcus aureus FDA 209P (3,1 ug/ml), Streptococcus pyogenes (1,56 pg/ml),
Micrococcusluteus ATCC 9341 (3,1 pg/ml), Bacillus subtilis ATCC 6633 (12,5 pg/ml),
Escherichia coli K12 (> 100 pg/ml), Klebsiellapneumoniae PCl 602 (> 100 pg/ml),
Salmonella typhimirium 11D 971 (25 pug/ml), Serratia marcescens IAM 1184 (> 100 pg/ml),
Pseudomonas aeruginosa PAO 1 (> 100 pg/ml), Proteusvulgaris HX 19 (50 pg/ml)
(NAKASHIMA et al., 2005). Foram descritas também sensibilidades a prodigiosina
observadas pelo teste de difusdo de disco em agar, onde foram observados
significativos halos de inibicdo do crescimento bacteriano para as espécies Escherichia
coli, E. aerogenes, S. aureus, B. subtilise P. aeruginosa, afirmando assim o seu uso
como um potente antibiotico natural (KHANAFARI et al., 2006; ALIHOSSEINI et al.,
2008; IBRAHIM et al., 2014; LAPENDA et al., 2015, HERRAEZ et al., 2019;
SORATHIYA, MANISHA, 2019).

3.3 Utilizacdo de substratos alternativos para a producao biotecnolégicade

prodigiosina

Apesar das propriedades apresentadas, a prodigiosina ainda ndo é amplamente
utilizada pelas industrias, devido ao elevado custo de producgéo, associado a baixa
produtividade e ao uso de substratos onerosos (PANESAR et al., 2015; MONTERO-
RODRIGUEZ et al., 2018). Neste sentido, o aproveitamento de substratos alternativos
constitui uma estratégia promissora que vem ganhando atencdo dos pesquisadores
(SHARMA, 2017).

Varias pesquisas visam a producdo de pigmentos microbianos a partir de
substratos agroindustriais como fonte de carbono e nitrogénio, o que torna o processo
mais favoravel em termos financeiro e ambiental. Porém, dentre delas, ainda sdo poucas
as que se referem a producao de prodigiosina (PANESAR et al., 2015; HAQUE et al.,
2016; LIU et al., 2021) (Tabela 1). Substratos alternativos como agUcar mascavo e
sementes de sésamo trituradas tém sido utilizados para produzir prodigiosina por S.
marcescens através de fermentacdo submersa, obtendo valores de rendimento do
pigmento de 8,0 mg/mL e 16,68 mg/mL, respectivamente (GIRI et al., 2004; ARULDASS
et al., 2014). Araujo et al. (2010) informaram a producao de prodigiosina (49,50 mg/mL)
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em meio constituido por 6% manipueira, suplementado com 2% manitol. Naik et al.

(2012) relataram o uso de diferentes tortas de sementes, residuos gerados no processo

de producdo de dleos vegetais, e obtiveram uma producdo méxima de prodigiosina

(39,80 mg/mL) no meio contendo torta de éleo de amendoim.

Tabela 1. Producdo de prodigiosina por Serratia marcescens utilizando diferentes

substratos alternativos.

Rendimento
Micro- Substrato Condicdes de de Referéncia
organismo alternativo producéo prodigiosina
(9/L)
Caldo de 6leo de Erlenmoeyer250 0,767 GIRI et al.
S. marcescens gergelim ml, 28°C, 180 (2004)
rpm, 36 h
Manipueira Erlenmeyer250 ARAUJO et
S. marcescens complementada  ml, 28°C, 150rpm, 49,5 al. (2010)
UCP 1549 : '
com manitol pH 7,0; 48 h
. Erlenmeyer 100 NAIK et al.
S. marcescens Togilntiié)cl)?; de ml. 30°C, 200 18,2 (2012)
CF-53 rpm, pH 7,0; 48 h
Biorreator 5 L; ARULDASS
S. MArcescens  accarmascavo  25°C: 200 rpm; 8,11 | (2014
UTM1 etal. (2014)
pH 7,0; 24 h
Peptona de Erlenmeyer250 0,227 KURBANO
S. marcescens chifre de ml, 28°C, 200 GLU et al.
MO-1 carneiro rpm, pH 7,0; 48 h (2015)
S. marcescens Biorreator 1,5 L, 0.872 CHAVEZ-
BS 303 Glicerol 24°C, 400 rpm, CASTILLA
Residuo de Erlenmeyer 150 0,890 XIA et al.
S. marcescens cozinha ml, 28°C, 150 (2018)
rpm, pH 8,0; 36 h
Erlenmeyer250 MATHLOM
CS;.lomarcescens Oleo de gergelim ml, 30°C, 150 2,87 etal. (2018)
rpm, pH 8,0; 48 h
Erlenmeyer250 LIN et al.
S. Marcescens  pg ge amendoim  ml, 26°C, 180 15,42 (2019)
FZSF02
rpm, 72 h
s Erlenmeyer250 MAURYA et
' o Farelo de trigo ml, 25°C, estatico, 0,0013 al. (2020)
nematodiphilia pH 7,0: 96 h
0 NGUYEN et
S. marcescens ” , 25°C, pH 6,15, 48
S Quitina marinha h 4,62 al. (2020)
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S. marcescens Canetas de lula Biorreator 10 L, 3.45 NGUYEN et
TNUOL em pé 25°C, pH 7,0; 12 h ! al. (2020)

i Biorreator 15 L, NGUYEN et
S. marcescens Pocg:aa(r:]aic?ode 27°C, 150 rpm, 51 al. (2020)
TNUO2 gue] pH 6,15; 8h

Processamento
S. marcescens de peixes, p6 de Biorreator 12 L, 6.310 NGUYEN et
CcC17 cabeca de 28°C, pH 7,0; 8h ' al. (2021)
camaréo
Erlenmeyer250 LIU et al.

S. marcescens Oleo de soja ml, 28°C, 200 27,65 (2021)

BWL1001

rpm, pH 5,0; 36 h

Fonte: Lucas A.R. Silva

Numerosos estudos revelam que a via biossintética da prodigiosina tem influéncia
significativa de alguns amino&cidos, entre eles a prolina e metionina. Esses aminoacidos
atuam como um agente essencial para a producédo do pigmento. Entdo, a selecéo de
um substrato nutritivo contendo tais aminoacidos pode estimular o processo de
producdo (DARSHAN, 2015; HAN, 2021).

3.4Mercado mundial de prodigiosina

O mercado mundial de pigmentos microbianos esta sendo avaliado em US $
32,9 bilhdes de délares em 2020, com um crescimento anual de 5,1% no mercado global
de tintas e pigmentos como promissores para novos tipos de producgédo, pois até 2028
esse mercado deve ser avaliado por US $ 51,7 bilhGes. Industrias como a de construcao
civil, plasticos, tintas e revestimentos e téxtil devem impulsionar o crescimento deste
mercado  (https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/dyes-and-pigments-

market).

Atualmente, consumidores de diversas partes do mundo passam a ter uma
consciéncia ambiental mais ativa, tendo ciéncia dos efeitos nocivos de corantes
sintéticos, tanto para a saude, como maior toxicidade e um maiores riscos de alergias,
gquanto para o meio ambiente. Entdo, essa consciéncia maior dos corantes e tintas, tem
operado uma pressdo nas empresas a obterem alternativas mais sustentaveis,
causando um aumento na demanda de pigmentos naturais frente os sintéticos. Portanto
diversos pigmentos naturais estdo disponiveis no mercado; dentre eles a prodigiosina
(padrdo quimico) arrecada cerca de US $ 5.000 x 10° por kg no mercado (SAINI et
al.,2017; CHATRAGADDA et al., 2021). Atualmente 100 pg de prodigiosina na Merck

tem 0 preco aproximado de us


https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/dyes-and-pigments-market
https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/dyes-and-pigments-market
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$352,24(https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/p0103 ); e pelas suas
propriedades e sua ampla aplicabilidade os avancgos cientificos e tecnol6gicos tendem

a ser mais frequentes, no sentido de producéo, extracédo e aplicacdo da prodigiosina.


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/p0103
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Resumo

A prodigiosina ¢ um pigmento microbiano vermelho, produzido principalmente pela
bactéria Serratia marcescens, considerado um promissor composto antimicrobiano,
imunossupressor e antiproliferativo. Contudo, sua comercializagdo industrial ainda é
limitada devido ao alto custo de producéo, causado principalmente pelo uso de substratos
caros. Assim, este trabalho teve como objetivo a producdo sustentavel de prodigiosina
por S. marcescens UCP 1549, utilizando farelo de milho como substrato alternativo e de
baixo custo, e sua aplicacdo na coloracdo de sabonete. De acordo com os resultados,
ocorreu crescimento bacteriano e producdo de pigmento vermelho, atingindo 7,24 g/L de
biomassa e 1,68 g/L de rendimento de pigmento, respectivamente. O resultado positivo
no teste presuntivo indicou o pigmento vermelho como prodigiosina, o que foi
confirmado por espectrofotometria UV-Visivel (pico de absorbancia maxima em 535
nm), TLC (Rf 0,9) e os grupos funcionais identificados por espectroscopia FTIR. A
prodigiosina apresentou estabilidade na cor em diferentes valores de pH e concentracdo
de NaCl. A aplicagdo do pigmento na coloragéo do sabonete foi eficiente, sugerindo seu
potencial promissor como corante natural na industria cosmética. Os resultados
mostraram o potencial biotecnologico de S. marcescens UCP 1549 na biotransformacao
do farelo de milho em prodigiosina, permitindo um bioprocesso industrial mais
econdmico e competitivo.
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Introducao

A demanda mundial por pigmentos microbianos tem aumentado nos Gltimos anos devido
a sua melhor biodegradabilidade e compatibilidade com o meio ambiente, além de menor
toxicidade e reacdo alérgica, quando comparados aos de origem sintética [1, 2]. Portanto,
sua producéo biotecnologica tem crescido exponencialmente, visando o enorme potencial
de aplicacdo em diversas areas, como a industria alimenticia, farmacéutica, cosmética e
téxtil [3].

Nesse contexto, a prodigiosina é um pigmento vermelho natural, que pode ser produzido
por diversas espécies bacterianas, destacando-se a Serratia marcescens como o principal
micro-organismo produtor. E um metabdlito secundario com estrutura tripirrol e formula
quimica C20H25N30, que exibe um amplo espectro de propriedades biologicas [4, 5]. A
prodigiosina ¢ bem conhecida como um agente terapéutico promissor devido as suas
atividades antimicrobiana, antimalarica, imunossupressora e antitumoral [6, 7]. A
propriedade antioxidante desse pigmento também foi demonstrada, bem como sua
aplicacdo como componente bioativo em formulacdes de filtros solares [8, 9]. Além disso,
a prodigiosina tem sido aplicada como corante natural de materiais téxteis, papel, velas e
também, como tinta biodegradavel [10, 11].

Apesar de suas aplicacGes promissoras, a producdo em larga escala da prodigiosina
permanece limitada devido ao alto custo de producéo, causado principalmente pelo uso
de substratos convencionais caros. Assim, varias pesquisas tém sido direcionadas para a
obtencdo de prodigiosina utilizando subprodutos e residuos industriais, como fontes
alternativas de carbono e nitrogénio, sendo uma estratégia promissora e de baixo custo
[8, 12, 13].

Particularmente no Brasil, S. marcescens UCP 1549 isolado da regido semiarida do estado
de Pernambuco tem apresentado excelente potencial para producdo de prodigiosina,
conforme demonstrado na literatura [4, 14, 15]. Contudo, a busca por novos substratos se
justifica, a fim de aumentar a produtividade e reduzir custos. Nesse contexto, o presente
trabalho teve como objetivo a produgdo econémica de prodigiosina por S. marcescens
UCP 1549 utilizando farelo de milho como Unico substrato. Além disso, sua aplicacao
como corante de sabonete foi abordada, uma vez que tem sido pouco estudada [10, 16].

Materiais e Métodos
Micro-organismo e preparacao de inéculo

A bactéria S. marcescens UCP 1549, isolada de solo semiarido e identificada por Araujo
et al. [17], gentilmente cedido pela Colecédo de Culturas da UCP - Universidade Catdlica
de Pernambuco (Recife-PE, Brasil), cadastrada na Federacdo Mundial de ColecOes de
Cultura (WFCC). Esta cepa foi mantida em meio Luria Bertani (LB) solido (triptona 10
0/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 g/L e agar 15 g/L) a 5 ° C.A cultura armazenada
de S. marcescens foi transferida primeiro para o meio LB solido e incubada por 18 ha
28°C. Em seguida, uma colonia foi transferida para 50 ml de caldo LB e incubada por 18
ha 28°C e 150 rpm em agitador orbital. Uma vez que a densidade éptica em 600 nm
atingiu 0,8-1,0, correspondendo a 108 UFC/ml, esta cultura foi usada como inéculo [15].
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Substrato agroindustrial

Neste estudo, o farelo de milho foi utilizado como substrato de baixo custo, previamente
obtido em um mercado local na cidade de Recife (Pernambuco, Brasil). Foi tamisado em
peneiras série Tyler - malha 16 e 32 - para obtencdo de um po fino e homogéneo, a fim
de facilitar a dissolugdo no meio de cultura.

Producéo de prodigiosina

A fermentacdo foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de
solugéo salina (KH2PO4 3 g/L, KoHPO4 7 g/L, MgSO4 .7H20 0.2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L)
e farelo de milho 1%, com pH ajustado a 7. Os frascos foram esterilizados em autoclave
a 121 ° C por 15 min, inoculados com 5% do pre-indculo de S. marcescens cultivado em
meio LB e incubados a 31°C e 100 rpm em um agitador orbital por 72h.

Determinacéo da producdo de biomassa

Apbs 72 h de cultivo, a fermentacdo foi centrifugada a 10.000 g por 15 min. O
sobrenadante foi descartado e as células peletizadas foram lavadas duas vezes com agua
destilada por centrifugacdo a 10.000 g por 20 min. Em seguida, a biomassa foi congelada,
liofilizada e quantificada como g/L.

Extracéo e quantificacdo de pigmento vermelho

O pigmento vermelho produzido foi extraido da biomassa utilizando o sistema solvente
cloroférmio: metanol, nas proporcdes 2:1, 1:1 e 1:2 (v/v), evaporado e quantificado por
gravimetria [4, 15].

Purificacao e identificacdo de pigmento vermelho

A identificacdo preliminar do pigmento vermelho bruto foi realizada ap6s sua
solubilizacdo em etanol 95%. A solucdo colorida foi dividida em duas porcGes: uma
porcdo foi acidificada com uma gota de HCI concentrado e a outra foi alcalinizada com
uma gota de solucdo concentrada de NaOH [18]. A cor vermelha ou rosa em condicdo
acida e a cor amarela ou marrom em condigdo alcalina confirmaram um teste presuntivo
positivo para prodigiosina [19, 20].

Em seguida, o pigmento vermelho foi dissolvido em 3 ml de metanol e submetido a
purificacdo por cromatografia de exclusdo em coluna (coluna 22 x 1 cm) preenchida com
Sephadex LH-20 ativado a 800 ° C por 1 h, como um absorvente. A elui¢éo foi realizada
pelo sistema solvente cloroférmio: metanol (1: 1, v/v) e posteriormente modificado para
cloroférmio: metanol: acetona (4: 2: 3, v/v), visando a remog¢ao maxima de impurezas
[14]. A fracdo vermelha foi coletada e analisada por espectrofotometria UV-Vis, e a faixa
de absorbancia na faixa de 400-700 nm foi determinada. A producéo de prodigiosina foi
confirmada pela presenca de um pico de absorbancia méxima em 535 nm [4].

Além disso, a fracdo vermelha foi submetida a cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando placas de aluminio revestidas com silica gel, que ap6s aplicacdo da amostra foi
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colocada em uma cuba de vidro contendo o sistema solvente cloroférmio: metanol: (9:1,
vIV) [4, 21]. O fator de retencdo (Rf) foi calculado de acordo com a formula Rf: distancia
percorrida pelo composto/distancia percorrida pela frente do solvente e, em seguida, foi
comparado com a prodigiosina Rf padréo referida na literatura [14].

O pigmento vermelho purificado foi submetido a andlise espectroscopica de
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) no equipamento Shimadzu, IR-
TRACER 100, usando um acessorio de reflexdo total atenuada (ATR) consistindo de um
cristal misto "diamante/ZnSe". Os picos obtidos foram comparados com a literatura para
confirmacéo da presenca de prodigiosina.

Estabilidade da cor do pigmento

A estabilidade da cor da prodigiosina produzida por S. marcescens foi investigada
seguindo a metodologia proposta por Perumal et al. [22] e Velmurugan et al. [23], com
modificacdes. Resumidamente, tubos de ensaio de vidro contendo 10 ml da prodigiosina
purificada foram ajustados a pH 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14, homogeneizado por 10 min e a
absorbancia foi medida usando um espectrofotdmetro UV-visivel. Outro conjunto de
tubos contendo 10 ml do extrato etanolico foi acrescentado com solugdo salina (NaCl)
0,1, 0,2, 0,5, 1 e 5% (v/v) e mantidos em repouso por 1 h para determinacdo da
absorbéancia. A estabilidade relativa (% E) da cor foi calculada de acordo com a Equagéo
1.

9%E = (A1 x 100)/ Ao (1)

onde Ao ¢ a absorbancia do pigmento antes do tratamento e Al é a absorbancia apés o
tratamento. A absorbancia do pigmento foi medida por espectrofotometria a 535 nm.

Aplicacédo de prodigiosina na coloracéo de sabonete

O potencial de aplicacdo na coloracdo de sabonete do pigmento produzido por S.
marcescens foi investigado. Para isso, 40 g de sabonete branco foram fracionados e
derretidos em fogo baixo com 50 mL de agua destilada em um recipiente. Quando
totalmente derretido, 0,3 g do pigmento diluido em agua foi adicionado por 3 min. Em
seguida, a mistura foi colocada em um molde e deixada resfriar até a temperatura
ambiente até solidificar [24]. O teste foi feito em triplicata.

Resultados e discussao
Producéo de biomassa e pigmento

Varios meios sintéticos tém sido amplamente utilizados para o crescimento de micro-
organismos produtores de prodigiosina [7, 25]. Porém, o alto custo dos substratos
convencionais justifica a necessidade da formulacdo de um meio de producéo de baixo
custo que permita o crescimento bacteriano e a biossintese desse pigmento Util. Nesse
sentido, substratos de baixo custo como aclcar mascavo, manipueira e peptona de chifre
de carneiro tém sido usados anteriormente [4, 26, 27].
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Neste estudo, o uso do farelo de milho atingiu um rendimento de biomassa de 7,24 g/L,
superior ao obtido pela mesma cepa em meio contendo milhocina (3,47 g/L) e
manipueira(3,65 g/l) [4]. Além disso, o rendimento de pigmento foi de 1,68 g/L, resultado
semelhante ou superior aos previamente obtidos por outras cepas de S. marcescens em
diferentes meios de base agroindustrial (Tabela 1).

Tabela 1: Comparacdo da producdo de prodigiosina de S. marcescens UCP 1549 deste estudo e estudos
anteriores utilizando substratos agroindustriais.

Cepa Substratos Rendimento de Referéncia
agroindustriais prodigiosina
[g/L]
Serratia marcescens Acucar mascavo 0,237 Aruldass et al.
UTM1 [26]
S marcescens MO-1 Peptona de _chifre 0,278 Kurbanoglu et
de carneiro al. [27]
Oleo de gergelim 0,767
S. marcescens Semente de coco 1,940 Giri et al. [28]
Oleo de coco 1,420
Amendoim ralado 1,168 Wang et al.
S. marcescens TKUO11 P4 de caneta de lula 0,978 [29]
S. marcescens Residuo de cozinha 0,870 Xia et al. [30]
S. marcescens UCP 1549 Farelo de milho 1,680 Presentetrabaho

Identificacdo do pigmento

O teste presuntivo de prodigiosina foi realizado para o pigmento vermelho produzido por
S. marcescens UCP 1549 (Figura 1). Uma coloracgdo rosa intensa foi detectada quando o
pigmento foi submetido a pH acido, enquanto uma coloracdo amarela foi observada em
condicdes alcalinas, indicando um resultado positivo para a producédo de prodigiosina [19,
20, 31, 32].

Além disso, a analise espectrofotométrica mostrou o pico de absorbancia maxima em 535
nm (Figura 2), enquanto a TLC revelou um R¢= 0,9, correspondente a prodigiosina [4, 33,
34]. As principais bandas de absorcao identificadas no espectro de FTIR (Figura S1) do
pigmento vermelho estdo resumidas na Tabela 2 e estdo de acordo com os picos de
prodigiosina relatados em estudos anteriores [35-40].

A B £
-
o=,
——— -
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Figural: Teste presuntivo para prodigiosina do pigmento vermelho produzido por S. marcescens UCP
1549: Extrato etandlico do pigmento sem alteragdo (controle) (A), em condigdes acidas (B) e alcalinas

(©).

Anax=535 nm

Absorbance

04 ____4.-~"'-.

450 500 550 600 &

Wavelength (nm)

Figura 2: Espectro de absorcdo do pigmento vermelho produzido por S. marcescens UCP 1549.

Tabela 2: Comparacdo de bandas de absorcéo de FTIR de pigmento vermelho produzido por S.
marcescens UCP 1549 com grupos funcionais de prodigiosina de estudos anteriores

Bandas de

Grupos funcionais

Atribuicdo aos

Referéncias

absorgao grupos funcionais
identificadas no presentes na
espectro estrutura da
FTIR[cm™] prodigiosina
Khanamand
3282.845 N-H stretch aminasheterociclicas Chand,r a[3],
Hernandez-
Velasco et al. [36]
2922.156 C-H stretch metileno Manas et al. [37]
. Manas et al. [37],
2852.719 C-H stretch metileno Sumathi et al. [38]
Hernandez-
B . s Velasco et al.
1652.995 C=C stretch amina alifatica [36], Sumathi et
al. [38]
1541.124 C=C stretch es”“tug"ir‘:glane' 4o Ahmad et al. [39]
Hernandez-
: Velasco et al.
1456.256 C—H bend grupos metila [36], Zhao et al.
[40]
1024.201 C-N bend aminas Zhao et al. [40]
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Estabilidade relativa da cor da prodigiosina
O potencial de aplicacao de pigmentos naturais em varios campos industriais depende da

estabilidade da cor frente a variaveis ou condicdes extremas. Nesse sentido, a
prodigiosina produzida por S. marcescens UCP 1549 foi submetida a diversos tratamentos

fisico-quimicos e os resultados séo apresentados na Figura 3.
B
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Figura 3: Estabilidade da cor da prodigiosina produzida por Serratia marcescens UCP 1549 em diferentes
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De todas as concentracdes testadas, a prodigiosina apresentou excelente estabilidade da
cor quando submetida a diferentes valores de salinidade (Figura 3B). Porém, no caso do
pH, apresentou menor estabilidade em condicdes alcalinas (pH 8-12), onde houve
mudanca de cor de rosa para amarelo e, consequentemente, diminui¢do da absorbancia
em 535 nm (Figura 3A). Esses resultados corroboraram os obtidos anteriormente no teste
presuntivo, onde em pH basico também houve mudanca de cor do extrato etanolico do
pigmento vermelho (Figura 1), confirmando a presenca de prodigiosina. Yuan et al. [41]
obtiveram resultados semelhantes ao verificar a estabilidade da prodigiosina produzida
por Pseudomonas sp. ap6s pH 2 e 5, enquanto o pigmento apresentou instabilidade em
condicdes alcalinas.

A estabilidade de pigmentos de origem natural, como a prodigiosina produzida por S.
marcescens UCP 1549, confirma seu potencial de aplicacdo como alternativa aos corantes
sintéticos, em diversos processos industriais, onde geralmente sdo submetidos a
condicdes adversas, como salinidade e pH acido.

Aplicacédo de prodigiosina na coloracéo de sabonete

E crescente o interesse pelo uso de corantes naturais em diversas areas industriais devido
a proibicdo do uso de alguns corantes sintéticos com comprovada carcinogenicidade do
precursor ou produto, bem como do efeito toxico de seus residuos industriais nos
ecossistemas. A menor toxicidade e reacdes alérgicas dos pigmentos naturais os tornam
mais compativeis com o uso humano, devido a redugdo da exposicao a produtos quimicos
nocivos [1, 2].

Neste estudo, a prodigiosina produzida por S. marcescens UCP 1549 em meio de baixo
custo contendo farelo de milho foi aplicada na coloracéo de sabonete, conforme Figura
4. A eficacia da coloragdo demonstra o potencial de aplicacdo deste pigmento como
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corante natural na inddstria cosmética. Anteriormente, Rodriguez [42] demonstrou a
eficacia da prodigiosina produzida por esta cepa, no tingimento téxtil e na coloragéo de
velas.

Figura 4: Aplicacéo da prodigiosina produzida por Serratia marcescens UCP 1549 na coloragdo sabonete.
Conclusao

Serratia marcescens UCP 1549 demonstrou sua capacidade de usar farelo de milho como
unica fonte de carbono para a producdo econémica de prodigiosina. O pigmento
demonstrou estabilidade em diferentes valores de pH e concentragdes de NaCl, bem como
eficacia na coloracdo do sabonete, confirmando seu potencial de aplicacdo na industria
cosmética.
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Material Suplementar

Figura S1. Espectro infravermelho do pigmento vermelho produzido por Serratia
marcescens UCP 1549 em meio contendo farelo de milho.
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Material suplementar

Figura S1. Espectro infravermelho do pigmento vermelho produzido por Serratia marcescens UCP
1549 em meio contendo farelo de milho.
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REIVINDICACOES

01.Processo de tingimento de fibras naturais e sintéticas com pigmento intracelular
prodigiosina, extraido da bactéria Serratia marcescens UCP1549 por
cloroférmio:metanol (1:1, v/v), evaporacdo até a secura, caracterizado por

solubilizac&o do biocorante em agua:metanol (1:1, v/v).

02.Processo de acordo com a reivindicacao 1:
Caracterizado por tingir fibras naturais (algodéo) e sintéticas (poliéster e TNT)

com extrato do biocorante em agua:metanol (1:1, v/v).

03. Processo de acordo com a reivindicacao 1:
Caracterizado por utilizar o extrato do biocorante em agua:metanol (1:1, v/v)
proveniente do pigmento intracelular prodigiosina da biomassa de Serratia
marcescens UCP1549.

04.Processo de acordo com a reivindicagao 1:
Caracterizado por utilizar solucbes mordentes antes, depois e simultdneo com

no banho de tingimento.

05. Processo de acordo com a reivindicagao 1:

Caracterizado por nao utilizar o uso de solugdes fixadoras no tingimento.

06. Processo de acordo com a reivindicagao 1:
Caracterizado por utilizar Sulfato de Aluminio e Sulfato de Cobre como

mordentes.

07.Processo de acordo com a reivindicagéo 1:
Caracterizado por utilizar lavagem do final do processo com sabédo ecolégico,

menos agressivos ao meio ambiente.

08. Processo de acordo com a reivindicacgédo 1:
Caracterizado por ser um método rapido, eficiente, sustentavel e aplicavel em

escala industrial.
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PROCESSO DE TINGIMENTO DE FIBRAS NATURAIS E SINTETICAS COM
O BIOCORANTE PRODIGIOSINA

RELATORIO DESCRITIVO

Campo dainvencao

[01] A presente invencéo refere-se a um processo para produzir um corante
vermelho natural, prodigiosina, e uma metodologia de tingimento utilizando o

pigmento como corante.

[02] O processo de producdo ecologica do pigmento natural vermelho
prodigiosina, a partir da bactéria Serratia marcescens UCP1549, familia
Enterobacteriaceae, utilizando 1% de farelo de milho, como Unica fonte de
carbono e nitrogénio, em solucao salina e pH7,5. O pigmento foi extraido por
cloroférmio:metanol 1:1 v/v, evaporado até peso constante e solubilizado em
metanol:dgua destilada 1:1 v/v. O tingimento de fibras naturais e sintéticas foi
associado aos tratamentos pré, pés e simultdneo com os mordentes sulfato de
aluminio e sulfato de cobre a 1%, mantido a temperatura de 100° C, por 30
minutos, seguido de lavagem com sabd&o liquido ecoldgico, enxague com agua

corrente, com finalizacdo em agua deionizada e secagem por ventilacao.

[03] O aspecto inovador no bioprocesso € o uso de farelo de milho como Unica
fonte de carbono e nitrogénio, em solugéo salina e pH 7,5 para aumentar a
biomassa microbiana o rendimento de pigmento intracelular, prodigiosina. O
biocorante foi extraido utilizando cloroféormio:metanol, evaporado e solubilizado
em metanol:agua 1:1 v/v, com utilizac&o direta no tingimento, sem a necessidade
de purificagdo do biocorante com elevada estabilidade em diferentes
temperaturas, podendo ser usado no tratamento pré, pés e simultdneo, com o
auxilio de mordentes, além da lavagem com sabéo liquido ecoldgico (livre de

derivados de petroleo).
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Fundamentos dainvencéo

[04] Os pigmentos microbianos sédo substancias quimicas que conferem cora
materiais sobre o qual se fixam e devido a essa propriedade sdo usados nas
industrias téxteis, de cosméticos, papéis, alimentos, de plasticos, entre outras.
E ainda, os pigmentos também protegem o0s materiais contra condicdes
climaticas extremas e corrosdo, além de surgir como uma alternativa para

suprir a crescente demanda por pigmentos naturais e ambientalmente corretos.

[05] Naindustria téxtil a agua é um dos elementos basicos para o processo de
producéo industrial em todas as etapas, chegando a consumir 93 trilhGes delitros
de &gua, o que significa 4% da captacdo mundial de 4gua doce anual.

[06] Em grande parte dessa agua utilizada parte esta relacionada ao processo
de tingimento, sendo contaminada por corantes sintéticos e produtos quimicos,
além de gerar grandes volumes de efluentes contaminados, altamente coloridos

e toxicos, sendo de dificil tratamento.

[07] Diante deste cenario, € de extrema importancia a producao de pigmentos
naturais, que contribuem para a reducdo dos danos que comeg¢am na matéria-
prima escolhida, no sentido de evitar substratos menos agressivos, como uma
alternativa de minimizar os impactos ambientais causados pelo processo de

tingimento, tornando o setor téxtil mais sustentavel e competitivo.

[08] O género Serratia € um grupo amplo e complexo de bacilos Gram
negativo, da familia Enterobacteriaceae, sendo a S. marcescens descrita como
capaz de acumular um pigmento vermelho insolivel em agua, prodigiosina,
gue devido a este pigmento, as colbnias desta cepa apresentam colbnias
vermelhas [CASULLO DE ARAUJO, HW, FUKUSHIMA, K. and CAMPOS-
TAKAKI, GM. 2010. Prodigiosin production by Serratia marcescens UCP 1549
using renewable-resources as a low cost substrate. Molecules, v.15, n.10,
p.6931-6940].

[09] As espécies do género Serratia sdo bacilos gram-negativo, anaerobico
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facultativo, patdogeno oportunista, que produzem uma grande quantidade de

metabolitos secundarios, diversificados em sua estrutura e atividades.
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bioldgicas. Varias espécies sdo relatadas na literatura como produtora de
biomoléculas com diversas aplicabilidades [CHENG, J.; ZHENG, L.J.; LIANG, Y.;
YAN, R.; XU, X.; LIN, J. (2020). Expression and characterization of achitinase
from Serratia marcescens. Protein Expression and Purification, v.171, p.105613].

[0010] Dentre os trabalhos mais recentes, quatro descrevem a producgéo do
pigmento natural prodigiosina e aplicagdes em tingimento [GHOSH, C.; PATEL,
S.; NAYAK, S. Antimicrobial And Dyeing Potential Of Prodigiosin Obtained From
Multi-Drug Resistant Serratia Nematodiphila Exhibiting Low Toxicity. Journal of
Advanced Scientific Research, v.12, s.2, p.78-85, 2021]; [VENIL, C.K,;
DUFOSSE, L., VELMURUGAN, P.; MALATHI, M. and
LAKSHMANAPERUMALSAMY, P. Extraction and Application of Pigment from
Serratia marcescens SBO08, an Insect Enteric Gut Bacterium, for Textile Dyeing.
Textiles v.1, n.1, p. 21-36, 2021]; [METWALLY, R.A.; SIKAILY, A.; A. EL-
SERSY, N.; GHOZIAN, H.A.; SABRY, S.A. Antimicrobial activity of textile fabrics
dyed with prodigiosin pigment extracted from marine Serratia rubidaea
RAM_Alex bacteria. The Egyptian Journal of Aquatic Research, v. 47, n.3, p.301-
305, 2021] e [SHETE, P.; SONAWANE, S.; DHUNDHALE, V.
MULCHANDANI, S. Isolation of Prodigiosin Producing Bacteria from Marine
Ecosystem and Exploration of its Fabric Dyeing Potential. International Journal
of Aquatic Science, ol 12, Issue 02, p. 5010-5020, 2021].

[0011] O pigmento produzido de Serratia marcescens, foi extraido da biomassa
(pigmento intracelular) com solventes organicos como cloroférmio:metanol. A
presente invencao utiliza para o tingimento, pigmento intracelular, ou seja, o
biocorante, que esta impregnado na biomassa da bactéria e ndo foi liberado no
caldo fermentado se tratando portando, de um aproveitamento maior no
rendimento desses pigmentos que seriam desprezados como residuos apés a

extragao junto com a biomassa.

[0012] Os trabalhos anteriores também utilizam solventes organicos na extracao,

gue podem causar danos ao meio ambiente se descartados de
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maneira inadequada, diferentemente da presente invencao que utiliza apenas

metanol:agua 1:1 v/v, como solvente para a solubilizacao.

[0013] Os pigmentos obtidos nos trabalhos citados sdo secos e posteriormente
dissolvidos em solventes organicos para utilizagcdo no banho de tingimento. No
presente estudo o biocorante prodigiosina foi testado apenas em tecidos naturais
e sintéticos, a partir do extrato metanol:dgua (1:1 v/v), proveniente da extracao
da biomassa com cloroférmio:metanol. Em seguida, foram realizados os

tratamentos (pré, pos e simultdneo) com os mordentes e banho de tingimento a

1000 C em fibras naturais (algodédo), quanto em fibras sintéticas (Poliéster e
TNT).

[0014] A Patente CN102493228B descreve a producao de pigmento bacteriano
com aplicabilidade téxtil. O tingimento foi realizado com tecido de |a e corante
bacteriano de prodigiosina, compreendendo as etapas de: (1), dissolver a
prodigiosina usando acetato de etila ou N, N-dimetilformamida e, em seguida,
adicionar a prodigiosina dissolvida em agua para fazer a solucéo de tingimento.
No presente estudo foi extraido prodigiosina com cloroférmio-metanol (1:1),
seguido de secagem e solubilizacdo em metanol:dgua, (1:1 v/v) e tratamentos:
1) Pré-mordente, seguido de tingimento; 2) Pds-mordente, tingimento seguido

de tratamento com mordente, e 3) Simultaneo, mordente e biocorante

prodigiosina ao mesmo tempo. Todos os banhos foram a 1009C por 30 minutos.
Observou-se estabilidade de cor do biocorante prodigiosina em diferentes

temperaturas, principalmente, a 100°c, promovendo diferentes tonalidades,
com fixacdo segura, destacando-se o mordente sulfato de aluminio com maior

diversidade de cores.

[0015] No presente estudo os tecidos foram submetidos a diversas combinagdes
de mordentes, gerando diferentes tonalidades para cadacombinacédo utilizada,
seguido de lavagem com sabdo liquido ecoldgico (ndo contém derivado de

petrdleo).
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Breve descricdo dos desenhos

[0016] A Figura 1 apresenta o crescimento e demonstra a producdo de
prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 em meio sdlido agar nutriente
(A). Em seguida, a prodigiosina extraida em cloroférmio:metanol (1:1 v/v) (B)
qgue, apos secura foi solubilizada em metanol:dgua (1:1 v/v) para ser usada no

tingimento.

[0017] A Figura 2 apresenta a estabilidade na cor da prodigiosina frente

diferentes temperaturas, e especificamente a 1000 c, cuja temperatura foi

utilizada no processo de tingimento.

[0018] A Figura 3 apresenta os resultados obtidos com diversas combinacgdes de
mordentes no tingimento dos tecidos (algodéo, poliéster e TNT) com o extrato
biocorante em metanal:agua (1:1 v/v) de pigmento intracelular da biomassa de

Serratia marcescens.
Descrigéo dainvengao

[0019] Na presente invencao, pigmento intracelular de Serratia marcescens
UCP1549 é extraido da biomassa e aplicados em diferentes combina¢g8es no
tingimento de diferentes tipos de tecidos, por meio de tratamento fisico

(temperatura) e quimico (uso de mordentes e o proprio biocorante).

[0020] Antes do tingimento com extrato do biocorante em metanol:agua (1:1 v/v)
Serratia marcescens UCP 1549 foi avaliado o seu potencial em atividade
antibidtica, demonstrando inibicdo de micro-organismos Gram positivos e Gram
negativos, como: Staphyloccocus aureus UCP1576, Pseudomonasaearuginosa
UCP1562, Escherichia coli UCP1575, Klebsiella pneumoniae UCP1574 e
Bacillus subtilis UCP1594.

[0021] Para realizacdo do tingimento foram utilizadas amostras de tecidos

naturais (algodao) e sintéticos (poliéster e TNT), na proporcdo de 1g de tecido
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para 20mL de extrato com o biocorante. O extrato foi obtido a partir da extracao
cloroférmio: metanol (1:1 v/v) da prodigiosina pigmento intracelular da bactéria

Serratia marcescens UCP 1549.

[0022] Os processos utilizados atenderam a seguinte ordem: 1) Pré- tratamento-

cada solucdo mordente (Suifato de aluminio e Sulfato de cobre a
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1% em &agua) sobre a massa dos tecidos, por imersdo em banho a 100°C, por

30 minutos, seguido de tingimento com o biocorante; 2) Iniciou com o tingimento
com o biocorante prodigiosina, seguido de pos-tratamento com cadamordente,
e 3)Tratamento simultdneo com cada mordente adicionado do biocorante
prodigiosina, na propor¢éo 1:20 e submetidos ao tingimento por 30min a 100°C.
Em seguida, todos os tecidos foram lavados com sab&o liquidoecologico (livre
de derivado de Petréleo), removido o sabdo com agua corrente de torneira e

seguido de agua deionizada.

Exemplos de concretizagdes da invencgao

Exemplo 1

[0023] Tratamento pré-mordente. O tratamento pré-mordente com os tecidos
(algodao, poliéster e TNT) com solugéo de Sulfato de aluminio e Sulfato de cobre
a 1%, na proporcédo de 1% (m/m) sobre a massa do tecido, por imersdo durante
30min em agua quente (100°C), seguido de lavagem em agua correntepor 5min.
Em seguida, procedeu-se o tingimento com extrato do biocorante em
metanol:dgua (1:1, v/v), a partir do pigmento intracelular de Serratia marcescens
UCP1549, na proporcao de 5% (m/v) sobre a massa dos tecidos, durante 30min
a 100°C, seguido de lavagem com sabé&o ecoldgico, enxagueem agua corrente,

finalizacdo por 5 minutos, seguido de agua deionizada e secagem por ventilacao.

Exemplo 2

[0024] Tratamento simultdneo de mordente e extrato do biocorante prodigiosina
em agua:metanol. Tingimento simultdneo com extrato aquoso:metanol (1:1, v/v)
biocorante prodigiosina (pigmento intracelular de Serratia marcescens
UCP1549), na propor¢cdo de 5%(m/v) associado a cada solugdo mordente
Sulfato de aluminio e ou Sulfato de cobre a 1%, na proporcdo de 1% (m/v),

sobre a massa dos tecidos, durante 30min a 100°C, seguido de enxague em
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agua corrente por 5 minutos, seguido de lavagem com agua deionizada e

secagem por ventilacao.
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Exemplo 3

[0025] Tingimento e pos-tratamento com mordente. Os tecidos (algodao,
poliéster e TNT) foram tingidos com extrato biocorante prodigiosina
agua:metanol (1:1 e v/v), oriundo do pigmento intracelular de Serratia
marcescens UCP1549, na proporcao de 5%(m/v) sobre a massa dos tecidos,
durante 30min a 100°C. Em seguida, foi realizada a lavagem em agua corrente
por 5min. Os tecidos tingidos foram tratados com cada mordente, solucao de
Sulfato de aluminio e ou Sulfato de cobre a 1%, na propor¢édo de 1% (m/v),
durante 30min a 100°C, seguido de lavagem com sabdo ecoldgico, enxague em
agua corrente por 5 minutos, seguido de agua deionizada e secagem por

ventilacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

e Serratia marcescens UCP 1549 demonstra habilidade para utilizar farelo de
milho como substrato alternativo na producéo de prodigiosina por fermentagéo
submersa.

e O pigmento produzido corresponde a biomolécula prodigiosina, identificado por
espectrofotometria UV-Vis, CCD e FT-IR.

e A prodigiosina apresenta estabilidade da cor em diferentes valores de pH acido
e alta concentracdo de NaCl, assim como efetividade na coloracdo de sabonete,
comprovando seu potencial de aplicacdo na industria de cosméticos.

e A utlizagdo de farelo de milho, quando comparado com o amido soluvel,
apresenta o maior rendimento em prodigiosina, confirmando a sua eficiéncia no
caminho para a biossintese do pigmento.

e O método de tingimento usando mordentes com acgdo pré, pos e simultanea
sobre as fibras naturais e sintéticas, seguido de tingimento com prodigiosina
demonstrou elevado poder tintorial, apresentando-se como alternativa
sustentavel no tingimento de tecidos, fazendo parte do depésito de Patente no
INPI.
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