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RESUMO 

 

Neste trabalho foi investigado o potencial de Serratia marcescens UCP 1549, bactéria 

Gram-negativa isolada do solo do semi-árido de Pernambuco, na produção de 

prodigiosina sob fermentação em estado sólido (FES). Diferentes substratos 

agroindustriais (farelo de trigo, bagaço de cana-de-açúcar, resíduo de macarrão 

instantâneo, casca de tangerina, casca de abacaxi e coroa de abacaxi), foram 

utilizados na formulação do meio de produção de prodigiosina por FES, durante 120 h 

em 28 ºC, no meio constituído por 5 g de farelo de trigo e solução umedecedora 

contendo sais (KH2PO4, K2HPO4, MgSO4.7H2O e (NH4)2SO4) e 5% de óleo de soja 

pós-fritura, foi realizada a filtração e centrifugação dos extratos obtidos e a extração do 

pigmento. Obtendo-se o máximo rendimento do pigmento vermelho (119,8 g/kg de 

substrato seco). Esse pigmento foi identificado como prodigiosina pelo pico máximo de 

absorbância a 535 nm, Rf de 0.9 em CCD e os grupos funcionais identificados pelo 

espectro de infravermelho (FTIR). A prodigiosina demostrou estabilidade em diferentes 

valores de temperatura (0 º C, 10 º C, 50 º C, 70 º C e 100 º C), pH (2, 4, 6, 8, 10, 12 e 

14) e concentrações de NaCl (0.1%, 0.2%, 0.5%, 1% e 5%) confirmando seu potencial 

de aplicação nas diversas áreas industriais, farmacêutica e médica. O pigmento bruto 

produzido não demostrou efeitos fitotoxicos nas concentrações (0.1%, 0.5% e 1%) 

para sementes de repolho (Brassica oleracea), alface (Lactuca sativa), cebola (Allium 

cepa) e pepino (Cucumis sativus). Os testes de toxicidade utilizando o microcrustáceo 

Artemia salina, como bioindicador aquático demonstrou baixa toxicidade da 

prodigiosina nas concentrações (0.01 mg/L, 0,1 mg/L, 1 mg/L, 10 mg/L e 100 mg/L). O 

pigmento de Serratia marcescens na ação antimicrobiana demonstrou uma mínima 

concentração inibitória (MIC) significativo para as bactérias Klebsiella pneumoniae 

(UCP 1574), Staphylococus aureus (UCP 1576) e Enterococcus faecalis (UCP 1577). 

Portanto, os resultados obtidos evidenciaram o potencial biotecnológico de S. 

marcescens UCP 1549 na produção de prodigiosina por FES, utilizando substratos 

agroalimentares, o que pode contribui na redução dos custos de produção, além de 

minimizar o impacto ambiental. 

 
 
Palavras-chave: Bactéria. Pigmento. Fermentação estática. Atividade biológica. 
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ABSTRACT 

 

In this work, the potential of Serratia marcescens UCP 1549, gram-negative bacterium 

isolated from the soil of the semi-arid region of Pernambuco, in the production of 

prodigiosin under solid state fermentation (FES). Therefore, different agro-industrial 

substrates (wheat bran, sugarcane bagasse, instant noodle residue, tangerine bark, 

pineapple peel and pineapple crown), were used in the formulation of the means of 

production of prodigiosin by FES, obtaining the maximum yield of the red pigment 

(119.8 g/kg of dry substrate) in the medium consisting of 5 g of wheat bran and 

humidifiable solution containing sais (KH2PO4, K2HPO4, MgSO4.7H2O and 

(NH4)2SO4) and 5% post-frying soybean oil. The pigment was identified as prodigiosin 

by the maximum peak absorbance at 535 nm, Rf of 0.9 in CCD and the functional 

groups identified by the infrared spectrum (FTIR). Prodigiosin showed stability at 

different temperature values (0 º C, 10 º C, 50 º C, 70 º C and 100 º C), pH (2, 4, 6, 8, 

10, 12 and 14) and concentrations of NaCl (0.1%, 0.2%, 0.5%, 1% and 5%) confirming 

its potential for application in various industrial, pharmaceutical and medical areas. The 

raw pigment produced did not show phytotoxic effects in concentrations (0.1%, 0.5% 

and 1%) for cabbage seeds (Brassica oleracea), lettuce (Lactuca sativa), onion (Allium 

cepa) and cucumber (Cucumis sativus). Toxicity tests using the microcrustacean 

Artemia salina, as an aquatic bioindicator, demonstrated low prodigiosin toxicity in 

concentrations (0.01 mg / L, 0.1 mg / L, 1 mg / L, 10 mg / L and 100 mg / L). The 

pigment of S. marcescens in antimicrobial action showed a minimum inhibitory 

concentration (MIC) significant for the bacteria Klebsiella pneumoniae (UCP 1574), 

Staphylococus aureus (UCP 1576) and Enterococcus faecalis (UCP 1577). Therefore, 

the results obtained showed the biotechnological potential of S. marcescens UCP 1549 

in the production of prodigiosin by FES, using agrifood substrates, which can contribute 

to reduce production costs, in addition to minimizing the environmental impact. 

 

Keywords: Bacteria. Pigment. Static fermentation. Biological activity.  
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1 INTRODUÇÃO 

A produção de pigmentos microbianos tem recebido grande atenção nos últimos anos 

devido às suas características ecológicas, como baixa toxicidade, alta eficiência e alta 

biodegradabilidade, ao contrário dos corantes sintéticos (HADDIX, SHANKS, 2020)   

A prodigiosina é um pigmento natural vermelho produzido principalmente pela bactéria 

Gram-negativa Serratia marcescens (CHANG et al., 2011; SUMATHI et al., 2014; ELKENAWY 

et al., 2017). Ela é constituida por um alcalóide tripirrol de cadeia linear (pirrol, 3-metoxipirrol, 2-

metil-amilpirrol) e apresenta um grande potencial nas indústrias farmacêutica, de alimentos, e 

petroquímica, dentre outras (KUMAR et al., 2015; VARJANI e UPASANI, 2017; HADDIX, 

SHANKS, 2020).  

Apesar do grande potencial comercial, a produção em larga escala de prodigiosina é 

limitada devido ao alto custo de produção, bem como aos problemas operacionais que ocorrem 

quando são produzidos por fermentação submersa. Por consequência, várias pesquisas têm 

sido desenvolvidas para a avaliação de subprodutos e resíduos agroindustriais como fontes 

alternativas de carbono e nitrogênio, tornando-se uma estratégia atraente, sustentável e 

provavelmente de baixo custo. Além disso, outra alternativa que tem chamado a atenção dos 

pesquisadores e vem sendo cada vez mais aplicada é a fermentação em estado sólido (FES), 

para garantir a viabilidade do processo de produção (MONTERO-RODRIGUEZ et al., 2016; 

NALINI e PARTHASARATHI, 2018). 

A FES é um processo, caracterizado por ocorrer na ausência ou quase ausência de 

água, que vem sendo utilizado para a produção de vários metabólitos microbianos de elevado 

valor agregado, incluindo os pigmentos (THOMAS et al., 2013; SALA et al., 2019). Além disso, 

a FES oferece a possibilidade de aproveitar resíduos e subprodutos agroindustriais baratos 

como fonte de carbono/energia para produção de biocompostos de interesse industrial ou 

como suporte inerte para o crescimento de micro-organismos (LIZARDI-JIMÉNEZ e 

HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ, 2017; SADH et al., 2018). 

Por outro lado, para a utilização de metabolitos de origem microbiana na indústria são 

necessários estudos de toxicidade para avaliar seus efeitos aleloquimicos em diferentes 

modelos biológicos que são usados como indicadores. Dentre eles, o uso de sementes em 

testes de toxicidade oferece várias vantagens, entre elas baixo custo de manutenção e 

resultados rápidos, permitindo a avaliação do potencial ecotoxico dos compostos em ambientes 

terrestres (FARRÉ, BARCELÓ, 2003; PRIAC et al., 2007). Os ensaios de letalidade também 

são essenciais para testes preliminares, pois permitem avaliar a toxicidade geral de compostos 

com potencial atividade biológica (CAVALCANTE et al., 2000).  
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A avaliação da estabilidade desses biocompostos também é fundamental, pois a 

aplicação dos pigmentos naturais nas diversas indústrias depende da estabilidade contra 

variáveis ou condições extremas de temperatura, pH e salinidade (VELMURUGAN et al., 2011; 

ZHANG et al., 2019). 

Nesse contexto, a S. marcescens UCP 1549, bactéria que foi isolada do semi-árido de 

Pernambuco, tem sido investigada quanto à sua habilidade de produzir prodigiosina utilizando 

diferentes resíduos agroindustriais (ARAÚJO et al., 2010; LINS et al., 2014; MONTERO-

RODRIGUEZ et al.; 2016; 2018). Contudo, tendo em vista que a produção deste pigmento por 

FES tem sido pouco exploarada ainda (XU et al., 2011; ARIVIZHIVENDHAN et al., 2015; 

XIA et al., 2016), novas investigações foram realizadas neste trabalho. O pigmento produzido 

foi extraído e caracterizado, e sua atividade antimicrobiana foi avaliada, bem como estabilidade 

e toxicidade, a fim de obter um composto seguro para seu uso na indústria e no ambiente.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral  

Investigar a produção de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 sob 

fermentação em estado sólido utilizando substratos agroindustriais e seu potencial 

antimicrobiano. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Avaliar o potencial de S. marcescens UCP 1549 na utilização de substratos 

agroindustriais para produção de prodigiosina por FES;  

• Realizar a quantificação e caracterização do pigmento produzido; 

• Investigar a estabilidade da prodigiosina; 

• Comprovar a toxicidade da prodigiosina; 

• Avaliar a atividade antimicrobiana da prodigiosina. 

• Validar os dados estatisticamente. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

3.1 Serratia marcescens  

O gênero Serratia da família Enterobacteriaceae é uma bactéria Gram-negativa 

em forma de bastonete, com diâmetro que varia de 0,5-0,8 µm e 0,9-2,0 µm de 

comprimento, anaeróbia facultativa, de crescimento quimioautotrófico e flagelo 

peritriquio. Essa bactéria fermenta manitol, sacarose e salicilina com produção de ácido 

e algumas bolhas de gás. É indol negativo para vermelho de metila e positivo para 

Voges Proskauer (BREED et al., 1957; KIM, et al., 2009; CARVALHO et al., 2010; 

ARAÚJO, FUKUSHIMA, TAKAKI, 2010; HADDIX, SHANKS, 2020).  

As reações bioquímicas para S. marcescens são a formação de ácido a partir da 

arabinose, lactose, sacarose e xilose, produz hemólise em ágar sangue entre 24 à 48h 

de incubação (PARKER, DUERDEN, 1990).   

A bactéria S. marcescens é saprófita e habita em vários nichos ecológicos como: 

água, solos, ar, plantas e intestinos de animais homeotérmicos e alimentos ricos em 

amidos (GRIMONT, 1993; KIM et al., 2009). Conseguem se desenvolver em condições 

extremas, até na presença de desinfetantes, antisépticos e em água destilada. Essa 

bactéria pode ser encontradas em temperaturas entre 20-30º C e pH 9 (HOLT et al., 

1994; SINGH et al., 2010).  

S. marcescens é um patógeno oportunista, responsável por várias infecções 

nosocomiais em pacientes imunodeprimidos, provocando quadros infecciosos no trato 

urinário e respiratório, casos de sepcemia, meningites e endocardites (STOCK et al., 

2003; CARVALHO et al., 2010).  

Esta bactéria também se caracteriza pela capacidade que tem algumas espécies 

de produzir o pigmento prodigiosina, de cor vermelho sangue (KALIVODA et al., 2010; 

MONTERO-RODRÍGUEZ, 2018) (Figura 1).  

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Enterobacteriaceae
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Figura 1 - S. marcescens "bacilos curtos” (coloração de Gram) 

                                 

       Fonte: Autoria própria (2019). 

 Existem dois tipos de S. marcescens: cepas pigmentadas (vermelhas) e 

não pigmentadas (brancas). Podem ser distinguidos de outros gêneros pertencentes à 

família das Enterobacteriaceae pela produção de três enzimas: DNase, lipase e 

gelatinase (ELKENAWY et al., 2017).  

 Além da prodigiosina outros compostos semelhantes fazem parte desta família 

de pigmentos naturais, como o undecilprodigiosina e o cicloprodigiosina (CLIFT, 

THOMPSON, 2009).  

 A S. marcescens é uma bactéria oportunista para plantas e animais podendo ser 

perigosa para o homem, já que às vezes é patógena, causando infecções 

hospitalares e urinárias. Infecções por Serratia são responsáveis por aproximadamente 

2% das infecções nosocomiais no trato respiratório baixo, trato urinário, feridas 

cirúrgicas, pele e mucosas em pacientes adultos. Na maioria dos casos, essas 

infecções ocorreram em pessoas que têm um sistema imunológico comprometido ou 

aqueles que são envelhecidos (CARVALHO et al., 2010). Como característica é uma 

fermentadora lenta de lactose, geralmente é resistente a maioria dos antibióticos 

conhecidos (ELKENAWY et al., 2017). 

 O alcalóide tripirol S. marcescens é produtora de metabólitos secundários e 

enzimas de importância industrial como quitinases que produz chitobiase (chi A, chi B e 

chi C), proteases, lipases, nucleases, biossurfactante como a serrawettina que lhe 

confere a propriedade de aderência no processo de colonização de superfícies, 

bacteriocinas e surfactantes e pigmentos naturais como a prodigiosina. Uma chitobiase 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=DNase&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/wiki/Infecção_hospitalar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Infecção_hospitalar
https://pt.wikipedia.org/wiki/Infecção_do_trato_urinário
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lactose
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é uma proteína putativa de ligação à quitina. A S. marcescens é a mais efetiva bactéria 

que faz a degradação da quitina (MATSUYAMA et al., 2011; HAMRE et al., 2015; 

THAKUR et al., 2016; ANDERSON et al., 2017; SUBBANNA et al., 2018). Dentre elas, 

a enzima L-asparaginase tem chamado recentemente o interesse devido à 

possibilidade de aplicação nas áreas terapêutica e alimentícia (BATOOL et al., 2015; 

CACHUMBA et al., 2016; SANAWER et al., 2017). 

A bactéria S. marcescens (Figura 2) é o principal micro-organismo produtor de 

prodigiosina, porém existem estudos que comprovam a produção deste pigmento por 

outras espécies diferentes de Serratia como é o caso da S. plymuthica, S. liquefaciens, 

S. rubidaea e S. odoriferae (ARAÚJO, FUKUSHIMA, TAKAKI, 2010; XU, XIA, YANG, 

2011; DARSHAN, MANONMANI, 2015; HADDIX, SHANKS, 2020).  

Figura 2 - Cultivo de Serratia marcescens UCP 1549 em meio Luria Bertani (LB) sólido 

mostrando o pigmento vermelho sangue (prodigiosina)  

                       

Fonte: Autoria própria (2019). 

De acordo com a literatura a Serratia marcescens foi talvez à suposta bactéria 

que contaminou a polenta de Bizio, e influenciou a queda de Tiro ou a ascensão do 

cristianismo na Idade Média, mas muito provavelmente, vários desses eventos são 

devidos à sua presença, como demonstrado na Tabela 1. 

 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Serratia_plymuthica&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Serratia_liquefaciens&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Serratia_rubidaea&action=edit&redlink=1
https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Serratia_odoriferae&action=edit&redlink=1
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Tabela 1- Demonstrativo do histórico da descoberta de Serratia marcescens 

 

Ano / Local Ocorrências Consequências 

332 a.c./ Tiro onde 

hoje é o Líbano 

A tropa de Alexandre o grande no 

momento do corte do pão viu “gotas de 

sangue”. 

Foi entendido na época como um 

presságio. (Invadiu com vitória Tiro). 

Idade média em 

1169/ Europa, em 

Alsen na 

Dinamarca 

Um padre observou “sangue” no pão da 

missa. 

Previsão de grande derramamento 

de sangue cristão. (naquela época 

saquearam a região causando várias 

mortes) 

1263/ Bolsena Itália Papa Urbano IV e sua corte; Padre 

Pedro de Praga. Na cerimônia 

eucariástica o Padre Pedro de Praga que 

estava passando por uma crise de fé, viu 

o pão consagrado pingando “sangue” até 

que manchou seu hábito. 

“O milagre de Bolsena” fez Urbano 

IV criar a festa de Corpus chisti para 

toda a igreja católica. 

1383/ Alemanha 

Igreja de Wilsnack 

Bispo Havelberg e Padre observou o pão 

com aparência de ensanguentado 

Milagre permaneceu os peregrinos 

chegaram aos milhares. (a cura 

ocorreu miraculosamente). 

1819/ Legnaro 

(Pádua) 

Antônio Pittarelo um agricultor observou 

uma tigela de polenta “sangrenta” 

Superstição 

1819/ Itália Várias famílias relataram um material 

com aparência de sangue na polenta e 

preparação de sopa de arroz e também 

alguns relatos na preparação de galinha. 

Culpou os espíritos malignos e 

famílias que haviam encontrado “o 

sangue” em seus alimentos foram 

acusadas de atividades demoníacas. 

1819/ Itália Drº Vincenzo Sette pesquisou a polenta 

vermelha 

A importância para ciência 

microbiológica no momento. 

Descreveu que era um fungo 

chamado Zarogalactina imetropha. 

1819 a 1823/ Itália  

Bartolomeo Bizio também pesquisou a 

polenta vermelha. 

Classificou como um fungo mais deu 

o nome definitivo Serratia 

marcescens (Serratia: Serafino 

Serrati; um físico que criou o motor a 

vapor em 1787 e marcescens do 

latin “marcerado mucho” por causa 
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do aspecto mucoso adquirido pelas 

antigas colônias desta bactéria). 

1848/ Berlin, 

Alemanha 

Ehrenberg (médico especialista em 

protozoários). Estudou um ensopado de 

batatas salpicado de gotas de “sangue” 

Renomeou o micro-organismo como 

Monas prodigiosina ou M.prodigiosa 

1889 Toni e Trevisan pesquisaram o micro-

organismo 

Classificou como Enterobactéria 

baseado nas suas propriedades 

bioquímicas passando a ser 

denominada Serratia sp 

  

Ambos Sette (1819) como Bizio (1823) erraram em afirmar que a Serratia era 

um fungo, mas eles estabeleceram a base para estudos microbiológicos subsequentes, 

foram os primeiros a mostrar evidências que o material vermelho da comida era devido 

a organismos vivos e que poderia ser transmitido por inoculação como se fossem 

sementes. Sette e Bizio conseguiram extrair o pigmento de bactérias e testou seu uso 

como tinta de seda ou lã, mas a grande sensibilidade para a luz da prodigiosina os fez 

desistir (BENNETT, BENTLEY, 2000; BENETT, 2006; MONTERO-RODRÍGUEZ, 

2017). 

Os biotipos pigmentados de S. marcescens, quando isoladas de ambientes 

naturais, são raramente responsáveis por surtos; enquanto que os biotipos não 

pigmentados de hospitais, são mais resistentes a antibióticos e produzem citoxinas 

(BARBOSA et at., 2004; DEORUKHKAR et al., 2007).   

A bactéria S. marcescens foi reconhecida como agente patogênico humano 

apenas na década de 1960. Antes dessa data, na década de 1950 o pigmento 

vermelho encontrado em algumas estirpes, era usado como marcador biológico, sendo 

utilizado para ser estudado nos processos de infecção bacteriana (LEDERMANN, 

2003). Essa bactéria quando isolada de adultos infectados geralmente não sintetiza a 

prodigiosina (SINGLTON et al., 2001; TAN, 2002; SINGH et al., 2010). No entanto, a 

pigmentação esta presente em apenas uma pequena percentagem de culturas isoladas 

sob condição aeróbica. A produção do pigmento é bastante variável, dependendo das 

espécies e o tempo de crescimento (KHANAFARI et al., 2006; ARAUJO, 2010).    
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3.2 Prodigiosina  

 A prodigiosina é um pigmento vermelho natural que pertencente à família das 

prodigininas produzido pela Enterobacteria Serratia marcescens (XU, XIA, YANG, 

2011). A prodigiosina quimicamente é caracterizada como alcalóide tripirrol de cadeia 

linear (pirrol, 3-metoxipirrol, 2- metil-amilpirrol), com peso molecular de 323,44 Dalton 

e de fórmula estrutural C20H25N3O (KALIVODA et al., 2010; CHANG et al., 2011) 

(Figura 3). 

Figura 3 - Estrutura química da prodigiosina 

 

 

 

 

     Fonte: Ahmad et al. (2012). 

Esse pigmento caracteriza-se por ser sensível a luz, insolúvel em água e álcool, 

além de ser solúvel em clorofórmio, benzeno, acetona, éter etílico, acetato de etila. A 

sua coloração sofre alteração dependendo do pH do meio (SUMATHI et al., 2014). A 

prodigiosina quando produzida em pH ácido, apresenta um coloração vermelho 

intenso, com absorbância máxima em 537 nm e quando em meios alcalinos a 

coloração pode variar de laranja a amarelo, com absorbância máxima em 470 nm 

(BENNETTI, BENTLEY, 2000; NAKASHIMA et al. 2005). 

 O maior interesse nas pesquisas da prodigiosina foi evidenciado principalmente 

nas áreas médica, industrial e farmacêutica, por apresentar algumas atividades 

biológicas tais como, antimicrobiana, antimalárica, indutor de apoptose em linfócitos T e 

B e mais recentemente, antitumoral sendo considerada atóxica às células sadias. 

Destaca-se que a prodigiosina possui uma produção fácil e rápida no meio de cultura 

de baixo custo, contribuindo para a sustentabilidade ambiental (SUMATHI et al., 2014; 

BATOOL et al., 2015; CACHUMBA et al., 2016; ELKENAWY et al., 2017; SANAWER et 

al., 2017).  
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 A prodigiosina e seus derivados são agentes pró-apoptóticos eficazes contra 

várias linhas celulares de câncer, com múltiplos alvos celulares incluindo células 

resistentes a múltiplos fármacos, demostrando baixa ou ausência de toxicidade para 

linhas celulares normais (DARSHANE, MANONMANI, 2015). Contudo o pigmento 

apresenta efeitos tóxicos no nível de DNA, por meio de clivagem oxidativa, induzindo a 

célula a iniciar o processo apoptótico (BENNETTE, THOMPSON, 2009; DOZIE-

NWACHUKWU, 2017).  

Além disso, vários estudos têm sido realizados, visando à aplicação da 

prodigiosina como corante natural de tecidos, olefinas, têxteis, papel, velas, sabões, 

entre outros (AHMAD et al., 2012; MEHTA, SHAH, 2015; REN et al., 2017). Com 

relação à ação larvicida tem sido comprovada contra os estágios larval e pupal dos 

mosquitos Aedes aegypti e Anopheles stephensi (PATIL et al., 2011; SURYAWANSHI et 

al., 2015). Adicionalmente foi demonstrada sua ação protetora de microrganismos 

contra a radiação ultravioleta sendo sugerida sua aplicação na área de cosméticos, 

como novo aditivo aos protetores solares (BORIĆ et al., 2011; SURYAWANSHI et al., 

2015). 

 Por conseguinte aos inúmeros benefícios são proporcionados pela prodigiosina 

produzida microbiologicamente por S. marcescens, aumentando assim a necessidade 

de preconizar um meio de produção que proporcione maior rendimento de prodigiosina, 

com baixo custo. Um exemplo é o estudo usando nanotecnologias, que possibilita 

formas mais econômicas e sustentáveis empregando nanopartículas de prata com 

carvão ativado (ARIVIZHICENDHAN, 2017). 

Outro exemplo para aumentar o rendimento do pigmento vem sendo o uso de 

fontes de carbonos (Tabela 2), como a glicose ou frutose e o amido. E, ainda, quando 

adicionado óleos vegetais, como óleo de coco, gergelim, milho, canola dentre outros, 

também foi observado máxima produção da prodigiosina (ARAÚJO, FUKUSHIMA; 

TAKAKI, 2010; SUMATHI et al., 2014; LIN et al., 2019). Uma análise comparativa 

realizada por Elkenawy et al. (2017) com quatro fontes de carbono diferentes, glicerol 

bruto (oriundo do biodiesel), bagaço de semente de algodão, bolo de soja e bolo de 

sementes pretas; e cinco fontes de nitrogênio: peptona, ureia, sulfato de amônio e 

nitrato de amônio. Observa-se que a fonte de nitrogênio e carbono mais eficiente foi o 
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glicerol bruto e a peptona com 610 unidades/célula de produção de prodigiosina. Em 

seguida, a bactéria foi submetida à radiação gama dobrando a quantidade de sua 

produção. 

Estudos realizados com o crescimento microbiano demostraram que o mesmo 

pode ser afetado por fatores físicos, como ondas sonoras. E, ainda, a S. marcescens 

demostrou diminuição no crescimento e aumento na produção de prodigiosina pela 

influência de música clássica (SARVAIYA, KOTHARI, 2015). 

 Segundo Casullo, Fukushima e Takaki (2010) os resultados para a S. 

marcescens são bastante promissores na formação de emulsões de elevado potencial 

biotecnológico nos processos de biodessulfurização de combustíveis fósseis, podendo 

ser selecionado como produtor de biossurfactante. O aumento da escala de produção 

de prodigiosina foi evidenciado utilizando efluentes agroindustriais além de contribuir 

para a remoção da manipueira, poluente de águas residuais. Assim, o uso da 

manipueira como substrato em fermentação submersa sem agitação demonstram uma 

alternativa de baixo custo e consequentemente minimização do impacto ambiental. 

 

3.2.1 Famílias das prodigininas 

As prodigininas bacterianas são uma família de diferentes compostos que 

englobam um grupo de pigmentos que apresentam em sua estrutura química um 

esqueleto comum de três pirróis denominado de prodigioseno (Figura 4) (VAN HOUDT 

et al., 2007). 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 cíclicas, como se mostra na Figura 5 

(STANKOVIC et al., 2014; KIM et al., 2016). 

Figura 4 - Estrutura química do prodigiosina  

 

Fonte: Elahian et al. (2013) 
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Figura 5 - Membros da família das prodigininas: a) prodigiosina, b) undecilprodigiosina, c) 

cicloprodigiosina, d) metacicloprodigiosina, e) prodigiosina R1, f) estreptorubina B  

 

            

Fonte: Adaptado de Kim et al. (2016). 

A molécula de prodigiosina é formada por (C20H25N30), dois desses anéis são 

diretamente ligados uns aos outros e o terceiro é anexado através de uma ponte de 

metano formando uma estrutura de pirrolildipirrometano (BENNETT, BENTLEY 2000; 

WILLIAMSON et al., 2006). Prodigiosina e undecilprodigiosina pertencem a um grupo 

de tripyrroles lineares enquanto metacicloprodigiosina, prodigiosina R1 e streptorubina 

B pertencem a três outros grupos estruturais de prodigiosinas cíclicas. O sistema 

conjugado com sete ligações duplas é responsável por sua pigmentação vermelho 

escuro, cristais piramidais quadrados com reflexo verde (BENNETT, BENTLEY, 2000; 

FURSTNER, 2003).  

O 4-núcleo metoxipirrólico de prodigiosinas carrega uma carga catiônica em pH 

fisiológico que é crítico para DNA combinatório. As prodigiosinas foram encontradas 

como intercaladores atípicos com um sistema de anéis não fundidos mostrando a 

preferência de locais de adenina / timina (AT) (MELVIN et al., 1999). A oxidação por 

cobre forma um cátion radical que introduz a fita dupla clivagem de DNA (MELVIN et 
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al., 2000). Contudo essa interação é controversa, pois a intercalação e clivagem de 

DNA pode ser parte do mecanismo de prodigiosina citotoxicidade em células 

eucarióticas (FURSTNER, GRABOWSKI, 2001; MONTANER et al., 2005).  

Por outro lado, novas descobertas sugerem que a prodigiosina purificada não 

exibe efeito genotóxico no DNA in vitro ou in vivo em células bacterianas (GURYANOV 

et al., 2013). A cauda hidrofóbica longa de undecilprodigiosina facilita o papel como 

prótons variáveis (SATO et al., 1998). Na coloração Gram-negativo a S. marcescens 

produtora da prodigiosina é geralmente associada à membrana celular 

(RYAZANTSEVA et al., 2012), enquanto em Gram-positivo Streptomyces sp., 

undecilprodigiosina é micélio associados na fase inicial da produção de pigmentos 

(STANKOVIC et al., 2012).  

Os espectros específicos de absorção UV-visível e o brilho a cor vermelha das 

prodigiosinas faz delas boas moléculas repórter (fluorescência máxima a cerca de 570 

nm). Após interação com locais ricos em ATP no DNA, a prodigiosina emite 

fluorescência. Essa fluorescência vermelha natural vem sendo utilizada recentemente 

para diminuir o tempo, baixo custo, análises semi-quantitativas sensíveis, específicas e 

precisas de biossíntese de undecilprodigiosina em Streptomyces coelicolor com uma 

visualização espaço-temporal na síntese de undecilprodigiosina através de uma cultura 

sólida; a auto-fluorescência vermelha também esta sendo usada para imagem, em 

atividade antifúngica para patógeno vegetal em undecilprodigiosina e Streptomyces 

(MELVIN et al., 1999; MESCHKE et al., 2012; TENCONI et al., 2013).  

O interesse neste grupo de compostos tem sido estimulado por suas atividades 

antitumorais, imunossupressoras e antimaláricas em níveis não tóxicos (FURSTNER, 

2003; MONTANER, PÉREZ-TOMÁS, 2003; WILLIAMSON et al., 2007; PEREZ-

TOMAS, VINAS, 2010; PAPIREDDY et al., 2011; STANKOVIC et al., 2014). 

 

3.2.2 Fatores que influenciam a produção de prodigiosina  

Existem vários fatores nutricionais e físico-químicos que influenciam a produção 

de prodigiosina por S. marcescens. Os requisitos mínimos que necessita um meio de 

cultivo para que a S. marcescens sintetise a prodigiosina são: sais inorgânicos e 
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glicerol como fonte de carbono e sais de amônio como fonte de nitrogênio, 

temperatura, pH, agitação, a luz e concentração de oxigênio dissolvido (NAKASHIMA 

et al., 2005; CHANG et al., 2011; SUMATHI et al., 2014; ARIVIZHICENDHAN, 2017).  

Com um nível de 4% NaCl, de concentração é obtido um bom rendimento de 

prodigiosina, e com 8% de NaCl ocorre inibição da síntese da prodigiosina 

(RJAZANTSEVA et al., 1994).   

O tempo de incubação para obter uma boa síntese do pigmento depende do 

meio de crescimento e das condições do cultivo e temperatura que no geral ocorre em 

48 horas de incubação (MOMTERO-RODRIGUEZ, 2018).  

A faixa de temperatura ótima de crescimento para S. marcescens é de 28ºC, no 

entanto, para obter uma boa pigmentação é de 27 à 30ºC (MONTANER, 2000; 

MOMTERO-RODRIGUEZ, 2018).   

A produção máxima de prodigiosina a exposição à luz durante o cultivo foram de 

2 a 3 dias, na ausência de luz, ocorre entre 3 a 4 dias. Contudo o maior rendimento de 

prodigiosina ocorre nos cultivos sem a presença de luz (SOMEYA, 2004). Apesar de a 

literatura descrever que a luz é responsável pela fototransformação da prodigiosina 

(TOMLINSON, 2006; SONG, et. al., 2006). 

A síntese de prodigiosina depende também das condições ambientais e é 

regulada em todos os produtores de prodigiosina cepas. Em S. marcescens, a 

produção de prodigiosinas é regida pela complexa rede de quorum sensing (QS) - vias 

regulatórias controladas e independentes de QS (THOMSON et al., 2000; WILF, 

SALMOND, 2012). Essa propriedade da produção de prodigiosina foi empregada no 

desenvolvimento de uma cepa biossensora SP19 de Serratia com sínteses e suas 

próprias moléculas de sinalização QS N-acyllactonas homoserinas, mas sensíveis à 

presença de cadeia de lactonas de N-acil homoserina (POULTER et al., 2010; 

STANKOVIC et al., 2014). 

A S. marcescens se propaga no meio ambiente por meio de natação, 

enxameação e dispersão do ar. Contudo a produção de prodigiosina é importante tanto 

na enxameação como na dispersão do ar (MATSUYAMA et al., 1986; STANKOVIC et 

al., 2014 ). 
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3.2.3 Funções biológicas das prodigiosinas  

As prodigiosinas apresentam várias funções biológicas como dissipador 

metabólico; melhor motilidade (dispersão pelo ar); proteção à radiação UV; proteção 

antioxidante; proteção contra compostos antimicrobianos; atividades antimicrobianas 

contra bactérias Gran- positivas; sinalização e comunicação (GERBER, 1975; STARIC,  

et al., 2010; ZHU et al., 2010; BORIC et al., 2011; STANKOVIC et al., 2012; 

STANKOVIC et al.,  2014; SORATHIYA, SHAH, 2019; YOU et al., 2019).   

 Esse pigmento também possui potente ação antimalárica, ação antiprotozóico 

contra Entamoeba histolytica, efeito lítico sobre tripanossomidios como Trypanossoma 

cruzi e Trypanossoma rangely, atividade lítica para Leishmania brasilienses 

(NAKASHIMA et al., 2006; MAHAJAN et al., 2013; HERRÁREZ, et al. 2019). 

   

3.2.4 Aplicações da prodigiosina  

3.2.4.1 Anticancerígena  

As prodigiosinas exibem atividade anticancerígena induzindo apoptose 

especificamente em células tumorais.  Elas possuem múltiplos alvos celulares e 

diferentes mecanismos para induzir a apoptose dependendo do tipo de câncer. Em 

concentrações não citotóxicas, as prodigiosinas impedem o crescimento do câncer 

provocando a parada do ciclo celular (CHANG et al., 2011; ELAHIAN et al., 2013; LIN 

et al., 2019).  

A ação anticancerigina da prodigiosina atua como imunussupressora de 

linfócitos T e B e inibindo principalmente a interleucina – 2Ra, sem causar toxicidade in 

vivo (HAN et al., 2001; BARREIRO, 2009). A propriedade anticancerigina das 

prodigiosinas tem sido investigada em vários estudos com células cancerígenas 

hematopoéticas, células de câncer do estômago, colo de útero, mamas e próstata 

(DIAZ-RIUZ et al., 2001; CLIFT, THOMSON, 2009; LI et al., 2018). 

 

3.2.4.2. Antitumoral 

As propriedades anticancerígenas da prodigiosina podem ter sido um fator 

contribuinte na indução de necrose tumoral e a subsequente apoptose de células 
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cancerígenas quando Coley toxinas foram usadas para tratar múltiplas formas de 

câncer entre 1893 e 1960 (BENNETT, BENTLEY, 2000).  

Segundo Stankovic (2014) foram testadas prodigiosinas em mais de 60 células 

cancerígenas com uma concentração média inibitória de 2 μM e atividade potente 

inibitória confirmada no linfócito T em proliferação.  

As Prodigiosinas também podem agir como agentes intercalantes de DNA 

causando fragmentação de DNA e morte celular tumoral (MELVIN et al., 2000). 

 

3.2.4.3 Imunossupressora 

A prodigiosina, undecilprodigiosina e metacicloprodigiosina foram identificados 

para inibir a proliferação de células T murinas in vitro e in vivo em concentrações não 

citotóxicas (MAGAE et al., 1996; NAKAMURA et al., 1986; HAN et al., 1998).  

A undecilprodigiosina exibiu um modo de ação diferente a drogas 

imunossupressoras atualmente utilizadas FK506, ciclosporina A e rapamicina (SONGIA 

et al., 1997; STANKOVIC et al., 2014).  

Devido a efeitos tóxicos significativos em doses efetivas, as prodigiosinas ainda 

não são imunossupressores clinicamente adequados. No entanto, derivados 

produzidos sinteticamente da undecilprodigiosina são promissores farmacêuticos, 

mostrando imunossupressores igualmente potentes à atividade in vitro e in vivo, mas 

acentuadamente reduzida toxicidade em camundongos (STEPKOWSKI et al., 2001; 

WANG et al., 2001; STANKOVIC et al., 2014). 

 

3.2.4.4 Citotóxica  

Nos últimos anos, alguns estudos foram descritos mostrando os efeitos 

citotóxicos em linhagens de células tumorais como pulmão, cólon, rins, mama, e baixa 

toxicidade observada em células normais (LIU et al., 2005). O Instituto Nacional do 

Câncer dos Estados Unidos realizou testes com 60 diferentes tipos de linhagens 

tumorais onde a prodigiosina apresentou uma índice de toxicidade induzindo a 

apoptose em 50% de uma dada população de células estudadas, na concentração de 

2,1 μM/mL, sendo o pigmento prodigiosina considerado como uma droga com potencial 
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em atividade citotóxica dirigidas às células tumorais (WILLIAMNSON et al., 2006; 

PERÉZ-TOMÁZ e VIÑAS, 2010).   

Foram observados efeitos citotóxicos da prodigiosina, in vivo, em camundongos 

xenoabióticos enxertados com linhagens Huh-7 (linhagem de células hepáticas 

tumorais), aa prodigiosina não sofre ação das bombas de resistência às substâncias 

citotóxicas (HO et al., 2009). Em pesquisas citotóxicos, Zhang et al., (2005), mostram 

que, após a administração de doses diárias da prodigiosina (5mg / Kg e 10 mg / Kg) no 

tratamento do melanoma BL16 em ratos, foi observada redução de nódulos 

metastáticos em 50% dos animais e um aumento da sobrevivência dos ratos. Regourd 

et al. (2007), demonstram que esses efeitos ocorrem devido a inibição do mecanismo 

de migração celular e ligação à matriz extracelular, resultantes da redução da 

expressão das proteínas RhoA e RhoGTPase, responsáveis pelo processo de adesão 

e motilidade celular. Porém os efeitos genotóxicos para prodigiosina não foram 

descritos ainda na literatura. 

 

3.2.4.5 Antifúngica  

A atividade da prodigiosina contra fungos patogênicos foi experimentalmente 

usada como um agente fungicida contra occidioides immitis (WILLIAMS, HEARN, 

1967). O antifúngico composto por prodigiosinas possui uma ampla aplicação, incluindo 

espécies de Candida, Aspergillus, Penicillium, Saccharomyces, Cryptococcus e 

Histoplasma. Recentemente, foi descoberta outro potencial antifúngico das 

prodigiosinas com efeito considerável sobre nove isolados clínicos do gênero 

Trichophyton causador do pé de atleta que é tratado por um número muito limitado de 

fármacos (NAKASHIMA et al., 2005). Pesquisas recentes sugerem que as 

prodigiosinas também podem encontrar aplicação como agentes antifúngicos no 

combate à doença que atingem a agricultura, sendo demonstrado que 

undecilprodigiosina purificada reduziu a formação de hifas de V. dahliae e 

microsclerotia em Arabidopsis thalianas (STANKOVIC et al., 2014; YOU et al., 2019). 

 A S. marcescens também produz quitinases no biocontrole de plantas 

patógenas fúngicas (MONREAL, REESE, 1969; JONES et al., 1986). Porém 

recentemente, prodigiosina e enzimas quitinolíticas apresentaram atividade sinérgica 
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em antifúngicos com ação de S. marcescens; no entanto, a prodigiosina apresentou 

uma atividade antifúngica em patógenos de plantas em concentrações mais altas do 

que em combinação (SOMEYA et al., 2001; DUZHAK et al., 2012).  

 

3.2.4.6 Antimalaria/ Larvicida 

A atividade antimalárica da prodigiosina ocorreu na década de 1960, porém esta 

característica não foi muito estudada. Mais recentemente foi realizada uma pesquisa de 

análise comparativa do índice de similaridade molecular das características estruturais 

que influenciam a atividade antimalárica de prodigiosina (CASTRO, 1967; SINGH et al., 

2013; SORATHIYA, MANISHA, 2019).       

 A prodigiosina, undecilprodigiosina, e metacicloprodigiosina exibiram atividade in 

vitro potente contra o Plasmodium falciparum (CASTRO, 1967), estudos in vivo com 

camundongos (cinco por tratamento) mostrou que doses antimaláricas foram aplicadas 

sem cura parasitária ou teve efeitos tóxicos no hospedeiro (GERBER, 1975a). Os 

experimentos in vivo com heptilprodigiosina injetada por via subcutânea de 

camundongos infectados com Plasmodium berghei ANKA mostraram sobrevida, mas 

também causou lesões escleróticas no local da injeção (LAZARO et al., 2002). Por 

outro lado, análogos de prodigiosina monossubstituídos ou bisubstituídos, reduziu 

potencialmente a parasitemia (em mais de 90%). Plasmodium yoelii após 

administração oral não mostrou toxicidade evidente (PAPIREDDY et al., 2011).  

Estes resultados revelaram que apesar das prodigiosinas naturais não serem 

muito eficientes na cura da malária, o potencial antimalárico satisfatório ainda pode ser 

encontrado dentro das novas prodigiosinas sintéticas (MAHAJAN et al., 2013).  

Outras pesquisas com prodigiosina de S. marcescens NMCC46 relatou ser 

eficiente agente larvicida de mosquito contra espécies de Aedes aegypti e Anopheles 

stephensi, podendo ser um caminho da aplicação de prodigiosina como inseticidas 

(PATIL et al., 2012). 

 

3.2.4.7 Antitripanossomal  

Na década de 1950 ocorreu o primeiro relato de atividade antitripanossomal por 

prodigiosina prouzida por bactéria, onde foi estabelecida a atividade in vitro contra o 
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Trypanosoma cruzi determinando a concentração ativa de 10 μg ml−1 (MCRARY et al., 

1953).  

Recentemente pesquisas confirmaram que a prodigiosina de S. marcescens 

interfere na fosforilação oxidativa processos nas mitocôndrias do T. cruzi levando a 

morte celular parasitária sem efeitos tóxicos sobre as células humanas (GENES et al., 

2011; STANKOVIC et al., 2014; HERRÁREZ, et al., 2019). 

 

3.2.4.8 Antialgal  

 Segundo Stankovic e colaboradores (2014) a prodigiosina produzida por S. 

marcescens teve efeito antialgal em Prototheca zopfi (MIC 25 μg ml −1).   

A atividade algicida de prodigiosinas bacterianas foi examinada com Hahella 

chejuensis KCTC 2396, onde os γ- proteobactérias poderiam ter um papel importante 

no biocontrole de ambientes marinhos (JEONG et al., 2005; STANKOVIC et al., 2014). 

 

3.2.4.9 Antimicrobiana 

As prodigiosinas possuem efeito antibacteriano não apenas como agentes 

antibióticos, mas indiretamente, impedindo a formação de biofilme bacteriano, como 

atividade anti-incrustante contra bactérias incrustantes marinhos como Alteromonas 

sp., Gallionella sp. e cianobactérias (PRIYA et al., 2013). 

A prodigiosina produz atividades antimicrobianas, sendo encontradas 

concentrações mínimas inibitórias (IMC´s) quando comparados com os antibióticos 

convencionais tetraciclina, clorafenicol e gentamicina frente a diversas espécies 

bacterianas como Staphylococcus aureus FDA 209P (IMC 3.1 µg/mL), Streptococcus 

pyogenes (IMC 1.56 µg/mL), Micrococcus luteus ATCC 9341 (IMC 3.1 µg/mL), Bacillus 

subtilis ATCC 6633 (IMC 12.5 µg/mL), Escherichia coli K12 (IMC > 100 µg/mL), 

Klebsiella pneumoniae PCI 602 (IMC > 100 µg/mL), Salmonella typhimirium IID 971 

(IMC 25 µg/mL), Serratia marcescens IAM 1184 (IMC > 100 µg/mL), Pseudomonas 

aeruginosa PAO 1 (IMC > 100 µg/mL), Proteus vulgaris HX 19 (IMC 50 µg/mL) 

(NAKASHIMA et al., 2005). Foram descritas também sensibilidades a prodigiosina 

observadas pelo teste de difusão de disco em ágar, onde foram observados 

significativos halos de inibição do crescimento bacteriano para as espécies Escherichia 
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coli, E. aerogenes, S. aureus, B. subtilis e P. aeruginosa, afirmando assim o seu uso 

como um potente antibiótico natural (KHANAFARI et al., 2006; ALIHOSSEINI et al., 

2008; IBRAHIM et al., 2014; LAPENDA et al., 2015; SORATHIYA, MANISHA, 2019; 

HERRÁEZ et al., 2019). 

 

3.2.4.10 Antioxidante/fotoprotetora 

A prodigiosina desempenha um papel de regulador negativo de superprodução 

de energia celular durante o crescimento aeróbico de S. marcescens pelo 

desacoplamento do transporte de protões e ATP síntese através da fosforilação 

oxidativa, diminuindo a produção de ATP por emissão de energia (HADDIX et al., 

2008). 

Segundo Suryawanshi e colaboradores os pigmentos bacterianos prodigiosina e 

violaceína exibem atividade antioxidante e antimicrobiana e são capazes de aumentar 

o fator de proteção solar (FPS) de protetores solares comerciais. Esses pigmentos têm 

potencial biotecnológico bacteriano para uso em protetores solares comerciais, 

precisando ser testados em células de mamíferos para obter uma melhor segurança 

(SURYAWANSHI et al., 2015). 

  

3.2.5 Potencial biotecnológica de prodigiosina 

A prodigiosina possui inúmeras propriedades, tendo despertado bastante 

interesse na sua produção industrial na aplicação nas áreas médica, industrial e 

farmacêutica, por apresentar algumas atividades biológicas tais como: antimicrobiana, 

antimalárica, indutor de apoptose em linfócitos T e B, antitumoral sendo considerada 

atóxica às células sadias. Além de possuir produção fácil e rápida no meio de cultura 

de baixo custo, contribuindo para a preservação da biodiversidade (CASULLO, 

FUKUSHIMA, TAKAKI, 2010; ELKENAWY et al., 2017; MONTERO-RODRIGUEZ et al., 

2018). 

Nos últimos anos, pesquisas sobre a atividade citotóxica da prodigiosina têm 

sido intensificadas, sendo descritos efeitos citotóxicos em linhagens de células 
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tumorais como pulmão, cólon, rins, mama, e baixa toxicidade observadas em células 

normais (LIU et al., 2005).  

A produção biotecnológica da prodigiosina também vem sendo investigada 

avaliando o potencial do uso de pigmentos (prodigiosina e violaceina) como aditivos 

para filtros solares comerciais. Os mesmos foram capazes de aumentar o FPS dos 

filtros solares comerciais (SURYAWANSHI et al., 2015). 

 

3.2.6 Uso de substratos agroindustriais na produção de prodigiosina 

Os resíduos agroindustriais são materiais ricos em macro e micronutrientes, 

porém quando não aproveitados, ou devidamente tratados podem causar sérios 

problemas de poluição no solo e em águas superficiais e subterrâneas (MONTERO-

RODRIGUEZ, 2016; RAVINDRAN, JAISWAL, 2016). 

A escolha de resíduos agroindustriais na produção de prodigiosina favorece o 

crescimento e metabolismo microbianos, ajuda o meio ambiente e minimiza o custo em 

sua produção, despertando interesse de pesquisadores na busca de substratos 

alternativos para a obtenção de produtos de elevado valor comercial (VELMURUGAN 

et al., 2011; FERREIRA-LEITÃO et al., 2017).   

Diante da necessidade de encontrar substratos alternativos agroindústrias para 

produção de prodigiosina, vários estudos foram realizados, com o objetivo de achar 

substratos que propicie uma maior produção de prodigiosina e que tenha um baixo 

custo, tais como: bagarço de cana-de-açucar, resíduo de macarrão instantâneo, casca 

de tangerina, casca e coroa de abacaxi e farelo de trigo (ARAUJO, 2010; 

VELMURUGAN et al., 2011; XIA et al., 2016; ELKENAWY et al., 2017). 

O bagaço de cana-de-açucar é um resíduo obtido da cana-de-açucar depois de 

esmagado na produção de açúcar e etanol, a sua composição química depende da 

variedade de culturas, condições climáticas, localização e modo de crescimento, uso 

de fertilizantes e condições químicas e físicas do solo (CHANDEL et al., 2011; 2012; 

CANILHA et al., 2012).  
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O resíduo de macarrão instantâneo são os subprotudos gerados da produção de 

macarrão instantâneos pelas indústrias alimenticias, geralmente são utilizados para a 

produção de ração animal (YANG et al., 2014).  

A casca de tangerina é rica em carotenoides que são precusores da vitamina A, 

e atividade antioxidante, também é rica em fibra alimentar. Os resíduoas sólidos das 

indústrias de citros (cascas, sementes e polpas) são geralmente transformados em 

farelo para ração animal (ASSIS et al. 2010; RODRIGUES, 2013). 

O fruto do abacaxi é a parte comercializável que corresponde 23% do total da 

planta, enquanto que o caule, a folha, o talo, a casca e a coroa de abacaxi são 

considerados subproduto agrícola e não tem sido aproveitado devidamente. A 

composição desse resíduo pode ser alterado devido a qualidade e variedade da fruta, e 

a sua composição química varia com o período que é produzido (OLIVEIRA, 2008). 

O farelo de trigo possui aproximadamente 12% de água, 13-18% de proteína, 

3,5% de gordura e 56% de carboidratos. Contudo devido as grandes quantidades de 

biomassa de farelo acumulada e o baixo valor nutricional, outras aplicações vêm sendo 

realizadas para este subproduto (APPRICH et al., 2014). 

Segundo Luti (2018) em sua pesquisa com farelo de trigo, milho moído e casca 

de arroz adicionado óleo de soja em fermentação em estado solido, foi evidenciado um 

maior rendimento de prodigiosina no farelo de trigo. Esse fato também e evidenciado 

por Montero-Rodriguez et al. (2018).  

 

3.3 Fermentação em estado sólido (FES) 

A fermentação em estado sólido (FES) surgiu como uma alternativa eficaz sobre 

a fermentação submersa. A FES fornece os nutrientes básicos aos microrganismos, 

servindo de âncora para a célula, propiciando uma maior concentração de produtos, 

fácil aeração, diminuição do consumo de energia, fácil extração do produto, menos 

espaço para equipamentos e diminuição da contaminação microbiana (VELMURUGAN 

et al., 2011; LIZARDI-JIMÉNEZ, HERNÁNDEZ MARTÍNEZ, 2017).  

 Desta forma, a FES é bastante promissora para o desenvolvimento de vários 

bioprocessos, dentre eles podemos citar: a biorremediação, biodegradação, 
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desintoxicação, biotransformação, produtos de altor valor agregado, como metabólitos 

secundários (alcalóides, antibióticos, fatores de crescimento vegetal etc), além de 

biocombustíveis, ácidos orgânicos, biopesticidas, compostos aromáticos e enzimas 

(FURSTNER, 2003; LIZARDI-JIMÉNEZ, HERNÁNDEZ-MARTÍNEZ, 2017).  

 

3.4.1 Produção de prodigiosina por fermentação em estado sólido (FES) 

A FES como tecnologia, ainda é pouco estudada na produção de prodigiosina, 

como é demonstrado na Tabela 2. 

As principais vantagens da FES são: fácil inoculação, processo contínuo, fácil 

acompanhamento da formação do produto e consumo do substrato e o controle dos 

parâmetros fermentativos como pH, temperatura, oxigenação. Como principais 

desvantagens, têm-se o grande volume de resíduos gerados e a dificuldade de 

separação produto/substrato, dificuldade de remoção de calor, condições estáticas, 

dificuldade de se medir parâmetros como pH, oxigênio dissolvido, elevados consumo 

energético e custo tecnológico (EL-BAKRY et al., 2015; SOCCOL et al., 2017; YANG et 

al., 2018). 

Porém, as limitações não superam as vantagens da FES, principalmente o baixo 

custo, que torna mais viável a produção da prodigiosina, pois o custo para obtenção 

desse pigmento corresponde a 30 % da sua produção, devido principalmente ao 

substrato e o tipo de fermentação (EL-BAKRY et al., 2015; LUTI et al., 2018). 

Nos últimos anos o interesse em produzir prodigiosina através de FES aumentou 

as vantagens econômicas e operacionais que este processo tem quando comparado 

com a fermentação submersa (XIA et al., 2016; LIZARDI-JIMÉNEZ, HERNÁNDEZ 

MARTÍNEZ, 2017).  
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Tabela 2- Produção de prodigiosina por fermentação em estado sólido utilizando diferentes 

substratos e condições 

Micro-organismo Substrato Condições Referências 

S. marcescens Resíduos de cozinha, 

casca de arroz e 

resíduos de celulose 

Inoculo: 1% 

Umidade: 200%  

pH 8,0  

Temperatura: 28°C  

Tempo: 60 h 

Xu, Xia, Yang  

(2011) 

S. marcescens Flambagem de 

curtume 

Umidade: 50%; 

pH 7,0 

Temperatura: 20°C 

Tempo: 96 h 

Arivizhivenha et al. (2015) 

S. marcescens 

Xd-1 

Bagaço/glicerol e 

peptona de soja 

Inóculo: 10% 

Umidade: 83,5% 

pH: 8,0 

Temperatura: 28 ° C 

Tempo: 48 h 

Xia et al.  

(2016) 

 

S. marcescens 

 

Bagaço de cana-de-

açucar e farelo de trigo 

Inoculo:5%  

Temperatura: 28°C  

Tempo: 12 dias 

Montero-Rodriguez       

(2016) 

Streptomyces sp. Amido e farelo de soja/ 

farelo de trigo 

pH 7,0 

Temperatura: 28°C 

Tempo: 7, 14 e 21 dias 

Abraham, Chauhan (2018) 

S. marcescens 

UCP 1549 

 Farelo de trigo Inoculo: 5% 

Temperatura: 28°C  

       Tempo: 12 dias 

Montero-Rodriguez (2018) 

 

 Arivizhivendhan et al. (2015) obtiveram 70,40 g de prodigiosina/ kg de farelo de 

trigo suplementado com resíduo sólido proteico gerados pela indústria do couro em 

biorreator durante 96 h. Porém, Xu et al. (2011) tinham informado a produção 4,16 g de 

prodigiosina /kg de lixo de cozinha e casca de arroz, após 60 h de FES. Mais 

recentemente, o bagaço tem sido utilizado como matriz inerte na obtenção de 

prodigiosina utilizando glicerol e peptona de soja, com rendimento 40,86 g/kg de sólido 

seco (XIA et al., 2016).  
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         Resumo 

 

A prodigiosina é um pigmento vermelho natural produzido principalmente pela bactéria 

Serratia marcescens, que é um composto farmacêutico promissor devido às suas 

propriedades antimicrobianas, imunossupressoras e antiproliferativas. No entanto, seu 

marketing industrial ainda é limitado devido ao alto custo de produção associado à 

baixa produtividade. Nesse sentido, este trabalho teve como objetivo investigar a 

produção de prodigiosina por S. marcescens UCP 1549 em fermentação em estado 

sólido (FES), como uma alternativa sustentável que permite minimizar os custos de 

produção e o impacto ambiental. Assim, diferentes substratos agroindustriais foram 

utilizados na formulação do meio de produção de prodigiosina por FES, obtendo-se o 

rendimento máximo de pigmento vermelho (119,8 g / kg de substrato seco) em meio 
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composto por 5 g de farelo de trigo e solução impregnante contendo sais (KH2PO4, 

K2HPO4, MgSO4.7H2O e (NH4) 2SO4) e 5% de óleo de soja residual. O pigmento foi 

confirmado como prodigiosina pelo pico máximo de absorbância a 535 nm, Rf 0,9 em 

TLC e os grupos funcionais identificados pelo espectro infravermelho (FTIR). A 

prodigiosina mostrou estabilidade em diferentes valores de temperatura, pH e 

concentrações de NaCl, confirmando sua potencial aplicação em várias áreas 

industriais. Além disso, o pigmento não apresentou efeitos fitotóxicos nas sementes de 

repolho (Brassica oleracea), alface (Lactuca sativa), cebola (Allium cepa) e pepino 

(Cucumis sativus) e não mostrou toxicidade para a Artemia salina microcrustáceo em 

diferentes concentrações. Além disso, a prodigiosina demonstrou propriedades 

antimicrobianas. Esses resultados confirmam a aplicabilidade do FES como uma 

tecnologia sustentável e promissora para a produção de prodigiosina, tornando o 

bioprocesso econômico e competitivo para fins industriais. 

 

Palavras-chave: fermentação estática; pigmento; Serratia marcescens. 

 

 

Abstract 

 

Prodigiosin is a natural red pigment produced mainly by the bacterium Serratia 

marcescens, which is a promising pharmaceutical compound due to its antimicrobial, 

immunosuppressive and antiproliferative properties. However, its industrial marketing is 

still limited due to the high cost of production associated with low productivity. In this 

sense, this work aimed to investigate the production of prodigiosin by S. marcescens 

UCP 1549 in solid-state fermentation (SSF), as a sustainable alternative that allows 

minimizing the production costs and environmental impact. Thus, different agro-

industrial substrates were used in the formulation of the prodigiosin production medium 

by SSF, obtaining the maximum yield of red pigment (119.8 g/kg dry substrate) in 

medium consisting of 5 g wheat bran and impregnating solution containing salts 

(KH2PO4, K2HPO4, MgSO4.7H2O and (NH4)2SO4) and 5% waste soybean oil. The 

pigment was confirmed as prodigiosin by the maximum absorbance peak at 535 nm, Rf 

0.9 in TLC and the functional groups identified by infrared spectrum (FTIR). Prodigiosin 
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showed stability at different values of temperature, pH and NaCl concentrations, 

confirming its potential application in various industrial areas. Moreover, the pigment 

showed no phytotoxic effects to seeds of cabbage (Brassica oleracea), lettuce (Lactuca 

sativa), onion (Allium cepa) and cucumber (Cucumis sativus) and not show any toxicity 

to the microcrustacean Artemia salina in different concentrations. In addition, 

prodigiosin demonstrated antimicrobial properties. These results confirm the 

applicability of SSF as a sustainable and promising technology for the production of 

prodigiosin, making the bioprocess economic and competitive for industrial purposes.  

 

Keywords: Serratia marcescens; static fermentation; pigment; wheat bran. 

 

 

1. Introdução  

 

A demanda mundial de pigmentos de origem microbiana vem aumentando nos 

últimos anos devido ao potencial biotecnológico de aplicação dessas biomoléculas em 

diversas indústrias, além das vantagens, quando comparados com os de origem 

sintética (Venil et al., 2014; Kumar et al., 2015; Varjani & Upasani, 2017; Mishra et al., 

2019; HADDIX, SHANKS, 2020).  

A prodigiosina é um pigmento natural vermelho, produzido principalmente pela 

bactéria Gram-negativa Serratia marcescens, que tem despertado grande interesse 

devido ao seu amplo potencial, como agente antimicrobiano, antimalárico, 

imunossupressor e antitumoral (Elkenawy et al., 2017; Li et al., 2018; Yip et al., 2019). 

No entanto, a sua produção industrial ainda é limitada, devido ao elevado custo de 

produção, associado ao baixo rendimento e ao uso de substratos onerosos.  

Diversas investigações têm sido realizada para obtenção da prodigiosina 

utilizando subprodutos e resíduos agroindustriais, como fontes alternativas de carbono 

e de nitrogênio, sendo uma estratégia promissora e de baixo custo (Aruldas et al., 

2014; Xia et al., 2016; Abraham & Chauhan, 2018).  Particularmente, no Brasil, a S. 

marcescens UCP 1549, bactéria isolada do semiárido de Pernambucano, tem 

demonstrado excelente potencial para produzir prodigiosina, como demonstrado na 

literatura (Araújo et al., 2010; Lapenda et al., 2014; Montero-Rodríguez et al., 2016; 
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2018). No entanto, a busca de novas estratégias é justificada, no sentido de aumentar 

a produtividade e reduzir os custos.  

Neste contexto, a fermentação em estado sólido (FES) é um processo, 

caracterizado por ocorrer na ausência ou quase ausência de água, que vem sendo 

utilizado para a produção de vários metabólitos microbianos de elevado valor 

agregado, como os biopigmentos (Thomas et al., 2013; Sala et al., 2019). Além disso, a 

FES oferece a possibilidade de aproveitar resíduos e subprodutos agroindustriais 

baratos como fonte de carbono/energia para produção de biocompostos de interesse 

industrial ou como suporte inerte para o crescimento de micro-organismos (Lizardi-

Jiménez e Hernández-Martínez, 2017; Sadh et al., 2018). Contudo, esta tecnologia tem 

sido pouco explorada na produção de prodigiosina. Assim, o objetivo do presente 

trabalho foi avaliar a produção de prodigiosina por S. marcescens UCP 1549 por FES, 

utilizando diferentes substratos agroindustriais. Além disso, foi investigada a 

estabilidade, a toxicidade e a ação antimicrobiana e fotoprotetora do pigmento. 

 

 

2. Materiais e métodos 

 

2.1 Micro-organismo 

 

A S. marcescens UCP 1549, foi originalmente isolada do semi-árido do estado 

de Pernambuco, Brasil, identificada por Araujo et al. (2017) e cedida pela Coleção de 

Cultura da Universidade Católica de Pernambuco, Recife, Brasil. A bactéria foi mantida 

em meio sólido Luria Bertani (LB) (triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 10 

g/L e ágar 15 g/L) a 5°C.  

 

2.2 Seleção de substratos agroindustriais para a produção de prodigiosina 

 

Foram utilizados seis substratos agroindustriais na formulação dos meios de 

cultura para a produção de prodigiosina: farelo de trigo, bagaço de cana-de-açúcar, 

resíduo de macarrão instantâneo, casca de tangerina, casca de abacaxi e coroa de 

abacaxi. O bagaço de cana-de-açúcar foi doado pela Usina Japungu, Santa Rita -PB, 
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Brasil. O farelo de trigo, os abacaxis e as tangerinas foram adquiridos do comércio 

informal na cidade de Recife- PE, Brasil.  

O resíduo de macarrão instantâneo foi cedido pela indústria de macarrão 

instantâneo. O farelo de trigo e o resíduo de macarrão instantâneo não receberam 

nenhum tipo de pré-tratamento. O bagaço de cana-de-açúcar foi mantido inicialmente a 

-4°C até ser utilizado, depois foi descongelado à temperatura ambiente, seco em estufa 

a 70°C durante 24 h e triturado em um misturador. Os abacaxis e tangerinas foram 

lavados e os resíduos foram separados das polpas utilizando uma faca de cozinha, 

secos em estufa a 70°C por 72 h e triturados um misturador. Depois, todos os 

substratos foram tamisados separadamente. A fração utilizada foi obtida entre 16 e 32 

mesh (correspondendo a 1,0 e 0,5 mm, respectivamente). Além disso, foi utilizado óleo 

de soja pós-fritura (OSPF), que foi gentilmente adquirido do comércio informal na 

cidade de Recife- PE, Brasil. 

A análise elementar foi realizada no analisador elementar CHNS / O da Perkin-

Elmer Série II2400 para determinar o conteúdo de carbono, nitrogênio, hidrogênio e 

enxofre presentes em um grama de cada substrato usado para a formulação dos meios 

de produção.  

 

2.3 Fermentação em estado sólido 

 

As colônias de S. marcescens foram transferidas para frascos de Erlenmeyers 

de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL do meio LB, incubados em agitador orbital 

por 18 h, a temperatura de 28ºC e 150 rpm. Quando a densidade óptica a 600 nm 

atingiu a turbidez de 0,8-1,0 a cultura foi utilizada como inóculo. Frascos Erlenmeyers 

de 250 mL de capacidade, contendo 5 g do substrato sólido seco foram esterilizados 

em autoclave a 121ºC por 15 min e umedecidos com solução de impregnação, 

segundo Camilios-Neto et al. (2011) e Montero-Rodríguez et al. (2018), 

correspondendo a: KH2PO4 3 g/L, K2HPO4 7 g/L, MgSO4.7H2O 0,2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L 

e 5% de OSPF. Em seguida, foi inoculado 5% do pré-inóculo de S. marcescens 

crescido no meio LB e os frascos foram incubados por 120 h a 28ºC, sob condições 

estáticas.   
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2.4 Extração e quantificação da biomassa produzida por fermentação em estado 

sólido (FES) 

 

Após o período de fermentação, 100 mL de água destilada foram adicionados a 

cada frasco Erlenmeyer e o conteúdo foi agitado por 1 h a 200 rpm e 30°C em um 

agitador orbital. Em seguida, as suspensões foram filtradas com gaze (Nalini e 

Parthasarathi, 2014). Este procedimento foi realizado por três vezes. Os extratos 

obtidos foram centrifugados durante 20 min a 10000 rpm e a biomassa foi separada do 

sobrenadante, lavada três vezes com água destilada, seguido de centrifugação durante 

15 min a 10000 rpm. Em seguida foi submetida à liofilização e quantificada por 

gravimetria. 

 

2.5 Extração e quantificação do pigmento vermelho 

 

O pigmento vermelho produzido foi extraído da biomassa liofilizada utilizando o 

sistema de solvente clorofórmio: metanol (2:1, 1:1 e 1:2, v/v), evaporado e quantificado 

por peso seco (Araújo et al., 2010).  

 

2.6 Identificação do pigmento vermelho 

 

A identificação preliminar do pigmento bruto foi realizada solubilizando o 

pigmento em etanol a 95% e a solução colorida foi dividida em duas porções. Uma 

parte foi acidificada com uma gota de HCl concentrado e a outra foi alcalinizada com 

uma gota de solução concentrada de NaOH (Gerber & Lechevalier, 1976). A cor 

vermelha ou rosa em condição ácida e a cor amarela ou marrom em condição alcalina 

confirmaram um teste presuntivo positivo para identificar a prodigiosina (Sathishkumar 

& Aparna, 2014; Mansi & Gaurav, 2015).  

Posteriormente, o pigmento vermelho foi solubilizado em 3 mL de metanol e 

submetido à purificação por cromatografia de exclusão em coluna (coluna 22 x 1 cm) 

preenchida com Sephadex LH-20 (ativada a 800°C por 1 h), como absorvente. A 

diluição foi realizada pelo sistema de solvente clorofórmio: metanol (1:1, v/v) e, em 

seguida, modificado para clorofórmio: metanol: acetona (4:2:3, v/v), visando à máxima 



 
Santos, R.A. Produção de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 .................. 
 

 

 

 

63 

remoção de impurezas. A fração vermelha foi coletada e analisada por 

espectrofotometria UV-Vis, sendo determinada a faixa de absorbância no intervalo 400-

700 nm. A produção de prodigiosina foi confirmada pela presença de pico máximo de 

absorbância a 535 nm (Araújo et al., 2010).  

Além disso, a fração vermelha foi submetida à cromatografia em camada 

delgada (CCD), utilizando placas de alumínio revestida de sílica gel, após a aplicação a 

amostra foi colocada em cuba de vidro contendo o sistema de solventes clorofórmio: 

metanol: (9:1, v/v). O valor de referência da fração vermelha foi calculado e comparado 

com o da prodigiosina, segundo a literatura (Araújo et al., 2010; Lapenda et al., 2015).  

O pigmento extraído foi submetido a análise espectroscópica FTIR no 

equipamento Shimadzu, IR-TRACER 100, utilizando acessório de refletância total 

atenuada (ATR) constituído por um cristal misto “diamante/ZnSe”. Os picos obtidos 

foram comparados com a literatura para confirmar a presença da prodigiosina. 

 

2.7 Estabilidade do pigmento  

 

A estabilidade do pigmento produzido por S. marcescens foi investigada 

seguindo a metodologia proposta por Perumal et al. (2009) e Velmurugan et al. (2011), 

com modificações. Tubos de ensaio de vidro contendo 10 mL do pigmento bacteriano 

foram incubados independentemente a diferentes temperaturas (0, 10, 50, 70 e 100ºC) 

por 10 min. Após o resfriamento até a temperatura ambiente, a absorbância foi medida 

usando um espectrofotômetro UV-Vis e a estabilidade percentual foi calculada. Outro 

conjunto de tubos contendo 10 mL do extrato etanólico foram ajustados a pH 2, 4, 6, 8, 

10, 12 e 14, homogeneizados por 10 min e a absorbância medida. Por outro lado, os 

tubos de ensaio contendo 10 mL de extrato foram alterados com solução salina a 0,1%, 

0,2%, 0,5%, 1% e 5% (v/v) (NaCl) e por 1 h para determinar a estabilidade. A 

estabilidade percentual (% E) foi calculada: %𝐸 = 𝐴1 𝑥 100𝐴0  

Onde A0 é a absorbância do pigmento antes do tratamento e A1 é a absorbância após o 

tratamento. A absorbância foi medida no espectrofotômetro a 535 nm do pigmento. 
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2.8 Toxicidade do pigmento  

 

A fitotoxicidade da prodigiosina produzida por S. marcescens foi investigada 

para sementes de repolho (Brassica oleracea), alface (Lactuca sativa), cebola (Allium 

cepa) e pepino (Cucumis sativus). O teste baseia-se na determinação de três variáveis: 

o percentual de germinação das sementes (SG%), o percentual de crescimento 

radicular (GP%) e o percentual do índice de germinação (IG%), conforme Tiquia et al. 

(1996). Inicialmente, as sementes foram lavadas com água destilada estéril e 

desinfetadas em uma solução de hipoclorito de sódio a 1% e novamente lavadas para 

remover o excesso de hipoclorito. Em seguida, dez sementes de cada planta foram 

transferidas separadamente para placas de Petri estéreis contendo Whatman no. 1 

papel de filtro umedecido com soluções de prodigiosina nas concentrações de 0,1, 0,5 

e 1% e incubado a 28ºC por 120 h. o experimento foi realizado em triplicata e após o 

período de incubação foram determinados o SG%, o RG% e o IG%. 

Além disso, o teste de toxicidade com Artemia salina microcrustáceo foi 

realizado em três etapas: incubação, exposição à substância e contagem do número de 

nauplii vivos e mortos após exposição ao composto em 48 h (ABNT, 2016). 

Inicialmente, os ovos de A. salina foram transferidos para um recipiente com 100 mL de 

solução marinha e incubados a 30ºC por 48 h. Após esse período, quando as larvas de 

A. salina eclodiram, 20 nauplii foram transferidos para frascos de volume de 20 mL, 

contendo uma solução de prodigiosina nas concentrações de 0,01, 0,1, 1, 10 e 100 mg 

/ l, e incubados a 25 ºC por 48 horas. h. O bioensaio foi baseado apenas na 

porcentagem de organismos mortos em relação ao número total (20 larvas) em 5 ml de 

uma solução aquosa contendo sal marinho sintético (33,3 g / l) e em 5 ml das 

diferentes concentrações de amostras de prodigiosina. Após 48 h de incubação, os 

organismos sobreviventes foram quantificados e a concentração letal de 50% (CL50) 

das amostras foi determinada (Mc Laughlin et al., 1985; Jan & Khan, 2016). As análises 

foram realizadas em duplicado. 

 

2.9 Atividade antimicrobiana da prodigiosina 

 

A atividade antimicrobiana da prodigiosina foi determinada para quantificar a 
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inibição do crescimento de cepas bacterianas: Klebsiella pneumoniae (UCP 1574), 

Staphylococcus aureus (UCP 1576), Enterococcus faecalis (UCP 1577) e Escherichia 

coli (UCP 1578), de acordo com o padrão M07-A6 do CLSI. Os testes foram realizados 

de acordo com o método de microdiluição em placas de 96 poços (Elshikh et al., 2016). 

As cepas foram semeadas em microdiluição nas placas de 96 poços, onde 100 

ul da solução de prodigiosina com uma concentração final de 0,0115 g / mL foram 

adicionados à primeira coluna e foram realizadas diluições sucessivas com caldo Muller 

Hinton (MHB) e no outras colunas foram adicionados 50 µL do meio MHB, em 

sequência o inóculo das bactérias K. pneumoniae, S. aureus, E. faecalis e E. coli. 

Anteriormente, as cepas eram mantidas a 37 ºC durante a noite e, em seguida, 

ajustadas com água destilada estéril a uma densidade óptica de 625 nm com 

absorbância entre 0,08 a 0,1 (0,5 McFarland; 107 - 108 UFC / mL). 

Em seguida, a placa de 96 poços foi incubada a 37ºC por 24 h. Após este 

período, adicionou-se resazurina (indicador de viabilidade celular) a uma concentração 

de 0,0005 g / L em 3,5 mL de água destilada estéril. Após o período de 2-4 h, os poços 

foram observados em azul, indicando a concentração inibitória mínima (CIM) da 

prodigiosina. 

 

 

3. Resultados e discussão 

 

3.1 Produção de pigmento por Serratia marcescens em fermentação em estado 

sólido  

  Vários meios diferenciais e seletivos têm sido usados para o crescimento de 

micro-organismos produtores de prodigiosina (ARULDASS et al., 2014; LAPENDA et 

al., 2015). No entanto, devido ao elevado custo dos meios convencionais sintéticos, 

existe a necessidade de formular um meio econômico que permita a biossíntese deste 

pigmento a nível industrial. Neste sentido, o uso de produtos e subprodutos 

agroindustriais fornece uma alternativa viável para reduzir substancialmente os custos 

dos substratos (ARAÚJO et al., 2010; KURBANOGLU et al., 2015; ELKENAWY et al., 

2017; MONTERO-RODRÍGUEZ et al., 2018). Além disso, a FES constitui uma 

tecnologia alternativa à produção de prodigiosina por fermentação submersa, que 
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apresenta algumas desevantagens econômicas e operacionais, mas ainda são poucas 

as pesquisas envolvendo a produção deste pigmento por FES (Xu et al., 2011; 

Arivizhivendhan et al., 2015; Xia et al., 2016). 

Neste contexto, diferentes substratos agroindustriais foram investigados no 

presente estudo para a produção de biomassa e de pigmento vermelho por FES. Como 

se mostra na Tabela 1, se comprovou o crecimento da bactéria em todos os substratos 

avaliados. No entanto, a maior produção de biomassa se constatou no farelo de trigo 

(219,62 g/kg de substrato seco) e resíduo de macarrão instantâneo (308,80 g/kg de 

substrato seco). De acordo com a composição elementar dos substratos, apresentada 

na Tabela 2, a relação C/N no farelo de trigo é 15,6 enquanto que no resíduo de 

macarrão instantâneo 25,1, o que justifica o maior rendimento de biomassa.  

 

Tabela 1. Rendimento de biomassa e pigmento produzido por Serratia marcescens 

UCP 1549 por fermentação em estado sólido em meios contendo substratos 

agroindustriais. 

Substratos 
Biomassa 

(g/kg de substrato seco) 

Pigmento vermelho 
(g/kg de substrato 

seco) 
Farelo de trigo 219,62 119,80 

Bagaço de cana-de-açucar 18,91 17,98 
Resíduo de macarrão 

instantâneo 
308,80 66,20 

Casca de tangerina 29,80 22,10 
Casca de abacaxi 24,80 18,57 
Coroa de abacaxi 39,80 31,47 

 

Contudo, o maior rendimento de pigmento vermelho (119,80 g/kg substrato 

seco) foi constatado no meio contendo farelo de trigo. Então, uma menor relação C/N 

favoreceu uma maior produção de prodigiosina. Segundo Stankovic et al. (2014) a 

fonte de C, o tipo de fonte de N e a relação entre C/N influenciam na produção de 

prodigiosina. O rendimento de pigmento vermelho obtido neste trabalho foi superior aos 

reportados previamente usando FES, segundo demonstrado na Tabela 3. 
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Tabela 2. Composição elementar dos substratos agroindustriais utilizados na 

fermentação em estado sólido para a produção de prodigiosina por Serratia 

marcescens UCP 1549. 

Substratos 
Composição elementar (%) 

Carbono 
(C) 

Hidrogênio 
(H) 

Nitrogênio 
(N) 

Enxofre 
(E) 

Farelo de trigo 38,27 7,50 2,45 0,18 

Bagaço de cana-de-
açucar 37,28 4,76 0,59 0,08 

Resíduo de macarrão 
instantâneo 

44,73          7,72           1,78         0,11 

Casca de tangerina 34,68 7,52 1,27 0,10 

Casca de abacaxi 34,48 7,75 0,91 0,10 

Coroa de abacaxi 37,52 6,80 1,35 0,05 

 

Tabela 3. Produção de prodigiosina por Serratia marcescens utilizando diferentes 

substratos em fermentação em estado sólido. 

Micro-
organismo 

Substrato 

 
Tempo de 
incubação 

(h) 

Rendimento de 
prodigiosina 

(g/kg substrato 
seco) 

 
Referência 

S. marcescens 
Resíduos de 

cozinha e casca 
de arroz 

 
60 4,16 

Xu et al. 
(2011) 

S. marcescens 
Flambagem de 

curtume 
96 70,40 

Arivizhivenha 
et al. (2015) 

S. marcescens 
Xd-1 

Glicerol e 
peptona de soja 
(bagaço como 
suporte inerte) 

 
 

48 
 

40,68 
Xia et al. 
(2016) 

S. marcescens Farelo de trigo 
 

48 
47,5 

Luti et al. 
(2018) 

S. marcescens 

UCP 1549 

Bagaço de cana-
de-açucar 
(solução 

umedecedora 

 
 
 

288  

11,53 

 
Montero-

Rodríguez et 
al. (2018) 
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contendo sais e 
3% OSPF) 

 

S. marcescens 

UCP 1549 

Bagaço de cana-
de-açucar e 

farelo de trigo 
(solução 

umedecedora 
contendo sais e 

3% OSPF) 

 
 
 

 288 
 

15,35 

 
Montero-

Rodríguez et 
al. (2018) 

S. marcescens 

UCP 1549 

Farelo de trigo 
(solução 

umedecedora 
contendo sais e 

5% OSPF) 

 
 

 120 
 

119,80 
 

Presente 
trabalho 

 

3.2 Identificação do pigmento vermelho produzido por Serratia marcescens sob 

fermentação em estado sólido (FES) 

 

Os pigmentos extraídos foram submetidos à espectrofotometria UV-Vis, e 

apenas no pigmento produzido em farelo de trigo foi constatado o pico máximo de 

absorbância a 535 nm, confirmando a presença de prodigiosina (Figura 1) em seguida 

os pigmentos extraídos a partir dos meios contendo os substratos agroindustriais foram 

solubilizados em etanol 95% (Figura 2) (PATIL et al., 2011; SURYAWANSHI et al., 

2014). 

Além disso, o pigmento vermelho produzido por S. marcescens UCP 1549 foi 

analisado por CCD e se determinou o Rf =0.9, indicando a presença de prodigiosina, 

em concordância com o reportado previamente por Araújo et al. (2010), Priya et al. 

(2013) e Phatake & Dharmadhikari (2016).  

Por outro lado, a Figura 3 mostra o espectro de absorção do pigmento vermelho 

após ser analisado por espectroscopia de infravermelho ATR, que apresentou bandas 

de absorção muito fortes a 2922,70 cm-1 (C-H aromático), referente ao grupo metileno 

e pirrol e 1014,71 cm-1. Na região da impressão digital (fingerprint) do pigmento se 

caracterizou por bandas de intensidade media: 1707,36 cm-1 (C=O). A ampla banda de 

absorção de NH foi evidente a 3288,96 cm-1, correspondente ao grupo amida. Do 

espectro, os principais grupos funcionais que resultaram em pigmentos vermelhos 
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foram pirrol, metileno, como demostrado na literatura (Patil et al., 2011; Aruldass et al., 

2014).  

 

Figura 1. Espectro de absorbância dos pigmentos bruto extraídos de S. marcescens 

UCP 1549 cultivada nos meios contendo os substratos agroindustriais: (A) farelo de 

trigo, (B) bagaço de cana-de-açúcar, (C) resíduo de macarrão instantâneo, (D) casca 

de tangerina, (E) casca de abacaxi, (F) coroa de abacaxi. 

 

 
 

Figura 2. Solubilização em etanol 95% dos pigmentos extraídos a partir dos meios 

contendo os substratos agroindustriais: (A) farelo de trigo, (B) bagaço de cana-de-

açúcar, (C) resíduo de macarrão instantâneo, (D) casca tangerina, (E) casca de 

abacaxi e (F) coroa de abacaxi. 
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Figura 3. Espectro de infravermelho do pigmento produzido por Serratia marcescens 

UCP 1549 em fermentação em estado sólido. 
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3.3 Estabilidade relativa da prodigiosina  
 

O potencial de aplicação da prodigiosina nas diversas áreas industriais depende 

da estabilidade relativa frente a condições variáveis ou extremas de temperatura, pH e 

salinidade e UV (Velmurugan et al., 2011).  

Neste sentido, a Figura 4 ilustra os efeitos da temperatura, pH e concentração 

de NaCl no espectro de absorbância da prodigiosina produzida por S. marcescens UCP 

1549. A prodigiosina extraída foi submetida a vários tratamentos físico-químicos e os 

resultados são apresentados na Figura 4. 

Segundo ficou evidenciado, a prodigiosina demostrou estabilidade quando foi 

submetida a diferentes valores de temperatura e salinidade, e à luz UV. No entanto, no 

caso do pH, apresentou menor estabilidade em condições alcalinas (pH 10-14), onde 

houve uma mudança de cor de rosa para amarelo, e por consequência, uma 

diminuição da absorbância a 535 nm. Estes resultados corroboraram o obtido 

previamente no teste presuntivo, onde em pH básico também se verificou uma 
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mudança de cor do extrato etanólico do pigmento vermelho, confirmando a presença 

da prodigiosina. Yuang et al. (2005) obtiveram resultados similares quando verificaram 

a estabilidade da prodigiosina produzida por Pseudomonas sp. em pH 2 e 5, enquanto 

o pigmento apresentou instabilidade em condições alcalinas. 

Figura 4. Estabilidade da prodigiosina produzida por Serratia marcescens UCP 1549 

em diferentes valores de temperatura, salinidade e pH. 

            

A estabilidade dos pigmentos de origem natural como a prodigiosina produzida 

por S. marcescens UCP 1549, confirma seu potencial de aplicação como alternativa 

aos corantes sintéticos, em diversos processos industriais, onde geralmente são 

submetidos a condições adversas, como elevada temperatura e pH ácido. 
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3.4 Toxicidade da prodigiosina 

 

O uso de plantas em testes de toxicidade oferece várias vantagens, entre elas 

baixo custo de manutenção e resultados rápidos, com uma avaliação de benefício 

especial dos potenciais compostos ecotóxicos em ambientes terrestres (Farré & 

Barceló, 2003; Priac et al., 2007). Neste estudo, o índice de germinação (IG), que 

combina medidas de germinação relativa das sementes e alongamento relativo das 

raízes (Santos et al., 2018; Pele et al., 2019), foi utilizado para avaliar o efeito fitotóxico 

da prodigiosina produzida por S marcescens UCP 1549 em sementes de repolho 

(Brassica oleracea), alface (Lactuca sativa), cebola (Allium cepa) e pepino (Cucumis 

sativus) (Tabela 4). 

Considerando que um valor GI de 80% é comumente usado como um indicador 

da ausência de fitotoxicidade (Boutin et al., 2010), os resultados obtidos no presente 

estudo indicam que as concentrações testadas de prodigiosina não tiveram efeito 

inibitório sobre a alongamento das raízes ou na germinação de sementes na maioria 

dos vegetais analisados. Somente a concentração de prodigiosina a 1% apresentou 

diminuição na taxa de germinação da alface (67,9%). Curiosamente, nas demais 

espécies de plantas testadas, houve crescimento de raízes secundárias abundantes, 

principalmente repolho, com valores de IG acima de 200%. Até onde sabemos, este é o 

primeiro estudo que contém efeito fitotóxico da prodigiosina produzida por S. 

marcescens, indicando que é um composto não tóxico. 

 

Tabela 4. Avaliação da fitoxicidade da prodigiosina produzida por Serratia marcescens 

UCP 1549 em fermentação em estado sólido para sementes de repolho (Brassica 

oleracea), alface (Lactuca sativa), cebola (Allium cepa) e pepino (Cucumis sativus) nas 

concentrações de 0.1, 0.5 e 1 %. 

 Índice de 
germinação (%) 

Concentração de prodigiosina (%) 
0,1 0,5 1 

Pepino 120,5 97,3 97,3 

Alface 108,0 80,8 67,9 

Repolho 250,0 250,0 217,5 

Cebola 80,0 160,0 139,9 
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Além disso, a Figura 5 mostra os resultados do teste de toxicidade envolvendo 

microcrustáceos de A. salina. Todas as concentrações de prodigiosina testadas 

demonstraram toxicidade muito baixa para A. salina após 24 h de exposição. Os 

valores de CL50 não foram calculados devido ao baixo percentual de mortalidade 

(menos de 50%). Por exemplo, 82,3% dos microcrustáceos permaneceram vivos a uma 

concentração de 100 mg / l, enquanto que em concentrações mais baixas (0,1-10 mg / 

l) mais de 90% permaneceram vivos, demonstraram o baixo grau de toxicidade da 

prodigiosina. O controle (contendo apenas água do mar e A. salina) indicou que as 

larvas não foram afetadas, validando as condições do experimento. Segundo 

Cavalcante et al. (2000), ensaios de letalidade permitem avaliar a toxicidade geral e, 

portanto, devem ser considerados essenciais para testes preliminares envolvendo o 

estudo de compostos com potencial atividade biológica. 

 

Figura 5. Índice de mortalidade de Artemia salina após 24 h de incubação em amostras 

de água salina contendo prodigiosina produzida por S. marcescens UCP 1549. 

 

                               

            

3.5 Atividade antimicrobiana da prodigiosina 

 

No presente estudo, a atividade antimicrobiana da prodigiosina produzida por S. 

marcescens UCP 1549 foi avaliada em diferentes cepas bacterianas e a Tabela 5 

mostra os valores de MIC obtidos para cada uma. 

 



 
Santos, R.A. Produção de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 .................. 
 

 

 

 

74 

Tabela 5. Concentrações inibitórias mínimas (MIC) da prodigiosina produzida por S. 

marcescens UCP 1549 contra diferentes estirpes bacterianas testadas. 

 

 Microorganismos MIC (ug/ml) 

Klebsiella pneumoniae (UCP 1574) 245.760 

Staphylococus aureus (UCP 1576) 15.360 

Enterococcus faecalis (UCP 1577) 30.720 

Escherichia coli (UCP 1578) 983.040 

  

Vários estudos relatam a atividade antimicrobiana da prodigiosina produzida por 

S. marcescens contra Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Enterococcus faecalis, 

Gallionella sp., B. subtilis e B. pumilus (Gulani et al., 2012; Stankovic et al., 2014; 

Herráez et al., 2019). 

Diferentes estudos relataram efeito inibitório da prodigiosina em E. coli. O valor 

de MIC da prodigiosina para E. coli MG1655 foi determinado como sendo 103,4 ± 6,3 

mg / L (Danevčič et al., 2016), que é moderado em comparação com alguns outros 

agentes antimicrobianos conhecidos de E. coli (Sulavik et al., 2001) . Por outro lado, 

vários estudos não mostraram efeito da prodigiosina nas células de E. coli (Lapenda et 

al., 2015). Como o mecanismo de ação da prodigiosina sobre E. coli não é conhecido, 

é difícil conciliar os dados conflitantes da ação antibacteriana da prodigiosina. 

 

 

4. Conclusões 

 

O presente estudo investigou a FES utilizando a bactéria S. marcescens como 

uma tecnologia sustentável e promissora na conversão de substratos agroindustriais 

que provavelmente terão um baixo custo na produção de prodigiosina. Esse 

biocomposto demonstrou baixa toxicidade, estabilidade e propriedades antimicrobianas 

de alto valor agregado, com aplicabilidade industrial, minimizando o impacto ambiental. 

Resaltando que esse é o primeiro estudo de toxidade para sementes de plantas e 

estabilidade da prodigiosina. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

• Serratia marcescens UCP 1549 demonstrou habilidade para produção de 

prodigiosina por fermentação em estado sólido utilizando farelo de trigo.  

• O pigmento produzido foi identificado como prodigiosina por espectrofotometria 

UV-Vis, CCD e FTIR. 

• A prodigiosina produzida não mostrou toxidade para Artemia salina e sementes 

de repolho (Brassica oleracea), alface (Lactuca sativa), cebola (Allium cepa) e 

pepino (Cucumis sativus) nas concentrações de 0.1, 0.5 e 1 %. 

• A prodigiosina produzida demonstrou estabilidade em diferentes valores de pH, 

temperatura e concentração de NaCl. 

• A prodigiosina adquida demonstrou ação inibitória (MIC) contra as cepas das 

bactérias Klebsiella pneumoniae (UCP 1574), Staphylococus aureus (UCP 1576) 

e Enterococcus faecalis (UCP 1577). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
Santos, R.A. Produção de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 .................. 
 

 

 

 

83 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANEXOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



 
Santos, R.A. Produção de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 .................. 
 

 

 

 

84 

Artigo submetido à Revista Environmental Technology 

 (Qualis A2) 

Enhanced production of prodigiosin by Serratia marcescens UCP 1549 using 

agrifoods substrates in solid-state fermentation 

Renata Andreia dos Santos 1,2, Dayana Montero Rodríguez 2,3, Lucas Albuquerque 

Rosendo da Silva 2,4, Sérgio Mendonça de Almeida 2,5, Galba M. Campos-Takaki 2,*, 

Marcos Antônio Barbosa de Lima 2,6 

1Post-graduation Program in Development of Environmental Processes, Catholic University of 

Pernambuco, 50500-900, Recife-PE, Brazil; 

2Nucleus of Research in Environmental Sciences and Biotechnology, Catholic University of 

Pernambuco, 50050-590, Recife-PE, Brazil; 

3National Post-Doctorate Program (PNPD-CAPES), Post-Graduation Program in Development 

of Environmental Processes, Catholic University of Pernambuco, 50500-900, Recife-PE, Brazil; 

4Graduate Program in Chemical Engineering, Catholic University of Pernambuco, 50500-900, 

Recife-PE, Brazil; 

5Department of Biology, Catholic University of Pernambuco, 50500-900, Recife-PE, Brazil; 

6Laboratory of Agricultural and Environmental Microbiology, Department of Biology, Federal 

Rural University of Pernambuco, 52171-900, Recife-PE, Brazil. 

ORCiDs: 

Renata Andreia dos Santos https://orcid.org/0000-0002-5964-229X  

Dayana Montero Rodríguez https://orcid.org/0000-0001-8954-7309   

Galba Maria Campos-Takaki https://orcid.org/0000-0002-0519-0849  

Sérgio Mendonça de Almeida https://orcid.org/0000-0002-1336-6525  

Marcos Antônio Barbosa de Lima https://orcid.org/0000-0001-5987-224X  

*Corresponding author: G.M.C.T. Nucleus of Research in Environmental Sciences and 

Biotechnology, Catholic University of Pernambuco, Recife-PE, Brazil. e-mail: 

https://orcid.org/0000-0002-5964-229X
https://orcid.org/0000-0001-8954-7309
https://orcid.org/0000-0002-0519-0849
https://orcid.org/0000-0002-1336-6525
https://orcid.org/0000-0001-5987-224X


 
Santos, R.A. Produção de prodigiosina por Serratia marcescens UCP 1549 .................. 
 

 

 

 

85 

galba_takaki@yahoo.com.br Phone: +55-81-21194044; Fax: +55-81-21194043. 

 

Abstract 

Prodigiosin is a natural red pigment produced mainly by the bacterium Serratia marcescens, 

which is a promising pharmaceutical compound due to its antimicrobial, immunosuppressive 

and antiproliferative properties. However, its industrial marketing is still limited due to the high 

cost of production associated with low productivity. In this sense, this work aimed to investigate 

the production of prodigiosin by S. marcescens UCP 1549 in solid-state fermentation (SSF), as a 

sustainable alternative that allows minimizing the production costs and environmental impact. 

Thus, different agro-industrial substrates were used in the formulation of the prodigiosin 

production medium by SSF, obtaining the maximum yield of red pigment (119.8 g/kg dry 

substrate) in medium consisting of 5 g wheat bran and impregnating solution containing salts 

(KH2PO4, K2HPO4, MgSO4.7H2O and (NH4)2SO4) and 5% waste soybean oil. The pigment was 

confirmed as prodigiosin by the maximum absorbance peak at 535 nm, Rf 0.9 in TLC and the 

functional groups identified by infrared spectrum (FTIR). Prodigiosin showed stability at 

different values of temperature, pH and NaCl concentrations, confirming its potential 

application in various industrial areas. Moreover, the pigment showed no phytotoxic effects to 

seeds of cabbage (Brassica oleracea), lettuce (Lactuca sativa), onion (Allium cepa) and 

cucumber (Cucumis sativus) and not show any toxicity to the microcrustacean Artemia salina in 

different concentrations. In addition, prodigiosin demonstrated antimicrobial properties. These 

results confirm the applicability of SSF as a sustainable and promising technology for the 

production of prodigiosin, making the bioprocess economic and competitive for industrial 

purposes.  

Keywords: Serratia marcescens; static fermentation; pigment; wheat bran. 

 

1. Introduction 

Worldwide demand for microbial pigments has increased in recent years due to the 

biotechnological potential of applying these biomolecules in several industries, in addition to its 

mailto:galba_takaki@yahoo.com.br
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advantages, when compared to the synthetic origin (Venil et al., 2014; Kumar et al., 2015; 

Varjani & Upasani, 2017; Mishra et al., 2019; Haddix, Shanks, 2020). In this context, 

prodigiosin is a natural red pigment, produced mainly by the Gram-negative bacteria Serratia 

marcescens, which has aroused great interest due to its wide potential, as an antimicrobial, 

antimalarial, immunosuppressive and antitumor agent (Elkenawy et al., 2017; Li et al., 2018; 

Yip et al., 2019).  

Despite of their promising properties, the large-scale production of prodigiosin is still limited 

due to the high cost of production, associated with low yield and use of expensive substrates. 

Cheap agro-industrial byproducts and wastes have been used as alternative substrates to 

guarantee a profitable process of pigment production (Aruldas et al., 2014; Xia et al., 2016; 

Abraham & Chauhan, 2018).  Particularly in Brazil, S. marcescens UCP 1549, a bacterium 

isolated from the semiarid region of the state of Pernambuco, has shown excellent potential to 

produce prodigiosin, as demonstrated in the literature (Araújo et al., 2010; Lapenda et al., 2014; 

Montero-Rodríguez et al., 2016; 2018). However, the search for new strategies is justified, in 

order to increase productivity and reduce costs. 

In this sense, another strategy that have gained researchers’ attention in order to obtain cost-

effective industrial bioprocess is solid-state fermentation (SSF). This is a promising technology 

that has many advantages over traditional submerged fermentation, including higher production 

yield, more effectiveness, more eco-friendly and easy recovery of product (Soccol et al., 2017; 

Costa et al., 2018; Sala et al., 2019). However, few studies have been carried out for the 

production of prodigiosin through SSF (Xu et al., 2011; Arivizhivendhan et al., 2015; Xia et al., 

2016). Thus, the aim of this study was to evaluate the production of prodigiosin by S. 

marcescens UCP in 1549 by SSF using different agro-industrial substrates. In addition, the 

stability, toxicity and antimicrobial action of the pigment were investigated. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Microorganism  

S. marcescens UCP 1549, originally isolated from semi-arid soil, was previously identified 

by morphological and molecular methodologies described by Araujo et al. (2017). The strain 
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was kindly provided by the Culture Collection of the Catholic University of Pernambuco, 

Recife, Brazil, and it was registered in the World Federation for Culture Collections (WFCC). 

The bacterium was maintained in Luria Bertani (LB) solid medium (tryptone 10 g/L, yeast 

extract 5 g/L, NaCl 10 g/L and agar 15 g/L) at 5°C.  

2.2 Agro-industrial substrates 

Six agro-industrial substrates were used in formulation of production media: wheat bran 

(WB), sugarcane bagasse (SCB), instant noodle waste (INW), tangerine peels (TP), pineapple 

peels (PAP) and pineapple crown (PAC). SCB was kindly donated by Usina Japungu, Santa 

Rita-PB, Brazil, INW was kindly provided by the instant noodle industry, and WB, tangerines 

and pineapples were bought at a local market in city of Recife-PE, Brazil.  

WB and INW did not receive any kind of pre-treatment. SCB was initially maintained at -4°C 

until it use, then it was thawed at room temperature, oven-dried at 70°C for 24 h and ground in 

a blender. Pineapples and tangerines were washed and the wastes were separated from the 

edible pulps, oven dried at 70°C for 72 h and ground in a blender. Then, all substrates were 

sieved and the fraction used was either that retained between 16 and 32 mesh sieves (opening of 

1.0 and 0.5 mm, respectively). In addition, it was used waste soybean oil (WSO), kindly 

supplied by a local restaurant in the city of Recife (Pernambuco, Brazil). 

2.3 Preparation of inoculum  

 

Stored culture of S. marcescens was transferred first to LB medium and incubated for 18 h 

at 28ºC. Then, two colonies were transferred to 50 mL of LB broth and incubated at 28ºC and 

150 rpm in an orbital shaker. Once the optical density at 600 nm reached 0.8-1.0, this culture 

was used as inoculum. 

 

2.4 Solid-state fermentation 

 

SSF was carried out in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 5 g of each dry solid substrate 

separately. The flasks were autoclaved at 121°C for 15 min and then, corresponding amount of 

impregnating solution inoculated with seed culture at 5 % was mixed into solid substrates. The 

amount of impregnating solution for each dry substrate was defined as described by Camilios-
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Neto et al. (2011). The impregnating solution itself contained KH2PO4 3 g/L, K2HPO4 7 g/L, 

MgSO4.7H2O 0.2 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L and 5% WSO according to Montero-Rodríguez et al. 

(2018). The inoculated flasks were incubated at 28°C for 120 h, under static conditions. 

2.5 Extraction and quantification of biomass produced by SSF 

After the fermentation period, 50 mL of distilled water was added to each Erlenmeyer flask 

and contents were agitated for 1 h at 200 rpm and 30°C on an orbital shaker. Then, the 

suspensions were filtered using cheesecloths and the liquid excess was squeezed out manually 

(Nalini and Parthasarathi, 2014). This procedure was carried out three times and the extracts 

were collected and centrifuged for 20 min at 10000 g. The pellets obtained were separated from 

the supernatants and washed three times with distilled water by centrifugation for 20 min at 

10000 g. Followed, the biomasses were frozen, subjected to lyophilisation and quantified by 

gravimetry (Montero-Rodríguez et al., 2018). 

2.6 Extraction and quantification of pigment 

 

The pigments produced were extracted from the lyophilized biomasses using the method used 

by Araújo et al. (2010) with modifications. Briefly, 1 g of biomass was subjected to solvents 

system chloroform: methanol of increasing polarity (2:1, 1:1 and 1:2, v/v) and pigment was 

evaporated to dryness and quantified by dry weight. Every step of extraction and the storage of 

pigment were carried out in the dark. 

2.7 Characterization and identification of pigment 

 

Preliminary identification of the crude pigment was performed after solubilization of the 

pigment in 95% ethanol and analysis by UV-Vis spectrophotometry, and the absorbance was 

determined in the range 400-700 nm. Prodigiosin production was confirmed by the presence of 

a maximum absorbance peak at 535 nm (Araújo et al., 2010).  

Subsequently, the red pigment was solubilized in 3 mL of methanol and subjected to 

purification by column exclusion chromatography (column 22 x 1 cm) filled with Sephadex 

LH-20 (activated at 800 ° C for 1 h), as absorbent. The elution process was carried out by the 

solvent system chloroform: methanol (1:1, v/v) and then modified to chloroform: methanol: 
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acetone (4:2:3, v/v), to the maximum removal of impurities (Lapenda et al., 2014). The red 

fraction was collected and subjected to thin layer chromatography (TLC). For this, the sample 

as applied to an aluminum foil sheet covered with silica gel and placed in glass cube containing 

the mixture chloroform–methanol (9:1, v/v) as mobile phase (Araújo et al., 2010; Priya et al., 

2013). The retention factor (Rf) was calculated according to the formula Rf: distance travelled 

by the compound/ distance travelled by the solvent front and then, it was compared to the 

standard prodigiosin Rf referred in the literature (Krishna et al., 2011; Lapenda et al., 2015).  

The extracted pigment was submitted to Fourier transform infrared (FT-IR) spectroscopic 

analysis on the Shimadzu equipment, IR-TRACER 100, using an attenuated total reflection 

(ATR) accessory consisting of a mixed “diamond/ZnSe” crystal. The peaks obtained were 

compared with the literature to confirm the presence of prodigiosin. 

2.8 Pigment stability 

The stability of the pigment produced by S. marcescens was investigated following the 

methodology proposed by Perumal et al. (2009) and Velmurugan et al. (2011), with 

modifications. Briefly, glass test tubes containing 10 mL of the bacterial pigment were 

incubated independently at different temperatures (0, 10, 50, 70 and 100ºC) for 10 min. After 

cooling to room temperature, absorbance was measured using a UV–visible spectrophotometer 

and percent stability was calculated. Another set of tubes containing 10 mL of the ethanolic 

extract was adjusted to pH 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14, homogenized for 10 min and the absorbance 

measured. In addition, test tubes containing 10 mL of extract were amended with 0.1%, 0.2%, 

0.5%, 1% and 5% (v/v) salt solution (NaCl) and kept at rest for 1 h to determine stability. 

Stability (%E) was calculated according to Formula 1:  

%𝐸 = 𝐴1 𝑥 100𝐴0  

where A0 is pigment absorbance before treatment and A1 is absorbance after treatment. 

Absorbance of the pigment was measured spectrophotometrically at 535 nm.  

2.9 Toxicity of prodigiosin 

The phytotoxicity of prodigiosin produced by S. marcescens were investigated for seeds of 
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cabbage (Brassica oleracea), lettuce (Lactuca sativa), onion (Allium cepa) and cucumber 

(Cucumis sativus). The test is based on the determination of three variables: the percentage of 

seed germination (SG%), the percentage of root growth (RG%) and the percentage of the 

germination index (IG%), according to Tiquia et al. (1996). Initially the seeds were washed with 

sterile distilled water and disinfected in a 1% sodium hypochlorite solution and again washed to 

remove excess hypochlorite. Then, ten seeds from each plant were transferred separately to 

sterile Petri dishes containing Whatman no. 1 filter paper moistened with prodigiosin solutions 

of concentrations of 0.1, 0.5 and 1%, and incubated at 28ºC for 120 h. the experiment was 

carried out in triplicate and after the incubation period, SG%, RG% and GI% were determined. 

In addition, toxicity test using Artemia salina microcrustacean was carried out in three stages: 

incubation, exposure to the substance and counting the number of live and dead nauplii after 

exposure to the compound in 48 h (ABNT, 2016). Initially, A. salina eggs were transferred to a 

container with 100 mL of marine solution and incubated at 30ºC for 48 h. After this period when 

the larvae of A. salina hatched, 20 nauplii were transferred to 20 mL volume flasks, containing a 

solution of prodigiosin in concentrations of 0.01, 0.1, 1, 10 and 100 mg/l, and incubated at 25 ºC 

for 48 h. The bioassay was based only on the percentage of dead organisms in relation to the 

total number (20 larvae) in 5 ml of an aqueous solution containing synthetic marine salt (33.3 

g/l) and 5 ml of the different concentrations of prodigiosin samples. After 48 h of incubation, the 

surviving organisms were quantified and the 50% lethal concentration (LC50) of the samples was 

determined (Mc Laughlin et al., 1985; Jan & Khan, 2016). The analyzes were performed in 

duplicates. 

2.10 Antimicrobial activity  

 

Antimicrobial activity of prodigiosin was determined to quantify the growth inhibition of 

bacterial strains: Klebsiella pneumoniae (UCP 1574), Staphylococcus aureus (UCP 1576), 

Enterococcus faecalis (UCP 1577) and Escherichia coli (UCP 1578), according to the M07-A6 

standard from CLSI. The tests were carried out according to the microdilution method in 96-

well plates (Elshikh et al., 2016).  

The strains were seeded in microdilution in the 96-well plates, where 100 ul of the 

prodigiosin solution with a final concentration of 0.0115 g/mL was added to the first column and 
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successive dilutions were made with Muller Hinton broth (MHB) and in the other columns 50 µl 

of the MHB medium was added, in sequence the inoculum of the bacteria K. pneumoniae, S. 

aureus, E. faecalis and E. coli was added. Previously, the strains were kept at 37 ºC overnight, 

and then adjusted with sterile distilled water to an optical density of 625 nm with absorbance 

between 0.08 to 0.1 (0.5 McFarland; 107 - 108 CFU/mL). 

Then the 96-well plate was incubated at 37ºC for 24 h. After this period, resazurin (indicator 

of cell viability) was added at a concentration of 0.0005 g/L in 3.5 mL of sterile distilled water. 

After the period of 2-4 h the wells were observed in blue, indicating the minimum inhibitory 

concentration (MIC) of prodigiosin. 

 

3. Results and Discussion 

3.1 Production of pigment by Serratia marcescens in solid-state fermentation 

Various differential and selective media have been used for growth of prodigiosin-producing 

microorganism (Borić et al., 2011; Lapenda et al., 2015; Rakh et al., 2017). However, due to the 

high cost of synthetic components, there is a need to design new and inexpensive medium to 

enhance the biosynthesis of this pigment. In this sense, the use of agro-industrial substrates 

would provide a profitable alternative to reducing production costs of prodigiosin. Several 

agricultural products and byproducts such as corn steep liquor, cassava wastewater, pineapple 

waste and peanut oil cake have been successfully utilized for its production (Giri et al., 2004; 

Araújo et al., 2010; Naik et al., 2012; Mishra et al., 2019). In addition, SSF is an alternative 

technology to the production of prodigiosin by submerged fermentation, which has some 

economic and operational disadvantages, but there are still little researches involving the 

production of this pigment by SSF (Xu et al., 2011; Arivizhivendhan et al., 2015; Xia et al., 

2016). 

In this context, different agro-industrial substrates were investigated in the present study for 

the production of biomass and red pigment by SSF. As shown in Table 1, the growth of the 

bacteria in all evaluated substrates was verified. However, the highest biomass production was 

found in WB (219.62 g/kg dry substrate) and INW (308.80 g/kg dry substrate). According to the 

elemental composition of the substrates, shown in Table 2, the C/N ratio in WB is 15.6 while in 
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INW is 25.1, which justifies the higher biomass yield, when compared with the other substrates. 

Table 1. Yield of biomass and pigment produced by Serratia marcescens UCP 1549 by 

solid-state fermentation in media containing agro-industrial substrates. 

Substrates 
Biomas 

(g/kg dry substrate) 

Pigment  

(g/kg dry substrate) 

Wheat bran 219.62 119.80 

Sugarcane bagasse 18.91 17.98 

Instant noodle waste 308.80 66.20 

Tangerine peels 29.80 22.10 

Pineapple peels 24.80 18.57 

Pineapple crown 39.80 31.47 

 

Table 2. Elemental composition of agro-industrial substrates used in solid-state 

fermentation for pigment production by Serratia marcescens UCP 1549. 

 

Substrates 

Elemental composition (%) 

  Carbon Hydrogen Nitrogen Sulfur 

Wheat bran 38.27 7.50 2.45 0.18 

Sugarcane bagasse 37.28 4.76 0.59 0.08 

Instant noodle waste 44.73 7.72 1.78 0.11 

Tangerine peels 34.68 7.52 1.27 0.10 

Pineapple peels 34.48 7.75 0.91 0.10 

Pineapple crown 37.52 6.80 1.35 0.05 

 

 

However, the highest pigment yield (119.80 g/kg dry substrate) was found in the medium 

containing WB. According to Stankovic et al. (2014) the source of C, the type of source of N 

and the relationship between C/N influence the production of prodigiosin. The red pigment yield 
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obtained in this work was higher than those previously reported using SSF, as shown in Table 3. 

3.2 Identification of pigment produced by S. marcescens UCP 1549 in SSF 

 

The extracted pigments were subjected to UV-Vis spectrophotometry, and only in the 

pigment produced in WB was verified the maximum absorbance peak at 535 nm, confirming the 

presence of prodigiosin (Figure 1) (Patil et al., 2011; Suryawanshi et al., 2014). In addition, the 

red pigment produced by S. marcescens UCP 1549 was analyzed by TLC and the Rf = 0.9 was 

determined, indicating the presence of prodigiosin, in agreement with previous report of Araújo 

et al. (2010), Priya et al. (2013) and Phatake & Dharmadhikari (2016). 

On the other hand, Figure 2 shows the absorption spectrum of the red pigment after being 

analyzed by ATR-FTIR spectroscopy, which showed very strong absorption bands at 2922.70 

cm-1 (aromatic C-H) and 1014.71 cm-1. In the fingerprint region of the pigment, it was 

characterized by bands of medium intensity: 1707.36 cm-1 (C=O). The wide NH absorption band 

was evident at 3288.96 cm-1. The spectrum obtained is similar to that of prodigiosin, as shown in 

the literature (Patil et al., 2011; Aruldass et al., 2014). 

Table 3. Comparison of prodigiosin production by Serratia marcescens in solid-state 

fermentation. 

Microorganism Substrates 
Incubation 

time (h) 

Yield of 

prodigiosin 

(g/kg dry 

solid) 

Reference 

S. marcescens 
Waste kitchen 

and rice husk 
60 4.16 

Xu et al. 

(2011) 

S. marcescens 
Tannery 

fleshing 
96 70.40 

Arivizhivenha 

et al. (2015) 

S. marcescens 

Xd-1 

Glycerol and 

soy peptone 

(bagasse as 

inertial 

matrix) 

48 

 
40.68 

Xia et al. 

(2016) 

S. marcescens WB 48 47.5 
Luti et al. 
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(2018) 

S. marcescens 

UCP 1549 

SCB 

(impregnating 

salts solution 

containing 3% 

WSO) 

288 

 
11.53 

Montero-

Rodríguez et 

al. (2018) 

S. marcescens 

UCP 1549 

WB and SCB 

(impregnating 

salts solution 

containing 3% 

WSO) 

288 

 
15.35 

 

Montero-

Rodríguez et 

al. (2018) 

S. marcescens 

UCP 1549 

WB 

(impregnating 

salts solution 

containing 5% 

WSO) 

120 

 
119.80 Present study 

* WB: wheat bran; WSO: waste soybean oil; SCB: sugarcane bagasse 

 

 

Figure 1. Absorbance spectrum of pigments extracted from biomass of S. marcescens UCP 1549 

grown in media containing the agro-industrial substrates: (A) wheat bran, (B) sugarcane bagasse, 

(C) instant noodle waste, (D) tangerine peels, (E) pineapple peels, (F) pineapple crown. 
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Figure 2. Infrared spectrum of the pigment produced by S. marcescens UCP 1549 in solid-state 

fermentation. 
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3.3 Relative stability of prodigiosin 

The potential application of natural pigments in various industrial fields depends on the 

stability against variables or extreme conditions of temperature, pH and salinity (Velmurugan et 

al., 2011). In this sense, Figure 3 illustrates the effects of temperature, pH and NaCl 

concentration on the absorbance spectrum of prodigiosin produced by S. marcescens UCP 1549. 

As evidenced, prodigiosin showed stability when it was subjected to different values of 

temperature and salinity. However, in the case of pH, it showed less stability in alkaline 

conditions (pH 10-14), where there was a color change from pink to yellow, and consequently, a 

decrease in absorbance at 535 nm. Yuang et al. (2005) obtained similar results when they 

verified the stability of prodigiosin produced by Pseudomonas sp. at pH 2 and 5, while the 

pigment showed instability in alkaline conditions. The color change can be attributed to 

protonation/dissociation below/above the molecular dissociation constant of the pigment 

molecules. The presence/absence of color for a specific pigment is a function of pH due to 

ionization of aromatic—OH groups and tautomerism of —O(—) with =O. Changes in the 

relative proportions of dissociated/undissociated molecules (with respective colors) would 

produce the resulting coloration (Velmurugan et al., 2011). 
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Figure 3. Relative stability of prodigiosin produced by S. marcescens UCP 1549 at different 

values of temperature (A), pH (B) and salinity (C). 

 

The stability of pigments of natural origin such as the prodigiosin produced by S. 

marcescens UCP 1549, confirms their potential for application as an alternative to synthetic 

dyes, in several industrial processes, where they are generally subjected to adverse conditions, 

such as high temperature and acidic pH. 
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3.4 Toxicity of prodigiosin 

Use of plants in toxicity tests offers several advantages, among them low maintenance 

cost and rapid results, with a special benefit assessment of the potential eco-toxic compounds in 

terrestrial environments (Farré & Barceló, 2003; Priac et al., 2007). In this study, the germination 

index (GI), which combines measures of relative seed germination and relative root elongation 

(Santos et al., 2018; Pele et al., 2019), was used to evaluate the phytotoxic effect of prodigiosin 

produced by S. marcescens UCP 1549 on seeds of cabbage (Brassica oleracea), lettuce (Lactuca 

sativa), onion (Allium cepa) and cucumber (Cucumis sativus) (Table 4 ). 

Considering that a GI value of 80% is commonly used as an indicator of the absence of 

phytotoxicity (Boutin et al., 2010), the results obtained in the present study indicate that the 

tested concentrations of prodigiosin did not have an inhibitory effect on the elongation of the 

roots or in the germination of seeds in most of the analyzed vegetables. Only the 1% 

concentration of prodigiosin showed a decrease in the lettuce germination rate (67.9%). 

Interestingly, in the remaining plant species tested, there was the growth of abundant secondary 

roots, especially cabbage, with values of GI values above 200%. To our knowledge, this is the 

first study containing phytotoxic effect of prodigiosin produced by S. marcescens, indicating that 

is a nontoxic compound.  

Table 4 - Phytotoxicity of prodigiosin produced by S. marcescens UCP 1549 in solid-state 

fermentation for seeds of cabbage (Brassica oleracea), lettuce (Lactuca sativa), onion (Allium 

cepa) and cucumber (Cucumis sativus). 

 

Germination index (%) 
Prodigiosin concentration (%) 

0.1 0.5 1 

B. oleracea 250.0 250.0 217.5 

L. sativa 108.0 80.8 67.9 

A. cepa 80.0 160.0 139.9 

C. sativus 120.5 97.3 97.3 

 

In addition, Figure 4 displays the results of the toxicity test involving A. salina 

microcrustacean. All tested prodigiosin concentrations demonstrated very low toxicity to A. 
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salina after 24 h of exposure. LC50 values were not calculated due to the low percentage of 

mortality (less than 50%). For example, 82.3% of the microcrustaceans remained alive at a 

concentration of 100 mg/l, whereas at lower concentrations (0.1-10 mg/L) more than 90% 

remained alive, demonstrated the low degree of toxicity of the prodigiosin.  The control 

(containing only seawater and A. salina) indicated that the larvae were not affected, thereby 

validating the conditions of the experiment. According to Cavalcante et al. (2000), lethality 

assays allow the assessment of general toxicity and should therefore be considered essential to 

preliminary tests involving the study of compounds with potential biological activity. 

Figure 4. Mortality index of Artemia salina after 24 h of incubation in saline water samples 

containing prodigiosin produced by S. marcescens UCP 1549. 

 

 

 

3.5 Antimicrobial activity of prodigiosin 

In present study, the antimicrobial activity of prodigiosin produced by S. marcescens 

UCP 1549 was evaluated in different bacterial strains and Table 5 shows the MIC values 

obtained for each one. 

Several studies report the antimicrobial activity of prodigiosin produced by S. marcescens 

against Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Enterococcus faecalis, Gallionella sp., B. subtilis 

and B. pumilus (Gulani et al., 2012; Stankovic et al., 2014; Herráez et al., 2019).  
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Table 5. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of prodigiosin produced by S. 

marcescens UCP 1549 against different bacterial strain tested. 

 

Microorganisms MIC (ug/ml) 

Klebsiella pneumoniae (UCP 1574) 245.760 

Staphylococus aureus (UCP 1576) 15.360 

Enterococcus faecalis (UCP 1577) 30.720 

Escherichia coli (UCP 1578) 983.040 

 

Different studies reported inhibitory effect of prodigiosin on E. coli. The MIC value of 

prodigiosin for E. coli MG1655 was determined to be 103.4 ± 6.3 mg/L (Danevčič et al., 2016), 

which is moderate compared to some other known E. coli antimicrobial agents (Sulavik et al., 

2001). On the other hand, several studies showed no effect of prodigiosin on E. coli cells 

(Lapenda et al., 2015). Because the mechanism of prodigiosin´s action on E. coli is not known, 

the conflicting data of prodigiosin antibacterial action are difficult to reconcile. 

 

4. Conclusions 

Present study verified SSF as a sustainable and promising technology in the conversion by S. 

marcescens of low-cost agro-industrial substrates into prodigiosin, a non-toxic biocompound 

with antimicrobial properties, with high value and industrial applicability, while minimizing the 

reduction of environmental impact. 
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