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RESUMO

Os corantes naturais vém ganhando notoriedade pela tendéncia mundial
de consumo de produtos mais sustentaveis e saudaveis, além da possibilidade de
possuir propriedades biolégicas benéficas atribuidas a alguns desses pigmentos. Por
serem raros na natureza, as opg¢oes de pigmentos azuis naturais sdo escassas. Logo,
estudos de desenvolvimento de novos corantes azuis desta cor, especialmente os de
origem microbiana, tém sido fundamentais para auxiliar na ampliacdo das opcoes
disponiveis de pigmentos para aplicacdo industrial. Diante disso, este trabalho
investigou diferentes condicdes de obtencdo de corantes azulados a partir de
fermentacdo submersa microbiana. Um dos processos estudados foi a transformagéo
da biomassa de Fusarium oxysporum do vermelho para azul sob algumas condi¢des
(por exemplo, autoclavagem), algo ja relatado, mas cujo mecanismo de alteracdo de
cor ainda ndo é conhecido. O extrato acetoetilico da biomassa vermelha, cujo
componente majoritario foi o pigmento vermelho bicaverina, demonstrou capacidade
antixodante de 235,49 + 7,03, 282,64 + 7,04 e 564,84 + 132,32 ymol TE/mg nos
ensaios de TEAC, ORAC hidrofilico e ORAC lipofilico, respectivamente. Nos ensaios
focados na alteracdo de cor da biomassa de vermelho para azul, a adicdo de papeis
de secagem de méos (com altos teores de Ca, Mg e Zn) ou agua de torneira para
diluir a biomassa, seguido do processo de autoclavagem, resultou na referida
mudanca de cor. Ensaios com ions metalicos isolados demonstraram uma formacéao
de pigmentos de coloracdo variada da biomassa, incluindo o azul (Zn?*, Mn?*, Mg?*,
Ni2*), roxo (Cu?*) e preto (Fe?*, Co?*), supostamente devido a um deslocamento
batocrébmico, como ocorre em outros pigmentos (por exemplo, as antocianinas).
Estudos anteriores demonstraram que dentre todos os aminoacidos, a adicdo de
arginina e histidina também favorecia a transformagéo de cor vermelho-azul da
biomassa. No entanto, quando adicionada ao extrato rico em bicaverina, a adicdo de
arginina resultou em uma formacgédo de cor azulada muito sutil, e as andlises de
UHPLC-MS/MS nao foram conclusivas na tentativa de identificar possiveis adutos
arginina-bicaverina. Embora seja conhecido que a alteracéo de cor da bicaverina de
vermelho para azul ocorra em condicdes alcalinas, ndo houve alcalinizagdo do produto
guando este passou a coloracdo azulada nos exemplos citados acima. O
Janthinobacterium sp. foi outro microrganismo estudado neste trabalho. Esta bactéria

purpura Gram-negativa, identificada por métodos moleculares e confirmada como



produtora do pigmento roxo violaceina neste estudo, foi isolada de arroz e utilizada
para a avaliacao do efeito da combinacao de diferentes fontes de carbono e nitrogénio
na producdo do referido pigmento, resultando no teste de dezenas de meios. Os
ensaios demonstraram o papel critico do tipo da fonte de nitrogénio para favorecer a
producao de violaceina, com destaque para o extrato de levedura. Ao final, houve sete
meios para o0s quais ndo houve diferenca significativa na producéo do pigmento, mas
a maior producdo (Abss7snm 10,18 + 1,49) foi obtida apds 120h de fermentagédo a
25°C/200rpm em meio contendo 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de frutose. Os
pigmentos azulados obtidos neste trabalho, sejam eles formados a partir da conversao
de da biomassa de F. oxysporum ou obtidos do extrato alcodlico da cultura de
Janthinobacterium sp., representam potenciais alternativas para contribuir para o
aumento do leque de opcbes de corantes naturais azulados disponiveis para a
aplicacdo na industria de alimentos e cosméticos, embora mais estudos sejam

necessarios para confirmar esta possibilidade.

Palavras-chaves: corantes naturais, pigmentos microbianos, bicaverina,

violaceina, biotecnologia.



ABSTRACT

Natural colorants have gained notoriety due to the global trend toward
consuming more sustainable and healthier products, in addition to the possibility that
some of these pigments have been attributed beneficial biological properties. Since
they are rarely found in nature, options for natural blue pigments are scarce. Therefore,
studies on the development of new blue pigments of this color, especially those of
microbial origin, are essential to expand the available options of pigments for industrial
applications. Therefore, in this work, different conditions for the obtention of bluish
pigments from microbial submerged fermentation were studied. One of the processes
investigated was the conversion of Fusarium oxysporum biomass from red to blue
under certain conditions (e.g. autoclaving), a previously reported transformation, but
whose color change mechanism is not yet known. The acetoethyl extract of red
biomass, whose main component was the red pigment bicaverin, showed an
antioxidant capacity of 235.49 + 7.03, 282.64 + 7.04 and 564.84 + 132.32 umol TE/mg
in the TEAC, hydrophilic ORAC and lipophilic ORAC assays, respectively. In assays
focused on the change in biomass color from red to blue, the addition of paper towels
(with high Ca, Mg and Zn contents) or tap water to dilute the biomass, followed by
autoclaving, resulted in the mentioned color change. Evaluations with isolated metal
ions showed formation of pigments of different colors in the biomass, including blue
(Zn?*, Mn?*, Mg?*, Ni?*), purple (Cu?*), and black (Fe?*, Co?*), presumably due to a
bathochromic shift as occurs with other pigments (e.g. anthocyanins). Previous studies
have shown that among all amino acids, the addition of arginine and histidine also
favored the red-blue color conversion of biomass. However, the addition of arginine to
the bicaverin-rich extract resulted in a very subtle bluish color formation, and the
UHPLC-MS/MS analyzes were inconclusive in attempting to identify possible arginine-
bicaverin adducts. Although it is known that the color change of bicaverin from red to
blue occurs under alkaline conditions, there was no alkalinization of the product when
it changed to a bluish color in the above examples. Janthinobacterium sp. was another
microorganism studied in this work. This Gram-negative purple bacterium, identified
by molecular methods and confirmed in this study as a producer of the purple pigment
violacein, was isolated from rice and used to evaluate the effect of combining different
carbon and nitrogen sources in the production of said pigment, resulting in the
evaluation of dozens of culture media. The evaluations showed the critical role of the



type of nitrogen source in favoring the production of violacein, with emphasis on the
yeast extract. Ultimately, there were seven media for which there was no significant
difference in pigment production, but the highest production (Abss7snm 10.18 + 1.49)
was obtained after 120h fermentation at 25°C/200rpm in a medium containing 5 g/L
yeast extract and 10 g/L fructose. The bluish pigments obtained in this work, whether
formed from the transformation of F. oxysporum biomass or obtained from the alcoholic
extract of the Janthinobacterium sp. culture, represent potential alternatives to help
expand the range of bluish natural colorants for use in the food and cosmetic industries,

although further studies are required to confirm this possibility.

Keywords: natural colorants, microbial pigments, bikaverin, violacein,

biotechnology.
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1 INTRODUCAO

A cor é um atributo importante que guia desde a diferenciacdo de espécies,
mecanismos de defesa, selecdo sexual até os comportamentos alimentares dos
organismos (TYLER; SOLOMON, 2019).

A pratica de colorir iniciou-se desde as civilizagbes antigas, assim como o
hébito de retirar substancias da natureza para colorir alimentos a fim de melhorar a
sua aparéncia (BURROWS, 2009; SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019).

Na industria de alimentos, os corantes artificiais sdo frequentemente
utilizados para conferir, restaurar e manter a coloracdo desejavel em alimentos
processados (HISANO, 2016; TULI et al., 2015). No entanto, o uso de alguns corantes
vem sendo restringido ou até banido devido as evidéncias de problemas toxicoldgicos
(PALACIO-BARRERA et al., 2019; TULI et al., 2015). Adicionalmente, as sinteses
desses corantes ainda envolvem precursores de origem féssil de alta toxicidade e ndo
biodegradabilidade, oferecendo perigo tanto para a saude do consumidor quanto para
o trabalhador, bem como ao meio ambiente (NIGAM; LUKE, 2016).

Dessa forma, mudancas para um estilo de vida mais ambientalmente
amigavel, e a maior adaptacdo e aceitacdo do consumidor, vem provocando o
aumento rapido na demanda por corantes naturais que, consequentemente,
despertam e impulsionam o interesse no desenvolvimento e descoberta de novas
cores pela comunidade cientifica e o encorajamento da utilizacdo pela industria de
alimentos (NIGAM; LUKE, 2016; SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019; TULI et al.,
2015).

Dentre os corantes naturais que podem ser encontrados na natureza e que
séo bastante utilizados como aditivos alimenticios estdo os corantes obtidos de fontes
vegetais. Porém, a maioria dos corantes de origem vegetal, frequentemente possui
limitacGes de estabilidade (RODRIGUEZ-AMAYA, 2016), além de altos custos de
obtencdo (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019), e limitagbes relacionadas a
disponibilidade, quantidade e sazonalidade do material vegetal fonte dos pigmentos
(NIGAM; LUKE, 2016).

As plantas podem apresentar varias classes de pigmentos (carotendides,
clorofilas, betalainas), mas as antocianinas sao fontes da maioria das cores de tons
azulados e purpuras para as industrias de alimentos e bebidas. No entanto, a

aplicacdo das antocianinas sofre com instabilidades de cor em matrizes com acidez
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inadequada, limitando o espectro de produtos em que podem ser aplicadas
(NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014).

Outros pigmentos azuis provenientes a partir do tratamento vegetal em
condi¢cBes especificas como o guaiazuleno (extracdo de Oleo essencial), aprovado
para o uso em cosméticos pela FDA (The Food and Drug Administration) (FDA, 2020),
e indigoidina (fermentacao), utilizado no tingimento de tecidos, também sofrem com
as limitacfes relacionadas a estabilidade que dificultam a aplicacdo em alimentos
(NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014; REZA; TREJO; VERA-AVILA, 2002).
Enquanto os pigmentos derivados de iridois de Genipa americana e Gardenia
jasminoides, apesar de possuirem certa estabilidade a luz e pH, o uso é limitado ou
impedido por questdes toxicolégicas (NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014;
SANTOS, M. C. Dos; BICAS, 2021).

Contudo, a producdo de pigmentos azuis do tipo ficocianina por
cianobactéria Arthrospira platensis (Spirulina platensis) permitiu a produ¢éo comercial
de extrato e a aprovacao pela FDA para utilizagdo como aditivo de cor em alimentos
como confeitos, sorvetes, bebidas e gelatinas (FDA, 2017). Apesar do extrato de
spirulina ainda possuir limitada estabilidade (CHOI, W. Y.; LEE, 2018; FAIETA et al.,
2020), a producgdo comercial e aprovagdo do uso na industria de alimentos mostra o
grande potencial dos pigmentos azuis de origem microbiana.

Ademais, o mercado de sucesso de outros pigmentos microbianos nao
azuis como os carotenoides (B-caroteno, luteina e astaxantina) de algas (DUFOSSE,
2018a), e de pigmentos provenientes do reino Fungi como os pigmentos de Monascus
spp. e Natural Red (Arpink Red) de Penicillium oxalicum j& utilizados pela industria de
alimentos corroboram ainda mais para o potencial dos corantes obtidos a partir de
microrganismos (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019).

Por serem produzidos para auxiliar na sobrevivéncia microbiana em
condicdes adversas, possuirem diferentes origens e naturezas quimicas, 0S
pigmentos microbianos tendem a ser mais estaveis e de obtencdo mais competitiva
gue os de origem vegetal (ARAB et al., 2019; SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019;
VENIL et al., 2015). Além de frequentemente apresentarem propriedades bioldgicas
de interesse como atividade anticancer, antimicrobiana, antioxidativa, antiobesidade,
anti-inflamatoria, entre muitos outros (ANANTHARAMAN et al., 2014; SEN; BARROW,
DESHMUKH, 2019; SHAHID-UL-ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2016), os



21

pigmentos microbianos chamam também a atencdo para aplicacdo em formulacfes
cosmeéticas e farmacolégicas (GUPTA et al., 2019; PIMENTEL et al., 2017).

Apesar dessas vantagens, 0s pigmentos microbianos ainda sdo pouco
estaveis e competitivos economicamente em comparacdo com 0s corantes sintéticos
(OVERY et al., 2019; SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019). Poucos deles sédo
autorizados para utilizagdo como corantes de alimentos, os quais levaram décadas
para o desenvolvimento e ainda continuam passando por entraves regulatorios que
afetam a ampla utilizac&o, evidenciando a complexidade e a importancia dos estudos
nesta area (DUFOSSE, 2018b).

O crescimento da aplicagao industrial de pigmentos provenientes de fungos
filamentosos como Monascus spp., Neurospora spp. e Fusarium spp., vem mostrando
o grande potencial destes compostos como agentes corantes. Dentre esses fungos,
as linhagens de Fusarium oxysporum produzem pigmentos variando nas cores
amarelo, laranja, vermelho e puarpura, sendo a bicaverina o pigmento vermelho
produzido majoritariamente (LEBEAU et al., 2019). Ademais, sabe-se que a biomassa
de Fusarium oxysporum pode ter sua coloracdo modificada para azul apenas com um
tratamento térmico (SANTOS, M. C. Dos; BICAS, 2021; SILVA, W. S. Da; BICAS,
2013).

Ja com relacdo aos pigmentos bacterianos azulados, pode-se destacar a
violaceina, que apresenta cor purpura-azul e é produzida por bactérias tais como
Chromobacterium violaceum, Collimonas sp., Duganella sp., Janthinobacterium
lividum, Microbulbifer sp., Pseudomonas sp. Esta molécula tem sido bastante
estudada por possuir uma variedade de propriedades biolégicas (atividades
antimicrobianas, anticancerigenas, anti-leishmania, antioxidante, imunomodulatéria)
(RAO; XIAO; LI, 2017) e boa capacidade de conferir propriedades antimicrobianas em
tecidos tingidos (KANELLI et al., 2018; NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014). No
entanto, a producdo comercial de violaceina ainda possui baixo rendimento e o uso
em alimentos ainda ndo esta aprovado por falta de avaliacbes de seguranca
(SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017; ZHOU et al., 2018).

Diante deste cenario, 0 presente estudo visou a obtencdo de pigmentos
naturais microbianos azulados com possiveis aplicacdes nas industrias de alimentos

e farmacéutica, dando continuidade aos trabalhos iniciados pelo grupo de pesquisa
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sobre producao de pigmentos azulados a partir de F. oxysporum, bem como iniciar a
avaliacdo a producao de violaceina por Janthinobacterium sp. isolado de arroz.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a producéo de corantes azulados a partir de fermentacédo submersa

microbiana.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar as condi¢des envolvidas na transformacao de cor (vermelho para azul) da
biomassa e extrato rico em bicaverina de Fusarium oxysporum CCT7620 obtidos
por fermentacdo submersa em meio liquido a base de arroz;

2. Elucidar a possivel estrutura molecular do pigmento responsavel pela cor azul
produzido pela reacao entre o extrato vermelho rico em bicaverina e arginina;

3. Avaliar a capacidade antioxidante do extrato vermelho de Fusarium;
Identificar a bactéria e o pigmento purpura produzido por uma col6nia arroxeada
isolada de arroz;

5. Avaliar diferentes meios liquidos para o crescimento celular e producdo de

pigmento pela bactéria purpura isolada.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cor e os corantes

A luz, descrita como uma radiacdo eletromagnética transmissora de
informacdo do ambiente para o observador por meio do estimulo da visdo
(SCHLANGEN, 2015), nos permite a discriminacdo entre diferentes caracteristicas
tridimensionais, de transparéncia e diferencas de cor dos objetos pelas leis da 6ptica
geométrica que lidam com a absorcéo, reflexdo, refracéo e transmisséo da luz (LOE,
2017).

Apenas objetos luminosos ou iluminados por uma fonte de luz podem ser
vistos, e a habilidade de discriminar as variagdes no comprimento de onda da luz (A)
pelo complexo sistema olho-cérebro permite a visao das cores (TYLER; SOLOMON,
2019). Nos humanos, essa habilidade envolve a interacdo de diferentes
fotorreceptores presentes na retina, que captam as variagbes no espectro
eletromagnético entre 380 a 780 nm (Figura 1), e o processamento nos milhdes de
neurdnios que resulta na projecdo e percepcdo do multicolorido universo exterior
(SLINEY, 2016).

Figura 1. Espectro eletromagnético de radiacao visivel caracterizado por frequéncias

(v) e comprimentos de onda (A) especificos para cada cor.
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Fonte. Adaptado de Oleari (2016).

Essa faixa do espectro eletromagnético corresponde ao espectro do visivel,
no qual cada cor corresponde a uma porcao especifica dentro da faixa do espectro
gue varia entre o violeta, de comprimento de onda mais baixo, e o vermelho, de

comprimento de onda mais alto (SLINEY, 2016).
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A cor observada nos materiais e compostos coloridos é resultado das
propriedades eletronicas de absor¢do de luz das moléculas, sendo 0s grupos
covalentes insaturados, como C=C, C=C, C=0, C=N, N=N, entre outros, responsaveis
pela absorcdo. Conhecidos como cromoforos, esses grupos podem ou nao resultar
em cor dependendo da faixa do espectro em que a luz € absorvida. Grupos covalentes
saturados como NH2, OH, SH, halogénios, entre outros, chamados de auxocromos,
guando ligados aos cromoforos, alteram o comprimento de onda (Amax) € a intensidade
maxima (emax) de absorgdo, que ainda podem aumentar mais de valores por meio da
extensdo da cadeia de ligagbes simples e duplas alternadas (conjugacdo) e
ressonancia de elétrons, como ocorre no benzeno e fenois (GURSES et al., 2016).

Consequentemente, quanto maior € o sistema conjugado, maiores sao 0s
valores de Amax € Emax, € Se um composto tiver conjugacgdes suficientes para absorgéo
de luz no espectro do visivel este se torna colorido. Como exemplo, o B-caroteno que
possui 11 ligagbes carbono-carbono conjugadas (Figura 2), absorve luz na regiao do
visivel, com valores de Amax 450 nm e emax 14.10* e, assim, apresenta coloragdo
alaranjada (GURSES et al., 2016).

Figura 2. Estrutura molecular do betacaroteno.

Considera-se que os corantes organicos sao formados por trés principais
componentes em sua estrutura: 0 cromogeno, que € um composto quimico capaz
originar cor; o croméforo, que € um grupo quimico responsavel pela producéo de cor
nos compostos (cromdgeno); e 0 auxocromo, que € um grupo substituinte encontrado
no cromogeno que influencia na sua cor (GURSES et al., 2016). Assim como €

ilustrado na Figura 3.
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Figura 3. Cromogeno, croméforo e auxocromo da molécula de 4-hidroxiazobenzeno.

Cromoforo
Auxocromo
>N
HO "~ Cromégeno

bY

Dessa forma, os corantes possuem cor devido a absor¢do de luz no
espectro do visivel, por possuirem ao menos um cromoéforo e um sistema de
conjugacao (ligacbes alternadas de ligacbes simples de duplas) e exibirem
ressonancia de elétrons, e quando uma dessas caracteristicas € perdida da estrutura
molecular, a cor é perdida (GURSES et al., 2016).

Devido a absorcéao de luz no espectro visivel pelos compostos coloridos em
um determinado comprimento de onda, a cor que observamos €, portanto, a luz no
comprimento de onda ndo absorvido pela molécula, ou as chamadas cores

complementares, como € mostrada na Tabela 1.



27

Tabela 1. Relacao de cor absorvida e observada.

Comprimento de Cor absorvida Cor observada

onda absorvido

400 — 435 Violeta Amarelo-Verde
| 435 — 480 | Azul | Amarelo |
| 480 — 490 | Verde-Azul | Laranja |
| 490 — 500 | Azul-Verde | Vermelho |
| 500 — 560 | Verde | Parpura |
| 560 — 580 | Amarelo-Verde | Violeta |
| 580 — 595 | Amarelo | Azul |
| 595 — 605 | Laranja | Verde-Azul |
| 605 — 700 | Vermelho | Azul-Verde |

Fonte: adaptado de Girses et al. (2016).

A cor exerceu e vém exercendo um papel importante na evolucgéo,
sobrevivéncia e sucesso dos organismos vivos, guiando desde a diferenciacdo de
espécies, defesa, selecdo sexual e 0s comportamentos alimentares (TYLER;
SOLOMON, 2019). No ambiente natural, a busca de alimentos e o aprendizado na
discriminacao de cores das frutas e folhagens é critico, ja que a cor dos alimentos é
uma propriedade intrinseca e uma sinalizacdo da qualidade e quantidade de
nutrientes que dado alimento pode oferecer (DRESP-LANGLEY; REEVES, 2018).

A exploragéo desses sinais permitiu e permite a economia do tempo para
procura de alimentos e o aumento na taxa de ganho energético por refeicéo,
garantindo um forrageamento de sucesso e a evolugdo conjunta tanto das espécies
consumidoras assim como das espécies que servem como alimento, como as plantas
produtoras de flores e sementes que dependem de outras espécies para a polinizacéo
e dispersdo (DRESP-LANGLEY; REEVES, 2018).
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Dessa forma, instintivamente as cores chamam a atencao dos humanos, e
alimentos com cores desejaveis remetem e geram, além do estimulo visual,
sensacOes sensoriais mais prazerosas, indicando sensacdo de maior frescor e
gualidade nutricional global do produto, assim afetando a nossa vontade de comé-lo
(FORONI; PERGOLA; RUMIATI, 2016; GREWAL et al.,, 2018). O sabor é a
caracteristica sensorial mais importante quando se esta apreciando um determinado
alimento. No entanto, muitos estudos da area de ciéncia sensorial, ciéncia de
alimentos e comercializacdo de alimentos tém mostrado, ha muitos anos, que a cor
influencia nas expectativas ndo so6 de sabor, mas também no aroma e textura, e ainda
nas experiéncias sentidas apos a degustacédo (SPENCE, 2019b).

A tentativa sem sucesso de introducdo da bebida de cola incolor sem
cafeina pela Pepsi em 1992, que teve uma edicao limitada recentemente (2016-2017)
(PEPSICO, 2016), e a inusitada producéao de ketchups coloridos da Heinz que variou
desde o verde até o rosa com o efémero sucesso do ketchup azul entre os anos 2000
a 2006 (SPENCE, 2019a), evidencia a forte conexao entre a cor e 0s outros atributos
sensoriais, e a dificuldade que o consumidor tem em n&do conseguir dissociar a cor
com o sabor. Dessa forma, os fabricantes de alimentos dependem e aproveitam
desses tipos de associagdes para auxiliar na venda de seus produtos, podendo mudar
a percepcao do gosto dos alimentos pelos seus consumidores através da manipulacéo
das cores (SPENCE, 2019b).

Além desses efeitos visuais, fisiolégicos e psicoldgicos, as vivéncias
culturais também influenciam na percepcdo e escolha de um alimento (EMERY;
WEBSTER, 2019), seja uma carne, fruta, vegetal ou alimento processado entre as
vérias opcoes disponiveis dispostas em uma prateleira ou mostruario, por exemplo
(DRESP-LANGLEY; REEVES, 2018; SCHLANGEN, 2015).

A pratica de colorir vem desde as civilizacbes antigas com relatos desde a
Idade do Bronze na Europa, existéncia de registros escritos do uso de corantes
naturais na China datados em 2600 a.C., e 0 encontro de pigmentos em tecidos
utilizados para a mumificacéo de reis egipcios (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019;
YUSUF; SHABBIR; MOHAMMAD, 2017). Ja o habito de retirar substancias da
natureza e colorir os alimentos para melhorar a sua aparéncia foi praticado pelas
civilizacdes egipcia e romana antigas que adicionavam extratos naturais aos vinhos e

muitas outras substancias de origem animal, vegetal ou mineral j4 utilizadas na
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alimentacao como especiarias e condimentos (GREWAL et al., 2018; SEN; BARROW,;
DESHMUKH, 2019), além de registros escritos do século VIII no Japdo, que mostram
0 uso de soja e feijao azuki para colorir bolos e outros alimentos processados (YUSUF;
SHABBIR; MOHAMMAD, 2017).

O fascinio pelas cores e a capacidade da cor de influenciar o
comportamento humano levou ao desenvolvimento de diversos pigmentos, desde
aqueles extraidos de fontes naturais como plantas e animais até o desenvolvimento
de corantes sintéticos no século XIX mais estaveis, intensos, de baixo custo e de
grande variedade de tonalidades, o que acarretou na substituicdo dos corantes
naturais (STINCO et al., 2019; TULI et al., 2015).

Na industria de alimentos, produtos como manteiga, iogurtes e bebidas
baseadas em frutas possuem uma certa quantidade de cor proveniente do conteudo
intrinseco da matéria prima, que ainda variam de acordo com a estacdo do ano em
gue sao obtidas, tendo frequentemente uma coloragdo mais acentuada no verao
(HISANO, 2016). Mas, frequentemente ndo sao acentuados o suficiente, ou ndo sao
suficientemente estaveis para suportarem as condicfes de processamento (STICH,
2016), precisando-se lancar méo de aditivos de cor para a restauragdo, manutengao
e fornecimento da coloracdo padrao, para que o alimento se pareca mais proximo do
natural ideal (HISANO, 2016). Ademais, muitos produtos alimenticios processados
modernos como refrigerantes e doces, sdo intrinsecamente sem cor, € a cor é
basicamente adicionada para promover uma aparéncia que se espera relacionada ao
sabor do produto final (STICH, 2016).

As mudancas de cor pelas industrias normalmente seguem as mudancas
de preferéncias, exigéncias e interesses dos consumidores, seja para manter uma
aparéncia visual consistente durante o tempo de armazenamento ou até mesmo para
chamar a atenc&o dos consumidores e possibilitar novas experiéncias gastronémicas,
como a producgéo de ketchup coloridos, arrojada gastronomia molecular (SPENCE,
2019a) e o desenvolvimento de alimentos que mimetizam um determinado alimento
mas sao feitos de ingredientes totalmente diferentes, como esta acontecendo com o0s
hamburgueres veganos, tais como o Beyond Burger (Beyond Meat, El Segundo, EUA)
e o Impossible Burger (Impossible Food Inc., Califérnia, EUA).

De acordo com a Resolucdo CNNPA no 44, de 1977 da Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1977), os corantes alimenticios séo aditivos definidos
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como uma substancia ou mistura de substancias que confere, intensifica ou restaura
a cor de um alimento. Existem quatro categorias de corantes permitidos pela
legislacdo para o uso em alimentos: o corante natural, no qual engloba pigmentos ou
corantes inocuos extraidos de fonte vegetal ou animal; o corante caramelo, obtido a
partir do aguecimento acima ao ponto de fusdo dos acgulcares e adicional tratamento
necessario para a tecnologia; o corante inorganico, o qual é obtido por processos
adequados de elaboracao e purificacdo de fontes minerais; e o corante artificial, o qual
€ uma substancia de composicéo quimica definida que é obtida por um processo de
sintese (ANVISA, 1977).

Em 2017, o mercado global de corantes naturais movimentou cerca de
US$1,18 bilhdes e estima-se que havera um crescimento significativo podendo chegar
a US$1,62 bilhdes em 2023 (SILVA, T. R. e. et al., 2021). Sendo majoritariamente
consumido pela industria de alimentos e bebidas, o mercado apresenta expectativa
de crescimento em resposta as tendéncias e exigéncias do consumidor (VENIL;
DUFOSSE; RENUKA DEVI, 2020). Neste contexto, a utilizacdo de corantes possuli
um papel importante na area de producéo e processamento de alimentos, contribuindo
para os varios atributos como frescor, valor nutricional, seguranca e aparéncia
desejavel, os quais impactam diretamente no seu valor de mercado, tornando-se um
topico essencial nas diversas areas relacionadas a tecnologia aplicada aos alimentos
(SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019; VENIL; DUFOSSE; RENUKA DEVI, 2020).

3.2 Corantes artificiais

Os corantes artificiais pertencem a classe de aditivos sem valor nutritivo,
sendo introduzidos nos produtos apenas para conferir cor e tornar o alimento mais
atraente (PRADO; GODOY, 2003). Sao produzidos a partir de moléculas organicas
derivadas do petroleo e minerais que resultam na formacao de moléculas nas diversas
tonalidades de cor com efeito de coloracédo duradouro, altamente estavel e de custo
reduzido (TULI et al., 2015). A primeira sintese quimica de corantes ocorreu em 1856
apos a tentativa sem sucesso de obten¢do da quinina, que resultou na producéo de
anilina e mauveina (PERKIN, 1856).

Originalmente muitos produtos alimenticios ndo possuem cor ou cor
adequada por perda nos processos de producéo, exigindo a necessidade de conferir
ou restaurar a coloragéo. Dessa forma, por razdes econdmicas e de estabilidade dos

corantes artificiais, estes sdo utilizados de forma frequente principalmente em
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alimentos como balas, confeitos, gelatinas, sucos em po, refrigerantes, sorvetes,
sopas entre outros (PINHEIRO; ABRANTES, 2015). No entanto, apesar das suas
vantagens técnicas e econdmicas, o uso dos corantes sintéticos vem sendo limitado
e muitos deles proibidos devido aos problemas toxicologicos, de alergenicidade e
carcinogenicidade, além de evidéncias de outros efeitos deletérios como
genotoxicidade e neurotoxicidade (TULI et al., 2015).

Ademais, a producdo destes corantes é feita a partir de precursores que
possuem muitos efeitos carcinogénicos, os quais oferecem perigo tanto para os
trabalhadores quanto para o meio ambiente, devido a toxicidade e n&o
biodegradabilidade (NIGAM; LUKE, 2016). Outros estudos relacionam o alto consumo
desses aditivos ao desenvolvimento de problemas gastrointestinais, respiratorios e
dermatologicos (AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDA-KUCEROVA, 2015; BERZAS et al.,
1999; KAPADIA et al., 1998), mais especificamente, o potencial efeito toxico in vitro
em linfécitos humanos dos corantes sintéticos amaranto, eritrosina e tartrazina
(MPOUNTOUKAS et al., 2010), além de evidéncias associando a hipersensibilidade,
hiperatividade infantil, desordens fisicas e mentais com intolerdncia aos aditivos
alimenticios (MCCANN et al., 2007).

Dessa forma, o uso de corantes artificiais se torna objeto frequente de
debates pelas entidades regulatdrias de seguranca, e consequentemente levando ao
estabelecimento de legislacbes para a determinacdo de especificacdes, critérios e
controle do seu uso (PALACIO-BARRERA et al., 2019).

Agéncias reguladoras, como a FDA (The Food and Drug Administration)
nos EUA e a EFSA (European Food Safety Authority) na Europa, e muitas outras
autoridades nacionais no mundo tém restringido o uso de corantes artificiais nos
alimentos, confeitos e bebidas devido as confirmadas ou suspeitas associagdes com
efeitos deletérios a saude (MARTELLI et al., 2014). No entanto, ndo existe uma
concordancia entre 0s paises sobre o uso dos corantes, havendo algumas
divergéncias em relagdo ao amaranto, azorrubina, ponceau 4R, marrom HT, negro
brilhante BN, litolrubina BK e azul patente, os quais a utilizacdo ndo é permitida nos
EUA, o verde rapido que é proibido na Europa, enquanto que todos os citados ainda
sdo permitidos pela legislacdo brasileira (Tabela 2) (ANVISA, 2015; PINHEIRO;
ABRANTES, 2015).
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Tabela 2. Corantes artificiais permitidos para o uso em alimentos no Brasil.

(continua)
Corante Cor Numero Referéncia Denominacdo em Inglés
Cl UE
I
Azo
|
Amaranto, Vermelho 16185 E123 Amaranth, D&C Red 2,
bordeaux S, laca Acid red 27, Trisodium salt,
de aluminio Amaranth Aluminum Lake
| ] ] | | 1
Ponceau 4R, Vermelho 16255 E124 Ponceau 4R, Ponceau 4R
laca de aluminio Aluminum Lake
| | | | | 1
Vermelho 40, Vermelho 16035 E129 FD&C RED #40, FD&C
vermelho allura RED #40 Aluminum Lake
AC, laca de
aluminio
| ] ] | | 1
Azorrubina Vermelho 14720 E122 Carmoisine
| ] ] | | 1
Tartrazina, laca Amarelo 19140 E102 FD&C Yellow #5, FD&C
de aluminio Yellow #5 Aluminum Lake
| | | | | 1
Amarelo Amarelo 15985 E110 FD&C vyellow #6, FD&C
crepusculo FCF, Yellow #6 Aluminum Lake
amarelo sunset,
laca de aluminio
| | | | | |
Marrom HT Marrom - E155 Brown HT, Chocolate
Brown, Food Brown 3, C.I.
20285
| ] ] | | 1
Negro brilhante Preto 28440 E151 Brilliant Black BN, Brilliant

BN, negro PN

Black PN, Food Black 1
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Tabela 2. Corantes artificiais permitidos para o uso em alimentos no Brasil.

(continua)
Corante Cor Numero Referéncia Denominacao em Inglés
Cl UE
| 1
Azo
| 1
Vermelho 2G Vermelho 18050 E128 Red 2G, Acid Red 1, Food
Red 10
| | | | | 1
Litol rubina BK Vermelho 15850 E180 Lithol Rubine BK, Pigment
Rubine, Carmine 6B,
Brilliant Carmine 6B
I
Triarilmetano
|
Azul patente V, Azul 42051 E131 Patent Blue V, Acid Blue 3,
laca de aluminio Food Blue 5, Patent Blue V
Aluminum Lake
| ] ] | | 1
Verde rapido Verde 42053 E143 Fast Green FCF, Food
FCF, verde Green 3, FD&C Green No.
indelével, fast 3, Fast Green FCF
green FCF, laca Aluminum Lake
de aluminio
| ] ] | | 1
Azul brilhante ' Azul 42090 E133 FD&C Blue #1, FD&C Blue
FCF, laca de #1 Aluminum Lake
aluminio
| 1
Indigbide
| |
Azul de Azul 73015 E132 FD&C Blue #2, FD&C Blue
indigotina, #2 Aluminum Lake
carmim de
indigo, laca de

aluminio
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Tabela 2. Corantes artificiais permitidos para o uso em alimentos no Brasil.
(concluséo)

Corante Cor Numero Referéncia Denominacao em Inglés
Cl UE
|
Quinolina
|
Amarelo Amarelo 47005 E104 D&C Yellow #10,
quinolina Quinoline Yellow
|
Xanteno
|
Eritrosina, laca Vermelho 45430 E127 FD&C Red #3,
de aluminio Erythrosine, FD&C Red #3

Aluminum Lake

ClI: Color Index. Fonte: adaptado de ANVISA (2015) e Gurses et al. (2016).

No Brasil, 0 uso de aditivos alimenticios € regulamentado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através do Decreto n° 50.040, de 24 de
janeiro de 1961, alterado pelo Decreto n° 691, de 1962 e posteriormente pelo Decreto
n° 55.871 de 26 de marco de 1965 (ANVISA, 2019). Pelo Informe Técnico n° 68 de 3
de setembro de 2015 da legislacao brasileira, € permitida a utilizacdo em alimentos
dezesseis corantes artificiais que estdo distribuidos em cinco classificacdes: corantes
azo (amaranto, ponceau 4R, vermelho 40, azorrubina, tartrazina, amarelo crepusculo,
marrom HT, negro brilhante BN, vermelho 2G, litol rubina BK), triariimetano (azul
patente V, verde rapido, azul brilhante), indigéide (azul de indigotina), quinolina
(amarelo quinolina), e xanteno (eritrosina) (Tabela 2) (ANVISA, 2015; PRADO;
GODOY, 2003, 2007).

Reavalia¢cGes foram realizadas a fim de examinar a faixa de seguranca do
consumo, o que levou na diminui¢do da quantidade de ingestédo diaria aceitavel (IDA)
de corantes como amarelo quinolina, amarelo crepusculo FCF e ponceau 4R,
indicando 0 aumento das restricdes a respeito dos corantes permitidos para 0 uso em
alimentos (PALACIO-BARRERA et al., 2019).

Assim como os efeitos adversos dos corantes sintéticos, a maior adaptacéo,
aceitacao e demanda dos corantes naturais pelos consumidores, adicionado a recente
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tendéncia da conscientizagdo publica na adocdo de estilo de vida mais
ambientalmente amigavel e que garanta também a seguranca humana, 0s
consumidores vém desenvolvendo interesse nos corantes naturais. Provenientes de
fontes minerais, vegetais, animais e microbianas, estes corantes estdo sendo
considerados alternativas mais seguras em detrimento da aplicagdo dos corantes
sintéticos, despertando e impulsionando o interesse no desenvolvimento e descoberta
de novas cores naturais pela comunidade cientifica e o encorajamento da utilizacao
destes pela industria como aditivo (NIGAM; LUKE, 2016; SEN; BARROW,;
DESHMUKH, 2019; TULI et al., 2015).

3.3 Corantes naturais

Os corantes naturais sdo definidos como uma substancia obtida a partir da
extracdo de fontes vegetais, animais, minerais ou microbianas, e portanto, néo
possuidoras de produtos de origem féssil (RODRIGUEZ-AMAYA, 2016).

As principais classes de pigmentos naturais que sdo abundantes na
natureza e séo utilizadas como aditivos em alimentos, séo as clorofilas, carotenoides,
betalainas e antocianinas (NGAMWONGLUMLERT; DEVAHASTIN; CHIEWCHAN,
2017; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019), sendo a obtencao tradicional desses pigmentos
a partir da extracdo de fontes vegetais como grama e alfafa (clorofilas) (VIERA;
PEREZ-GALVEZ; ROCA, 2019), cenoura e tomate (carotendides) (BARREIRO:;
BARREDO, 2018), beterraba (betalainas) (POLTURAK; AHARONI, 2018), e casca de
uvas (antocianinas) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

Ndo somente a partir de plantas, insetos pertencentes ao grupo
Dacttylopius tém sido utilizados ha muito tempo, desde as civiliza¢cdes Asteca e Maia
para obtengcdo do corante carmim, o qual possui como principal componente o
pigmento vermelho acido carminico (FRANDSEN et al., 2018). Bastante utilizado em
confeitos, produtos carneos e preparacdes de base de frutas (sucos, doces de
morango) (DUFOSSE, 2018b; FRANDSEN et al., 2018), bebidas, cosméticos e
medicamentos, este corante possui contaminantes proteicos provenientes dos insetos
gue conferem alergenicidade tanto por ingestdo, contato e até por inalacdo em
pessoas suscetiveis as reacdes alérgicas a esses antigenos (GIER; VERHOECKX,
2018; TAKEO et al., 2018).

No Brasil, assim como os corantes artificiais, 0s corantes naturais sao de

competéncia da ANVISA seguindo a legislacdo aplicada para os aditivos alimenticios,
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na qual sao listados 21 corantes naturais permitidos para o uso em alimentos (Tabela

3) (ANVISA, 20109).

Tabela 3. Corantes naturais permitidos para o uso em alimentos no Brasil.

(continua)
Corante Cor Numero Referénci Denominacédo em Inglés
Cl a UE
[
Vegetal
|
Curcuma, Amarelo 75300 E100 Turmeric oleoresin, Cl
curcumina Natural Yellow 3
| | | | 1
Riboflavina Amarelo - E101(i) Riboflavin
| | | | 1
Riboflavina 5 Amarelo - E101(ii) Riboflavin-5’-phosphate
fosfato de sodio sodium
| | | | 1
Clorofila Verde 75810 E140(i) Chlorophyll
| | | | 1
Clorofilina Verde 75815 E140(ii) Chlorophyllins, CI Natural
Green 5
| | | | 1
Clorofila Verde 75810 E141(i) Copper complexes of
cuprica chlorophylls, ClI  Natural
Green 3, Copper chlorophyll,
Copper phaeophytin
| | | | 1
Clorofilina Verde 75815 E141(ii) Copper complexes of
cuprica, sais de chlorophyllins, Sodium
Na e K copper chlorophyllin,
Potassium copper
chlorophyllin, CI  Natural
Green 5
Caramelo | - Marrom - E150a Plain caramel, Caustic
simples caramel
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Tabela 3. Corantes naturais permitidos para o uso em alimentos no Brasil.

(continua)
Corante Cor Numero Referénci Denominacdo em Inglés
Cl a UE
|
Vegetal
|
Carvao vegetal Preto 77266 E153 Vegetable carbon, Vegetable

black

| | |
Laranja 75130 E160a(i) Plant carotenoids, Cl Food

Carotenos:
extratos Orange 5
naturais

| Urucum, bixina, | Laranja | 75120 | E160b | Annatto, Cl Natural Orange 4 |
norbixina,
annatto extrato
de sais Na e K

| | | | | 1
Paprica, Vermelho - E160c Paprika extract, Capsanthin,
capsorubina, Capsorubin
capsantina

| Licopeno | Vermelho | 75125 | E160d(ii) | Lycopene, Natural Yellow 27 |

| Beta-apo-8’- | Laranja | 40820 | E160e | Beta-apo-8’-carotenal (C30), |
carotenal Cl Food Orange 6

| Ester metilico | Laranja | 40825 | E160f | Food Orange 7, Ethyl ester of |
ou etilico do beta-apo-8’-carotenoic acid
acido beta-apo-
8’ carotendico

| | | | | 1
Luteina Amarelo - E161b Lutein, Mixed Carotenoids,

Xanthophylls
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Tabela 3. Corantes naturais permitidos para o uso em alimentos no Brasil.

(concluséo)

Corante Cor Numero Referénci Denominacédo em Inglés
Cl a UE
|
Vegetal
| Cantaxantina Laranja 40850 E161g Canthaxanthin, CI  Food
Orange 8

| | | | | 1
Vermelho de Vermelho - E162 Beet powder, Beetroot red
beterraba,

betanina
| | | | | 1
Antocianinas Violeta - E163(i) Anthocyanins

(de frutas e

hortalicas)
| | | | | 1
Extrato de Pdrpura - E163(ii) Grape skin extract

casca de uva vermelho
|

Animal
| Carmim, Vermelho 75470 E120 Carmine, Carminic acid,
cochonilha, Cochineal, CI Natural Red 4
acido

carminico, sais

de Na, K, NH4

e Ca
|

Microbiano
| Licopeno Vermelho 75125 E160d(iii) Lycopene, Natural Yellow 27

Cl: Color Index. Fonte: adaptado de ANVISA (2015) e EU Commission (2012).

Apesar de considerarmos intuitivamente que ha uma diferenca clara entre

os termos corante artificial e natural, ndo ha um consenso ou definigéo oficial entre as
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agéncias reguladoras mundiais, cada uma estabelecendo as definigcbes, aprovagdes
e os limites adequados de interesse. Tomando como comparacao as legislagées dos
EUA e UE para uso de corantes naturais, por exemplo, o extrato de spirulina tem a
sua utilizacdo permitida a produtos especificos como gomas de mascar e em alguns
doces, enquanto que o extrato de acafrdo amarelo como corante alimenticio ndo é
aprovado nos EUA mas, aprovado para uso em alimentos na UE (LEHTO et al., 2017).

Ademais, a demanda por maiores informacbes e clareza sobre as
especificacdes para a classificacdo de um corante natural pelos consumidores levanta
guestdes como, se aqueles corantes extraidos de fontes naturais que passam por um
processo quimico adicional para a fabricacao final (clorofila ctprica, clorofilina clprica)
podem ser considerados como naturais (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019; VIERA,
PEREZ-GALVEZ; ROCA, 2019).

Apesar de serem considerados alternativas mais seguras e sustentaveis
em relac@o aos corantes sintéticos, os corantes naturais principalmente de origem
vegetal, frequentemente possuem limitacdes por serem mais sensiveis ao calor, luz,
oxigénio e as condicdes fisico-quimicas da matriz em que esta presente (LEMOS et
al., 2016), além de possuir custo alto de obtencdo associados com os métodos de
extracdo, disponibilidade e uso de grandes quantidades de matéria prima e estarem
sujeitas a sazonalidade (BECK; REDMAN, 1940; NIGAM; LUKE, 2016) e possibilidade
de arrastar compostos indesejaveis de aroma e sabor proprios da matéria prima
utilizada (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019).

O mercado de sucesso de carotendides (B-caroteno, luteina e astaxantina)
de algas (DUFOSSE, 2018a), e de pigmentos provenientes do reino Fungi como os
pigmentos Monascus e Natural Red (Arpink Red) de Penicillium oxalicum ja utilizados
na industria de alimentos (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019) vém mostrando um
meétodo alternativo muito importante para a producdo de corantes. Dessa forma,
pesquisas extensivas estdo sendo realizadas a fim de permitir a substituicdo dos
corantes sintéticos por corantes naturais, concentrando esforgos para a redugédo do
custo de producdo de melhoramentos da estabilidade fisico-quimica destes
compostos (DUFOSSE, 2018a).

Além de conferir cor, 0s corantes naturais possuem outras aplicacdes
importantes para a indUustria de alimentos por frequentemente possuirem propriedades

biolégicas de interesse que auxiliam na manutencdo ou melhoramento da seguranca,
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frescor, valor nutricional além de melhorar o sabor, textura e aparéncia dos alimentos
(MA et al., 2019; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016; STOLL et al., 2019).

Estes corantes possuem funcionalidades que beneficiam a saude como,
atividade anticancer, antimicrobiana, antioxidativa, antiobesidade, antinflamatoria e
como potencial agente para terapias neuroldgicas, entre outros (ANANTHARAMAN et
al., 2014; SHAHID-UL-ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2016; VENIL; DUFOSSE;
RENUKA DEVI, 2020). Dessa forma, os esfor¢os cientificos tém sido direcionados
para a substituicdo dos corantes artificiais pelos corantes naturais, explorando a
diversa existéncia de pigmentos sintetizados pelas plantas e principalmente
microrganismos, tornando-se uma area chave para o desenvolvimento e descoberta
de novos corantes naturais (NIGAM; LUKE, 2016; SEN; BARROW; DESHMUKH,
2019), incluindo suas aplicacdes fora da area de alimentos, por exemplo, na industria

farmacéutica.

3.4 Corantes naturais azuis

A variedade de azuis que observamos na natureza ndo sdo sempre
provenientes dos pigmentos. Muitos animais como borboletas e aves ndo sédo azuis
devido a producdo de pigmentos, mas devido a presenca de nanoestruturas nas
escamas ou penas que cancelam todas as outras cores da luz, refletindo a luz azul
(DOUCET et al., 2006; VIDAL, 2011). Os pigmentos azuis, apesar de poderem ser
encontrados em diferentes organismos, desde animais, plantas e microrganismos,
estes sao significativamente raros na natureza (NEWSOME; CULVER; BREEMEN,
2014).

Sao compostos que absorvem luz vermelha e comumente possuem
ligacdes duplas conjugadas, sistemas de anéis arométicos, heteroatomos e cargas
inbnicas. Os complexos com metais de transicdo e 0s compostos organometalicos sao
frequentemente mais brilhantes devido ao favorecimento da transicdo da energia
eletrdnica para o desenvolvimento de cor. Ademais as ligacbes adicionais com
heteroatomos, tais como grupos -NHz2, -OH, =0, -ClI, entre outros, podem favorecer a
transicdo da energia eletrbnica para a producao do deslocamento para comprimento
de onda maiores, chamado de deslocamento batocrémico, de absorcdo e
desenvolvimento de coloracdo azulada (NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014).

Associagdes intramoleculares ou intermoleculares entre pigmentos e/ou

outros compostos incolores como compostos organicos incolores ou ions metélicos
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podem também gerar mudancga ou incremento na intensidade da cor (BOULTON,
2001). Esse fenbmeno é chamado de copigmentacdo, e pode ser observado em
antocianinas, que é uma classe de pigmentos que muitas vezes nao sao azuis, e sim
vermelhos por serem moléculas que naturalmente absorvem luz azul, mas que
desenvolvem a cor azulada quando estédo ligados a grupamentos quimicos capazes
de deslocar a absorgdo para o comprimento de onda do vermelho (ESCOTT et al.,
2018). Semelhantemente, os carotendides, que sao originalmente avermelhados,
guando complexados com iodo, ou interagidos com cadeias laterais de aminoacidos,
ou carregados positivamente, resultam em carotenoproteinas azuis (NEWSOME;
CULVER; BREEMEN, 2014).

As plantas podem apresentar varias classes de pigmentos (carotenoides,
clorofilas, betalainas), mas as antocianinas sao fontes da maioria das cores de tons
azulados e purpuras para as industrias de alimentos e bebidas. Porém, a aplicacao é
limitada devido a problemas de estabilidade da molécula e manutencdo da cor em
meios que ndo sejam levemente acidos ou neutros (pH 5-7) (NEWSOME; CULVER,;
BREEMEN, 2014).

De forma semelhante, os pigmentos pertencentes ao grupo dos azulenos
como o chamazuleno e guaiazuleno, que sdo formados durante o processo de
producdo de Oleos essenciais de plantas como Matricaria chamomilla e Artemisia
absinthium (BATIHA et al., 2020), tendem a ser lipossollveis e de baixa estabilidade
(REZA; TREJO; VERA-AVILA, 2002). Ademais, o chamazuleno ainda apresenta dificil
processo de purificagdo (ABDELHAMEED et al., 2017), sendo o uso direto do 6leo
essencial limitado devido ao aroma e odor herbaceos caracteristicos que podem
interferir negativamente nas caracteristicas organolépticas dos alimentos
(YANGILAR; YILDIZ, 2018), enquanto que o guaiazuleno, esta disponivel
comercialmente e é aprovado para o uso em cosmeticos (FDA, 2020).

Outros pigmentos azulados derivados de plantas, como indigotina e seus
derivados de Indigosfera tinctoria ou Isatis tinctoria, também possuem sensibilidade a
luz e alteracbes pH que séo atributos chave para aplicacdo em alimentos e bebidas.
Enquanto os pigmentos derivados de iridois de Genipa americana e Gardenia
jasminoides, apesar de possuirem certa estabilidade a luz e pH, o uso € limitado
(NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014), sendo alguns destes nédo aprovados nos
EUA ou UE por questdes toxicolégicas (SANTOS, M. C. Dos; BICAS, 2021).
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Contudo, a producédo de pigmentos do tipo ficocianina azuis por
cianobactéria Arthrospira platensis (Spirulina platensis) permitiu a produg¢éo comercial
de extrato e a aprovacao pela FDA para utilizagdo como aditivo de cor em alimentos
como confeitos, sorvetes, bebidas e gelatinas (FDA, 2017), sendo o principal pigmento
azulado encontrado no extrato de spirulina, a ficocianina, podendo ser encontrada
também certa quantidade de aloficocianina, que também contribui para a coloragéo
azulada do extrato (WHO, 2019).

Apesar do extrato de spirulina ainda possuir limitada aplicacdo devido as
guestdes de estabilidade como baixa estabilidade a luz, temperatura e matrizes 4cidas
(CHOI, W. Y.; LEE, 2018; FAIETA et al., 2020), a producédo comercial e aprovacao do
uso na industria de alimentos mostra o grande potencial dos pigmentos azuis de
origem microbiana.

As opcdes de pigmentos naturais ainda sao escassas e ainda enfrentam
regulamentacdes complexas para garantir a aplicacdo especificada e o consumo
seguro. Existem uma variada gama de pigmentos azulados microbianos descobertos
e em desenvolvimento que estédo apresentados em revisées como de Newsome et al.
(2014) e Santos, M. C. dos e Bicas (2021), que enfrentam varias dificuldades como a
obtencédo da aprovacao regulatéria e o desenvolvimento de corantes naturais estaveis.

A aprovacéo regulatéria € um dos mais importantes entraves, por ser um
processo laborioso e moroso que envolvem a obtencédo de informacdes quimicas,
biolégicas e toxicolégicas detalhadas que s&o estipulados pela autoridade
regulamentadora, podendo variar de acordo com o pais em que a aprovacdo é
requerida (KRAMER et al.,, 2019; WROLSTAD; CULVER, 2012). Dentre essas
avaliagOes, a toxicologica é a mais critica, envolvendo avaliagBes como toxicocinética,
genotoxicidade, toxicidade subcrénica/cronica e carcinogenicidade (KRAMER et al.,
2019), e a obtencdo desses dados é um dos parametros criticos que definem a
viabilidade inicial do desenvolvimento do corante que seja seguro para aplicacdo em
alimentos ou cosméticos.

Ademais, 0s novos corantes também devem apresentar a tonalidade
desejada, estabilidade, aplicabilidade e custo competitivo (NEWSOME; CULVER,;
BREEMEN, 2014), mostrando assim a necessidade de intensificacdo dos estudos
nesta area a fim de produzir alternativas naturais que sejam seguras, melhores e

competitivas aos corantes sintéticos.
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3.5 Metabolismo secundério microbiano e produc¢édo de pigmentos

O metabolismo secundario e a vasta colecdo de produtos sintetizados, 0s
metabdlitos secundarios, por grupos especificos de organismos pertencentes aos
diversos reinos da vida, desde bactérias e fungos até plantas e animais possuem
diversas funcionalidades relacionados a sobrevivéncia como o crescimento,
desenvolvimento, comunicacdo, defesa, reproducédo e dispersao (FRANZONI et al.,
2019; PIEL, 2010). O metabolismo secundario exerce um papel importante na
producdo de compostos espécie-especificos que possibilitam a tolerancia,
manutencdo e homeostase do organismo em condi¢cdes bidticas e abibticas
desfavoraveis, e atuam nas interacées inter e intraespecificas conferindo beneficios
para a sobrevivéncia, competitividade e coevolucao entre as diferentes espécies (PIEL,
2010).

Ainda que a maioria dos organismos vivos possuam a capacidade de
produzir metabdlitos secundarios, os fungos filamentosos e as bactérias encontram
uma posicdo de destaque. Estes microrganismos produzem uma variedade de
metabdlitos secundarios que incluem desde toxinas, carotendides, compostos
fendlicos, vitaminas e acidos orgéanicos, muitos dos quais possuem propriedades Uteis
para a humanidade, como principios ativos para industria farmacéutica (antibiéticos,
fotoprotetores) (VAISHNAV; DEMAIN, 2011) e cosmética (tonalizantes, biobatons,
biodelineadores, biomascaras para cilios) (RAMESH et al., 2019; SATHASIVAM; K,
2018), aditivos para a industria alimenticia humana e animal (corantes, aromas,
vitaminas, conservantes, antioxidantes) (KALLSCHEUER et al., 2019; RAMESH et al.,
2019; SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019), e compostos bioativos para a industria
agricola (fertilizantes, defensivos, horménios de crescimento) (MISHRA; ARORA,
2018; RAMESH et al., 2019) entre outros (bioindicadores) (RAO; XIAO; LI, 2017; SEN;
BARROW,; DESHMUKH, 2019).

As perspectivas econbmicas e de aplicacdo desses compostos de
diferentes origens e naturezas quimicas, que apresentam propriedades
farmacolodgicas distintas, tém sido descritas em varias revisdes (KALLSCHEUER et
al., 2019; SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019; VAISHNAV; DEMAIN, 2011), e uma
colecdo de estudos vém sendo publicada nos ultimos anos, como estudos
relacionados a identificacdo dos agrupamentos de genes responsaveis pela

biossintese desses compostos assim como o estabelecimento dos varios mecanismos
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de ativacédo e regulacdo envolvidos, tais como os parametros fisicos (pH, temperatura,
umidade, aeracao), quimicos (propor¢do de nutrientes disponiveis) e o estagio no ciclo
de vida do microrganismo. No entanto, o entendimento mais amplo para o aumento
da sintese dos metabdlitos secundarios de interesse ainda é limitado (MARTIN et al.,
2019; SINGH et al., 2019).

Os microrganismos produzem uma variedade de pigmentos, que incluem
desde os pigmentos fluorescentes aos pigmentos nao fluorescentes, podendo
observar mais de 260 dos principais pigmentos produzidos pelas diferentes espécies
numa revisao publicada recentemente (RAMESH et al., 2019), sendo os carotendides,
antraguinonas, pigmentos monascus e riboflavina os principais pigmentos produzidos
para a industria de alimentos (NIGAM; LUKE, 2016; SEN; BARROW; DESHMUKH,
2019).

Dentre o0s carotenoides, a producdo comercial de [p-caroteno €
principalmente realizada por Blakeslea trispora, Mucocircinelloides e Phycomyces
blaskesleeanus, com aplicacdo em O6leos vegetais, bebidas a base de laranja,
margarina entre outros, enquanto o licopeno é produzido comercialmente pela inibicdo
da formacdo de B-caroteno em Blakeslea trispora (HERNANDEZ-ALMANZA et al.,
2016; SAINI; PABBI; SHUKLA, 2018). J4 o Natural Red (antraquinonas), produzido
por Penicillium oxalicum, é recomendado pela Comissdo do Codex Alimentarius
(CAC) e utilizado em varios produtos alimenticios como produtos carneos, bebidas e
confeitos (DUFOSSE, 2016).

A riboflavina é produzida comercialmente por Ashbya gossypii, Candida
famata e Bacillus subtilis, e utilizada como aditivo alimenticio em cereais, macarréao,
molhos, queijos processados, produtos lacteos, bebidas de frutas, entre outros
(NIGAM; LUKE, 2016; SOLYMOSI et al., 2015). Ao passo que, 0S pigmentos
monascus, tém como as principais espécies produtoras M. pilosus, M. purpureus, M.
ruber e M. froridanus, dos quais 0s pigmentos séo utilizados como aditivos alimenticios
em vinhos tintos, salsichas, carnes, entre outros (CARO et al., 2017; NIGAM; LUKE,
2016).

Apesar do uso dos pigmentos monascus ndo serem permitidos na Europa
e nos EUA devido ao risco de contaminagdo com a micotoxina citrinina que pode ser
produzida concomitantemente, mesmo ja existindo atualmente linhagens nao

produtoras desta toxina, estes pigmentos tém sido legalmente e tradicionalmente
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utilizados como corantes alimenticios nos paises asiaticos por milhares de anos
(DUFOSSE, 2018b).

A possivel producédo concomitante de algumas toxinas nos leva a acreditar
gue pigmentos provenientes de plantas parecam mais seguras, no entanto, nem
sempre estas fontes também vao nos fornecer produtos livres de toxinas. Dependendo
da fonte vegetal utilizada, como por exemplo a obtencdo de antocianinas de bagaco
de uva, contaminacdes consideraveis de micotoxinas como a ocratoxina A produzidos
principalmente por Aspergillus spp. podem ser encontradas (DUFOSSE, 2018b).

Dessa forma, a escolha de uma linhagem nao patogénica, investigacao e
controle da via metabdlica de biossintese e sele¢cdo da composi¢cdo do meio de cultivo
sdo cruciais para o controle da producdo de toxinas e garantir a producdo de
pigmentos microbianos seguros de aplicabilidade em alimentos (DUFOSSE, 2018b;
RAO; XIAO; LI, 2017).

Na Tabela 4 estdo listados os pigmentos microbianos que estdo sendo
utilizados atualmente como corantes naturais em alimentos e suas respectivas
espécies produtoras pertencentes aos grupos das microalgas, bactérias,
cianobactérias e fungos (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019).
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Tabela 4. Pigmentos microbianos utilizados como corantes naturais para alimentos.

(Continua)
Pigmento Cor Microrganismo Bioatividade
|
Microalga
| Astaxantina Rosa- Haematococcus Antioxidante  fotoprotetor,
vermelho pluvialis anticancerigeno, anti-
inflamatério
| | | | 1
B-caroteno Laranja Dunaliella salina Anticancerigeno,
antioxidante
| | | | 1
Luteina Amarelo Chlorella sp. Antioxidante
[
Cianobactéria
| Ficocianina Azul Arthrospira sp. Antioxidante, antitumoral,
(Spirulina sp.) imunoregulador
| Bactéria
| Astaxantina Rosa- Agrobacterium Antioxidante,
vermelho aurantium anticancerigeno, anti-
inflamatorio
| | | | 1
Prodigiosina Vermelho Serratia Anticancerigeno,
marcescens, imunossupressor
Pseudoalteromonas
rubra
| | | | 1
Piocianina Azul, verde Pseudomonas spp.  Antibacteriano,

antifangico, antioxidante

(SALEEM et al., 2021)
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Tabela 4. Pigmentos microbianos utilizados como corantes naturais para alimentos.

(Concluséao)

Pigmento Cor Microrganismo Bioatividade
|
Fungos
|
Ancaflavina Amarelo Monascus sp. Antitumoral, anti-
inflamatdrio
I - I I - - - I - - - - I
Antraquinonas Vermelho Penicillium Antifungico, virucida

(Natural Red oxalicum

/ Arpink red)
| | | | 1
B-caroteno Amarelo- Blakeslea trispora, Anticancerigeno,
laranja Fusarium antioxidante
sporotrichioides,
Mucor
circinelloides,
Neurospora
crassa,
Phyconyces,
Blaskesleeanus
| | | | 1
Monascorubramina Vermelho Monascus spp. Antioxidante,
Anticancerigeno
| | ] | 1
Riboflavina Amarelo Ashbya gossypii  Anticancerigeno,
antioxidante
| | ] | 1
Rubropunctatina Laranja Monascus spp. Anticancerigeno

Fonte: adaptado de Sen et al. (2019).

No artigo de revisao do qual foram obtidas as informacdes da Tabela 4, ha

também informacdes sobre outras espécies de leveduras e arqueias que estdo em

desenvolvimento, enquanto que a revisao de Venil et al. (2020) particulariza o

potencial de outras bactérias, ambos examinando e discutindo a importancia, as
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vantagens, aplicabilidade, seguranga, o cenario do mercado, as novas tecnologias e
métodos, e os desafios ainda existentes para o desenvolvimento de pigmentos
microbianos aplicaveis em alimentos.

Muitas pesquisas tém sido realizadas para avaliacdo da bioatividade destes
pigmentos microbianos ja que, além de conferir cor, estes compostos possuem
variadas funcionalidades farmacolégicas interessantes que beneficiam e promovem a
saude e o bem-estar humano incluindo atividade antioxidante, antimicrobiana,
anticancerigena, imunoreguladora, anti-inflamatéria, antiparasitica, entre outras
(Tabela 4).

Sabe-se que os fungos séo produtores importantes de pigmentos e vém
sendo investigados ha algum tempo como fonte disponivel de corantes quimicamente
diferentes tais como carotendides, melaninas, flavinas, fenazinas, quinonas, e as
violaceinas (COPETTI, 2019). Os fungos possuem um papel chave na producéo
microbiana de pigmentos de grau alimenticio devido ao diverso espectro de tons de
cor e perfis quimicos, cultivo menos complexo, em condicbes amenas e facilidade na
ampliacdo de escala (DUFOSSE et al., 2014).

De forma geral, a utlizagdo dos microrganismos em processos
fermentativos para producdo de pigmentos possuem varias vantagens e
possibilidades de uma producdo de custo reduzido, alta produtividade, extracéo
facilitada, utilizacdo de matérias primas de baixo custo e/ou de residuos
agroindustriais (RODRIGUES, T. A. et al., 2019), de facil escalabilidade, ndo sofre
com variacao sazonal e permite a utilizacdo de técnicas estatisticas de otimizacao do
processo fermentativo e de extracdo (NIGAM; LUKE, 2016), melhoramento genético
da linhagem, engenharia genética para expressao heterdloga e engenharia
metabdlica para a potencializacdo da biossintese dos pigmentos naturais (SEN;
BARROW,; DESHMUKH, 2019).

Os pigmentos microbianos tendem a ser mais estaveis que os pigmento
naturais de origem vegetal, por serem sintetizados em resposta as condi¢cdes
desfavoraveis para o crescimento como, escassez ou excesso de nutrientes (HUANG,
T.etal, 2017; STUDT; TUDZYNSKI, 2014), radiacdo luminosa (PALACIO-BARRERA
et al., 2019), temperatura (ALEM et al., 2020), estresse oxidativo (NANOU; ROUKAS,
2011), entre outros, a fim de auxiliar na homeostase, tolerancia e sobrevivéncia destes

microrganismos nesses ambientes (PIEL, 2010).
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No entanto, os pigmentos microbianos ainda s&o pouco estaveis em
comparagao aos corantes sintéticos e sofrem sérios efeitos dos fatores ambientais do
processamento e armazenamento como luz, pH, temperatura (MORALES-
OYERVIDES et al., 2015), oxigénio, atividade de agua, radiacéo ultravioleta, tempo, e
também da matriz alimenticia em que esta inserido, o que acaba limitando a ampla
aplicacao destes pigmentos (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019).

Os pigmentos microbianos possuem estruturas e naturezas quimicas
diversas de acordo com as suas origens e funcdes, que refletem nas condi¢des 6timas
especificas de estabilidade e solubilidade de cada pigmento. Deste modo, nos
pigmentos monascus, por exemplo, por ser uma mistura de pigmentos vermelho,
laranja e amarelo, a proporcao desses pigmentos na composicao € um fator que afeta
0s parametros de estabilidade, j& que cada um possui um perfil de estabilidade
diferente (SRIANTA et al., 2014) tal como, o0 pigmento laranja, que possui uma
degradacéao maior em pH alcalino enquanto que o vermelho possui uma degradacao
reduzida em pH alcalinos (VENDRUSCOLO et al., 2013).

Neste contexto, tecnologias como microencapsulamento (ARAB et al.,
2019; VENIL et al.,, 2015), nanoemulsGes e nanoformulagcdes estdo sendo
desenvolvidas e utilizadas a fim de melhorar a estabilidade e a solubilidade dos
pigmentos naturais e sua faixa de aplicabilidade (SEN; BARROW; DESHMUKH, 2019).
Apesar disso, a crescente demanda e a necessidade do desenvolvimento de métodos
gue auxiliam no melhoramento da estabilidade dos pigmentos naturais, a descoberta
e a disponibilidade de novas moléculas naturais auxiliam no desenvolvimento de
tecnologias de producéo e formulagéo de corantes naturais mais competitivos (SEN;
BARROW,; DESHMUKH, 2019).

Assim, nos ultimos anos esta ocorrendo um crescimento no interesse e na
procura de fontes Unicas de obtencéo e exploracédo de novas linhagens microbianas
gue possuam perspectivas de producdo de pigmentos e produtos naturais bioativos.
Além das fontes tradicionais de isolamento de linhagens produtoras de pigmentos
como solo e plantas (PEYRAT et al., 2019), o ambiente marinho vem chamando a
atencdo dos pesquisadores como fonte de fungos para a descoberta de novos
produtos naturais (OVERY et al., 2019). Um exemplo particular € a obtencdo de
linhagens de Talaromyces spp. isolados de ambientes marinhos que vém chamando
a atencdo como bons produtores de compostos coloridos soliveis em agua, de
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tonalidades do laranja ao vermelho (AGUILAR et al., 2018; VENKATACHALAM et al.,
2018).

Apesar da identificacdo de novas linhagens e novos pigmentos microbianos
com grande potencial de uso, tanto de bactérias (ASKER, 2018; VENIL; DUFOSSE;
DEVI, 2020), cianobactérias (DEJSUNGKRANONT; CHISTI; SIRISANSANEEYAKUL,
2017; SAINI; PABBI; SHUKLA, 2018), microalgas (RAHMAN et al., 2017), leveduras
(ASKER, 2018) e fungos, muito poucos pigmentos microbianos podem ser utilizados
como corantes de alimentos, os quais levaram décadas para o desenvolvimento e
ainda continuam passando por entraves regulatérios que afetam a disseminacéo do
uso (DUFOSSE, 2018b).

Dessa forma, percebe-se a complexidade e importancia dos estudos nesta
area a fim de obter pigmentos naturais microbianos mais competitivos em relacao aos
pigmentos sintéticos, auxiliando na ampliacdo da variedade de tonalidades de cores
disponiveis para aplicagdo em alimentos juntamente com a promog¢éo da saude e

garantia da seguranca dos alimentos.

3.6 Fusarium spp. e producgéo de pigmentos

A demonstracdo e o crescimento abrangente da aplicacédo industrial de
pigmentos policetideos (azafilonas, hidroxiantraquinonas e naftoquinonas) de fungos
filamentosos ascomicetos como Monascus spp., Neurospora spp. e Fusarium spp.,
em alimentos, cosmética, téxtil, couro, papel, racdo animal e no delineamento de
produtos farmacéuticos, mostra o grande potencial destes compostos como agentes
corantes. Isso se deve a diversidade estrutural e funcional dos pigmentos
pertencentes a essa familia que vém oferecendo uma alternativa interessante para
obtencdo de novos pigmentos naturais, de cores diferentes e mais vividos (LEBEAU
et al., 2019).

Fusarium spp., incluem um numero de espécies de fungos filamentosos
patogénicos de plantas amplamente distribuidas no ecossistema que infectam varias
cultivares economicamente importantes como cereais (trigo, aveia, arroz, milho),
frutas (meldo, banana), tubérculos (batata) e algoddo causando reducdo na
produtividade e contaminacdo por micotoxinas (EARLY, 2009; MICHIELSE; REP,
2009). Produzem um diverso espectro de metabolitos secundarios, desde micotoxinas
como moniliformina, fusarina C, fumonisinas, acido fusarico, eniatinas e beauviricina,

até metabdlitos de interesse econémico, como horménios (giberelina) e pigmentos
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(neurosporaxantina, bicaverina, fusarubina) (AVALOS et al., 2017; STUDT,;
TUDZYNSKI, 2014).

Devido a isso, algumas espécies pertencentes ao género Fusarium séo
modelos de pesquisa de processos bioldgicos bem estudados e conhecidos, como o
Fusarium fujikuroi no estudo de promotores de crescimento de plantas (giberelina) e
regulacdo da biossintese de pigmentos, Fusarium oxysporum em estudos de
patogenicidade em plantas e Fusarium aquaeductuum, assim como as outras duas
espécies citadas, em estudos de carotegénese, sendo o principal carotendide
produzido a neurosporaxantina (AVALOS et al., 2017; RUGER-HERREROS et al.,
2019).

Este grupo de microrganismos produz uma diversidade de metabdlitos
coloridos policetidicos, que leva ao reconhecimento como uma fonte promissora de
pigmentos naturais (LEBEAU et al., 2019). Os pigmentos vermelhos de naftoquinona
como a aurofusarina, bicaverina, bostricoidina, javanicina, e novarubina séo descritos
como o0s produzidos em maior abundancia, seguido pelos pigmentos
hidroxiantraquindicos, crisofanol, catenarina, eritroglaucina e tritisporina (CARO et al.,
2017). Outros pigmentos de coloragdo purpura também foram identificados entre
essas espécies como 8-O-metil anidrofusarrubina e purpurfusarina, além da
confirmacéo recente da ocorréncia de dois novos pigmentos de naftoquinonas purpura
soltveis em 4gua (LEBEAU et al., 2019).

3.6.1 Fusarium oxysporum e o pigmento bicaverina

Dentre as espécies de Fusarium, o F. oxysporum possui uma versatilidade
de morfologia das coldnias, variando entre isolados que ndo produzem nenhum
pigmento aos que produzem pigmentos desde o purpura palido ao magenta escuro,
sendo os pigmentos descritos na literatura de origem policetidica produzidas pela
espécie: 2,7-dimetoxi-6-(acetoxietil)juglone (amarelo), bicaverina (vermelho),
bostricoidina (vermelho), nectriafurona (amarelo), norjavanicina (vermelho), O-metil-
6-hidroxinorjavanicina (amarelo), O-methilanidrofusarubina (laranja-vermelho), O-
metilfusarubina (vermelho), O-metiljavanicina (vermelho) (MEDENTSEV; AKIMENKO,
1998), e dois novos pigmentos purpura ainda nao identificados, sendo o pigmento
bicaverina  (6,11-dihidroxi-3,8-dimetoxi-1-metil-benzo-xanteina-7,10,12-triona) 0

pigmento policetideo majoritario produzido (LEBEAU et al., 2019).
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O papel da bicaverina na patogenicidade em plantas ainda ndo esta
claramente definido, no entanto, ha sugestfes de que a biossintese desse composto
pode possuir um papel na inibicdo de outros microrganismos saprofiticos auxiliando
no processo de competicéo e viruléncia (BELL et al., 2003; PALACIO-BARRERA et
al., 2019; SPRAKER et al., 2018).

A producdo do pigmento bicaverina é conservado nas espécies do
complexo Fusarium fujikuroi (CFF), no qual englobam as espécies F. fujikuroi, F.
mangiferae, F. verticillioides, F. circinatum, F. proliferatum, F. oxysporum e F.
agapanthi (EDWARDS et al., 2016; MOUSSA et al., 2017; STUDT; TUDZYNSKI,
2014). No entanto, a sintese de bicaverina pode ser encontrada em algumas espécies
de Botrytis, sugerindo-se que o grupo de genes de biossintese pode ter sido adquirido
pelas linhagens ancestrais através de transferéncia horizontal de espécies de
Fusarium (WIEMANN et al., 2013).

A bicaverina € um pigmento que se acumula durante o cultivo no micélio
em resposta a condicBes adversas de crescimento como escassez de nitrogénio,
excesso de fonte de carbono, pH acido, e sensibilidade a iluminacao e aeracdo, que
apos autolise, é liberado como particulas insoliveis no meio (MEDENTSEV;
ARINBASAROVA; AKIMENKO, 2005; PALACIO-BARRERA et al., 2019; STUDT;
TUDZYNSKI, 2014). Juntamente com a bicaverina, o precursor norbicaverina também
pode ser encontrado no meio, porém em pequenas quantidades. Ademais, a sintese
e acumulo de bicaverina ndo estd necessariamente relacionada com o crescimento
celular, tendo relatos de produgdo maior em cultivos com menor quantidade de
biomassa (PALACIO-BARRERA et al., 2019).

A bicaverina foi primeiramente isolada em 1949 a partir de F. oxysporum f.
sp. vasinfectum e F. oxysporum f. sp. lycopersini e nomeada de licopersina
(KREITMAN; NORD, 1949). A renomeacdao para bicaverina ocorreu apos alguns anos
pelo isolamento de um composto semelhante a licopersina de F. fujikuroi (BALAN et
al., 1970) que foi elucidado estruturalmente por cristalografia de raio-X,
espectroscopia de UV e IR, ressonancia magnética nuclear e sintese quimica
(CORNFORTH et al., 1971; DE BOER et al., 1971; KJAR et al., 1971).

A origem policetidica da bicaverina foi elucidada através de marcacao
isotépica do acido acético (C13) que indicou a formagdo do esqueleto inteiro da
molécula a partir de nove unidades de acetil-CoA (MCINNES et al., 1976) realizada
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pelo tipo | de policetideo sintase (PKS), mais especificamente a PKS4
(LINNEMANNSTONS et al., 2002), renomeada posteriormente para BIK1 (WIEMANN
et al., 2009).

A biossintese de bicaverina envolve um grupo de genes composto por 6
genes, dentre os quais o bikl, o bik2 e bik3 sdo necessarios para a codificagdo das
respectivas enzimas responsaveis para a formacdo do precursor norbicaverina e
bicaverina (Figura 4), enquanto que o bik4 e bik 5 funcionam como reguladores
positivos, e o bik6 estd mais envolvido no transporte da bicaverina para fora da célula
(WIEMANN et al., 2009).

Figura 4. Esquema da via de biossintese da bicaverina em F. fujikuroi.
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Setas de linhas continuas (vermelhas) indicam a rota preferencial, enquanto que as
setas descontinuas (pretas) indicam as outras rotas possiveis de sintese de bicaverina.
Fonte: adaptado de Arndt (2015).
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A maior parte dos estudos realizados com linhagens de F. oxysporum tem
essencialmente focado nas propriedades biolégicas de seus principais metabdlitos
secundarios incolores, como o acido fusarico e beauvericina. No entanto, na literatura
pode-se observar que a bicaverina € um policetideo de grande interesse
biotecnoldgico devido as suas habilidades em afetar variados processos biologicos
gue resultam em propriedades interessantes. Dentre essas propriedades
interessantes encontramos: atividade antiprotozoaria (Leishmania braziliensis)
(BALAN et al., 1970), antifangica (Aspergillus niger) (CORNFORTH et al., 1971),
antibacteriana (Ralstonia solanacearum e linhagens patogénicas antibiético
resistentes) (DESHMUKH; MATHEW; PUROHIT, 2014; SPRAKER et al., 2018), anti-
oomitica (Phytophthora infestans) (KIM et al., 2007; SON et al., 2008), nematicida
(Bursaphelenchus xylophilus) (KUNDU et al., 2016; KWON et al., 2007), antioxidante
em linhagem celulares neuronais (NIRMALADEVI et al., 2014), até atividade inibitoria
em linhagens celulares tumorais de mamiferos, dentre as quais, diferentes células
tumorais humanas (FUSKA; PROKSA; FUSKOVA, 1975; HAIDAR et al., 2019; ZHAN
et al., 2007).

Em relacdo ao quesito estabilidade e aplicagdo como potencial corante,
estudos referentes a esses temas dos pigmentos produzidos por F. oxysporum s&o
escassos. Porém, ha relatos de que a bicaverina possui propriedades indicadoras
devido a mudanca de cor, do vermelho em solucdes acidas para azul-violeta em
solugBes alcalinas (CHELKOWSKI; ZAJKOWSKI; VISCONTI, 1992), além de possuir
indicacédo de possuir um nivel de estabilidade térmica semelhante ao carmim (extrato
de cochonilha) que suporta uma exposicédo a 90°C por longos periodos de tempo (6
h) sem que ocorra mudanca consideravel de cor em solugdes aquosas (FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2013; PALACIO-BARRERA et al., 2019), ainda de apresentar melhor
estabilidade luminosa em condi¢des especificas de pH (PALACIO-BARRERA et al.,
2019).

Apesar das evidéncias da importancia da bicaverina em aplicacdes
biologicas, estratégias de sintese quimica para a producéo dessa molécula ainda nao
sdo bem desenvolvidas e exploradas (KJAR et al., 1971; PELAGEEV; BORISOVA,;
ANUFRIEV, 2018), sendo a obtencao comercial realizada principalmente por isolados
pertencentes ao género Fusarium como o F. subglutinans (Bikaverin Sigma-Aldrich,
Alemanha).
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A vista disso, percebe-se a complexidade e a importancia dos estudos
nesta area a fim de obter pigmentos naturais microbianos mais competitivos em
relacdo aos pigmentos sintéticos. Dessa forma, este projeto dara continuidade aos
estudos realizados de otimizacdo de producéo e purificacdo do pigmento bicaverina
obtido por fermentagcdo submersa da linhagem de F. oxysporum, das biomassas
vermelha e azul, sabendo-se que o pigmento bicaverina € o componente majoritario
do extrato e que os estudos de toxicidade aguda, o qual seguindo a metodologia
OECD 423 de 2001 resultaram em ndo toxicidade na concentracdo maxima
administrada (MENDONCA, 2019; SANTOS, M. C. Dos, 2020).

3.7 Janthinobacterium spp. e o pigmento violaceina

As espécies pertencentes ao género Janthinobacterium sédo bactérias
Gram-negativas, méveis que tém sido isoladas de varios habitats, que incluem desde
ambientes antarticos (MOJIB; ANDERSEN; BEJ, 2011) e aquaticos
(LYAKHOVCHENKO et al., 2021), plantas (KANG et al., 2007), insetos (ZHANG et al.,
2011) e anfibios (BRUCKER et al., 2008). Este género engloba espécies como o
Janthinobacterium lividum (O’SULLIVAN et al., 1990), J. svalbardensis (AVGUSTIN et
al., 2013), J. agaricidamnosum (GRAUPNER et al.,, 2012), J. violaceinigrum, J.
aquaticum, e J. rivuli (LU et al., 2020). Sao bactérias ainda pouco estudadas mas que
sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios como jantinocinas A, B e C
(O'SULLIVAN et al., 1990), jagaricina (GRAUPNER et al.,, 2012), violaceina
(PANTANELLA et al., 2006) e outros pigmentos néo identificados (AVGUSTIN et al.,
2013).

As jantocinas sdo lactonas decapeptidicas macrociclicas que
demonstraram atividade antibacteriana semelhante ou superior que a vancomicina,
contra varias bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistente a
meticilina e enterococo resistente a vancomicina (O’SULLIVAN et al., 1990).

A jagaricina é um lipopeptideo ciclico isolado de J. agaricidamnosum
causador da podriddo mole (soft rot) em cogumelos, que demonstrou forte atividade
antimicrobiana contra fungos patogénicos humanos como Candida albicans,
Aspergillus fumigatus e A. terreus (GRAUPNER et al., 2012).

A violaceina (3-(1,2-dihidro-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-oxo-3H-pirrol-3-
ilidene)-1,3-dihidro-2H-indol-2-one) é um pigmento alcaldide indol puUrpura-azul
derivado do aminoacido triptofano biossintetizado ndo so6 por Janthinobacterium, mas
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por diversas linhagens bacterianas pertencentes aos géneros Chromobacterium,
Collimonas, Duganella, Microbulbifer, Alteromonas, Pseudoalteromonas, entre outros,
isolados a partir de habitats diversos como solos, aguas marinhas até habitats glaciais
(KANELLI et al., 2018).

A violaceina € um metabdlito secundario que, em Chromobacterium, é
biossintetizado em uma via que envolve cinco enzimas e a transformagéo de dois
residuos de L-triptofano (Figura 5). A primeira enzima, chamada de VioA, inicia a
biossintese catalisando a reacéo de oxidacdo do triptofano para formacéo da imina de
acido indol-3-piravico (IPA), que logo é dimerizado pela VioB. O dimero de IPA é
convertido em acido prodeoxiviolaceinico por VioE, passando para VioD capaz de
hidroxilar na posicdo 5 do anel indol e produzir a proviolaceina. Finalmente, a
proviolaceina é oxidada na posi¢do 2 do outro anel indol pela VioC resultando na
producéo da violaceina (DURAN, N. et al., 2016).



57

Figura 5. Esquema da via de biossintese da violaceina em Chromobacterium
violaceum. VioA: triptofano 2-monoxigenase dependente de flavina adenina
dinucleotideo (FAD); VioB: policetideo sintase; VioC e VioD: monooxigenases

dependentes de FAD; VioE: prodeoxiviolaceina sintase.
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Em espécies selvagens, durante a biossintese de violaceina podem ser
formados também subprodutos como a oxiviolaceina a deoxiviolaceina. Comparada a
violaceina, a oxiviolaceina possui um atomo de oxigénio a mais na posic¢ao 20 do anel
indol, enquanto que a deoxiviolaceina possui um atomo de oxigénio a menos na
posicdo 6 do anel indol (WANG, H. et al., 2012). Estes subprodutos, apesar de serem
produzidos em baixas quantidades, a deoxiviolaceina pode normalmente compor até

10% do pigmento produzido pela biossintese de violaceina (WANG, H. et al., 2012).
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A violaceina € um pigmento de boa capacidade tintorial e estabilidade,
frequentemente associado a producdo de biofilme e mecanismos de quorum sensing
(NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014), sendo o Chromobacterium violaceum a
espécie produtora mais estudada e conhecida (CHOI, S. Y. et al., 2015; KANELLI et
al., 2018) e o Janthinobacterium lividum utilizado para a obtencao comercial (Violacein
Sigma-Aldrich, Alemanha), j& que o J. lividum é classificado no nivel de biosseguranca
mais baixo (NB-1), enquanto que o C. violaceum possui um risco moderado (NB-2).

As espécies produtoras selvagens ainda sdo consideradas de baixa
producdo, levando ao desenvolvimento de estudos com producdo heteréloga.
Producdo de violaceina heter6loga em Citrobacter freundii, Saccharomyces cerevisiae
e Escherichia coli tém sido realizados, conseguindo-se uma producdo superior com
linhagem recombinante de E. coli com 4,45 g/L de violaceina (YANG et al., 2011;
ZHOU et al., 2018).

A violaceina possui um amplo espectro de propriedades biolégicas, tais
como acgao antimicrobiana, com destaque para as linhagens patogénicas resistentes
a antibidticos (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina), atividades
antiparasitérias,  antivirais,  antitumorais,  antioxidantes, = antiulcerogénica,
imunomodulatéria, antinociceptiva, além de apresentar boa capacidade de conferir
propriedades antimicrobianas em tecidos tingidos com este pigmento (CAUZ et al.,
2019; CHOI, S. Y. et al., 2015; KANELLI et al., 2018).

O mecanismo de acdo bactericida da violaceina envolve a alteracdo da
permeabilidade da membrana citoplasmética, principalmente de bactérias Gram-
positivas (Streptococcus, Enterococcus e Listeria), e também de linhagens resistentes
aos antibiéticos. Como o mecanismo € pouco especifico, a violaceina apresenta
atividade contra os diferentes tipos de patégenos (bactérias, fungos, protozoarios,
virus) e ceélulas tumorais, levantando questionamentos sobre sua seguranca
toxicoldgica. No entanto, apesar da falta de estudos de toxicidade in vivo da violaceina,
Cauz et al. (2019) sugerem que esta ndo deve ser uma molécula muito téxica e, caso
venha a apresentar toxicidade muito elevada, ela ainda poderia ser utilizada na forma
modificada (mais seletiva) para fins terapéuticos. Ha também estudos de toxicidade
de 35 dias em camundongos que demonstram boa tolerancia em doses diarias de até
1000 pg/kg i.p. sem causar hematotoxicidade, ou toxicidade renal e hepatica
(BROMBERG et al., 2010).
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Dessa forma, a violaceina apresenta potencial uso comercial, com
oportunidades para aplicacdes em farmacos e cosméticos, tecidos, materiais médicos
e alimentos (DURAN, M. et al., 2012). No entanto, apesar de bastante estudada, a
producdo comercial de violaceina ainda possui baixa produtividade e o seu uso em
alimentos ainda necessita de avaliagbes de seguranca e aprovacao regulatoria
(SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017; ZHOU et al., 2018).

Diante do exposto, percebe-se a complexidade e importancia dos estudos
nesta area a fim de obter pigmentos naturais microbianos mais competitivos em
relagdo aos pigmentos sintéticos. Deste modo, este projeto, além de dar continuidade
aos estudos realizados de obtenc&do de corantes vermelho e azul a partir de F.
oxysporum, iniciou estudos de producao de violaceina por Janthinobacterium sp., com
foco na producdo de corantes azulados para possivel aplicacdo em formulacdes
alimenticias e cosméticas. Esperando-se, assim, ampliar o painel de corantes naturais
disponiveis para uso comercial bem como contribuir com a promogéo da saude e

garantia de um produto mais seguro e ambientalmente mais amigavel.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi composto por duas grandes partes, uma para cada

microrganismo estudado: 1) avaliagdo das condi¢cdes de producdo de corantes

azulados a partir dos corantes vermelhos ricos em pigmento bicaverina produzidos

por Fusarium oxysporum CCT7620 (Figura 6); e 2) isolamento e identificacdo de

bactéria parpura e do pigmento produzido, e avaliacdo de diferentes meios liquidos

para crescimento celular e producéo de pigmento (Figura 7).

Na parte de avaliacdo das condicfes de obtencédo de corantes azulados de

Fusarium foram realizados os seguintes procedimentos, que serdo detalhadamente

descritos nas se¢des seguintes (em 4.1 e 4.3):

Manutenc¢éo do F. oxysporum CCT7620 e obtenc¢do do inéculo;
Fermentacdo em meio liquido e obtencdo da biomassa vermelha umida
(BVU) e biomassa vermelha centrifugada (BVC);

Avaliacdo dos materiais ricos em celulose para obtencédo de biomassa
azul imida (BAU);

Avaliacao da adicdo de compostos alcalinos e metélicos para obtencéao
de BAU,;

Avaliacao da adicdo de diferentes tipos de agua na formacéo de BAU;
Obtencédo de biomassa azul (BA) por conversao direta da BVC;
Obtencéo do extrato vermelho bruto em acetato de etila (EVB) e extrato
vermelho concentrado (EV);

Obtencédo de extratos azuis (EA) a partir da adicdo de compostos
alcalinos, metdlicos e arginina nos corantes vermelhos;

Andlise quantitativa de elementos quimicos selecionados por
espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (FAAS) dos papeéis
Alveflor (PA) e Biopel (PB);

Andlise de cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a
espectrometro de massas em tandem (UHPLC-MS/MS) do EA obtido
por reacao com arginina;

Avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato vermelho (EV).

Na parte de isolamento e identificacdo de bactéria purpura e do pigmento

produzido, e avaliacdo de diferentes meios liquidos para crescimento celular e
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producdo de pigmento, foram realizados 0s seguintes procedimentos, que serao
detalhadamente descritos nas sec¢des seguintes (em 4.2 e 4.3):
e Isolamento e identificacdo de bactéria parpura;
e Identificacdo por UHPLC-MS/MS do pigmento produzido pela bactéria
purpura;
e Manutencao do isolado e preparo do in6culo;
e Avaliacéo de diferentes meios para o crescimento celular e producao de

violaceina pela bactéria purpura.
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Figura 6. Esquema dos principais procedimentos realizados para a avaliacdo das
condi¢bes de producao de corantes azulados a partir dos corantes vermelhos em
bicaverina produzidos por Fusarium oxysporum CCT7620. BVU: Biomassa vermelha
umida. BVC: Biomassa vermelha centrifugada. EVB: Extrato vermelho bruto
concentrado em acetato de etila. EV: Extrato vermelho. BAU: Biomassa azul imida.
BA: Biomassa azul. EA: Extrato azul.
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Figura 7. Esquema dos principais procedimentos realizados para o isolamento e
identificacdo bacteriana e do pigmento, avaliacdo de meios liquidos para

crescimento celular e producéo de pigmento.

Isolamento e identificacdo bacteriana e do pigmento, avaliagcao de
meios para o crescimento celular e produgao de pigmento
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4.1 Avaliacao das condi¢cdes de producao das biomassas e extratos azulados
por fermentacao de F. oxysporum CCT7620

4.1.1 Manutencéo do F. oxysporum CCT7620 e obtencao do in6culo

O fungo filamentoso utilizado neste estudo foi isolado, identificado e
depositado em estudo anterior realizado por Bicas e Silva (2013). O fungo foi isolado
a partir de suspensdo de solo em agua estéril coletado nas proximidades da
Universidade Federal de Sao Joao Del-Rei Campus Alto Paraopeba (UFSJ-CAP) no
municipio de Ouro Branco-MG, caracterizado morfologicamente como fungo fusiforme
Fusarium oxysporum, e depositado na Colecdo de Culturas Tropicais do Instituto
André Tozello (Campinas, Brasil) sob o cédigo CCT7620.

Neste trabalho, a linhagem F. oxysporum CCT7620 foi mantida em placas
de Petri contendo meio solido de arroz na propor¢éao 50 g/L de arroz moido e 20 g/L
de agar em agua destilada, sob incubacéo a 30°C, realizando-se repique sempre que

foi necessario. O indculo foi obtido a partir do repique por estriamento da linhagem em
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placa de Petri contendo meio sélido de arroz e incubagéo a 30°C por 72 h, e utilizado
na inoculacdo da fermentagcdo em meio liquido de arroz e obtencdo da biomassa
vermelha umida (BVU) (em 4.1.2).

4.1.2 Fermentacdo em meio liqguido e obtencdo da biomassa vermelha (BVU e
BVC)

A biomassa vermelha foi obtida a partir da transferéncia de um pedaco de
1,5 cm? do inéculo preparado anteriormente (em 4.1.1), para cada frasco de vidro
conico contendo 200 mL de meio liquido de arroz na proporgéo 20 g de arroz moido
por litro de agua, o qual foi homogeneizado com Ultra-Turrax a 7000 rpm sob
condi¢cBes estéreis por 30 s. A fermentacdo procedeu-se sob incubacdo agitada a
28°C e 250 rpm por 96 h, e a biomassa vermelha (BVC) recuperada por centrifugacéo
do meio fermentado (biomassa vermelha imida - BVU) a 9000 rpm por 5 min. A BVC
foi utilizada para a obtencdo do extrato vermelho (EV) (em 4.1.7) e da biomassa azul
(BA) (em 4.1.6).

Curiosamente, o processo de descontaminacdo por tratamento térmico
para descarte do sobrenadante juntamente com papel toalha utilizado para limpeza
do meio fermentado extravasado, acabou produzindo pigmentos azulados. Evento
gue levou a avaliacédo da adicdo de diferentes papéis e materiais ricos em celulose na
BVU para obtencdo de biomassa azul umida (BAU) e buscar esclarecer o ocorrido
(em 4.1.3).

Posteriormente, também observou a formacdo de pigmentos azulados
apos processo de descontaminagdo por tratamento térmico dos frascos de vidro
conico sujos de BVU utilizados na fermentacdo, nos quais foi adicionada agua da
torneira. A adicédo de agua foi com o intuito de manter umidas as sujidades dos frascos
e assim facilitar o processo de lavagem e limpeza dos frascos. Dessa forma, foram
realizadas também andlise de formacdo de pigmentos azulados com a adicdo de

diferentes tipos de agua (em 4.1.5).

4.1.3 Avaliacdo dos materiais ricos em celulose para obtencao de BAU

Durante o processo de descontaminagdo e descarte do sobrenadante
resultante do processo de centrifugacdo da biomassa Umida (em 4.1.2), o qual ainda

continha significativa quantidade de pigmento vermelho, notou-se que a introducéo de
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papel toalha comumente usado no laboratério ao sobrenadante e subsequente
autoclavagem a 121°C por 20 min converteu o pigmento vermelho remanescente para
azul. Devido ao papel toalha ser majoritariamente composto por celulose, acreditou-
se que este polissacarideo estivesse reagindo com a bicaverina do sobrenadante e
produzindo um pigmento azul. Dessa forma, foi realizada a avaliagdo de converséo
de cor da biomassa vermelha Uumida utilizando outros materiais ricos em celulose
como: papel pardo, papeléo, papel sulfite, dois papéis toalha de aspectos e marcas
diferentes, papel filtro qualitativo, algodédo e gaze. Dentre os papéis toalhas, foram
avaliados o papel toalha Alveflor (PA), produzido por Abbaspel Ind. e Comércio de
Papéis Ltda de aspecto mais branco e macio, e o papel toalha Biopel (PB), produzido
por Biopel Ind. e Comércio de Papéis e Artefatos de aspecto mais amarronzado e
aspero e que foi o responsavel pelo evento de conversdo de cor da biomassa
vermelha.

Foram avaliadas seis concentracdes diferentes de cada material: 13,0; 6,5;
3,2;1,6; 1,1; 0,8 mg/mL. Cada material foi adicionado a biomassa vermelha imida em
tubos de ensaio, e os tubos foram submetidos ao tratamento térmico a 121°C por 20
min em autoclave. Apoés resfriamento, foram realizadas medidas de pH em pHmetro
de bancada (Kasvi) de cada amostra.

Apesar de todos os materiais serem ricos em celulose, nem todos foram
capazes de converter a BVU em BAU, levantando a suposicdo de que houvesse
outros componentes no papel toalha responsaveis pela conversdo de cor. Dessa
forma, seguiu-se com a avaliacdo da adicdo de minerais como fonte de metais

comumente presentes no processo de producao de polpa e papel (em 4.1.4).

4.1.4 Avaliacdo da adicdo de compostos alcalinos e metélicos para obtencéo
de BAU

Sabe-se que durante o processo de digestdo quimica da madeira em
cavacos para producdo de polpa de papel € utilizado o licor negro, um liquido escuro
gue contém compostos quimicos alcalinos como NaOH, Na2S, Na2COs, Na2S0a,
NaS:203, aléem de metais como chumbo, ferro, bario, manganés, niquel, zinco,
cadmium, cromo, cobalto, cobre e arsénio (KEVLICH; SHOFNER; NAIR, 2017).
Suspeitou-se na possibilidade de que algum desses compostos ainda estivessem

presentes no produto finalizado, o que levou a prosseguir com a avaliacdo da adi¢cao
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de alguns dos compostos presentes no licor negro e de outros compostos quimicos
na BVU e subsequente tratamento térmico.

Foram avaliados os seguintes compostos quimicos: ZnSOs4, MnSOa,
MgSO4, FeSO4, Co0SO4, CuSOs, Ni(NOs)2, CaClz, CaCOs, NaCl, NasCsHSOz7,
(NH4)2S0a4, KH2PO4, KOH, Al20s. Para cada composto quimico, foi preparada uma
solugéo aquosa 1 mol/L a partir da qual foram preparadas diluicdes seriadas de fator
2 até a concentracdo de 122 pumol/L. Meio mililitro (0,5 mL) de cada solucédo foi
adicionado nos respectivos tubos de ensaio contendo 4,5 mL de BVU, tampados,
agitados em agitador de tubos por 5 s e submetidos ao tratamento térmico a 121°C
por 20 min em autoclave. O controle foi realizado com a adi¢do de 0,5 mL de agua
deionizada em 4,5 mL de BVU. ApGs o tratamento térmico, foram realizadas medidas
de pH em pHmetro de bancada (Kasvi) de cada amostra.

Ademais, a possibilidade da presenca de alguns desses minerais no papel,
gue estariam reagindo com a bicaverina presente na BVU, também levou a realizacéo
de andlise por espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (FAAS - do inglés

Flame Atomic Absorption Spectrometry) dos papéis toalha (em 4.3.1).

4.1.5 Avaliacdo da adicdo de diferentes tipos de dgua na formacéo de BAU

A observacdo da formacédo de pigmentos azulados apOs processo de
descontaminacédo por tratamento térmico dos frascos de vidro cbnico sujos de BVU
utilizados na fermentacdo, nos quais foram adicionados agua da torneira, levou a
realizacdo de diluicbes de BVU, a fim de permitir a variagdo da concentracado dos
possiveis ions metalicos presentes na agua para interacdo com 0 pigmento, em
diferentes tipos de agua e subsequente tratamento térmico.

Foram avaliados trés tipos de agua: (1) agua da torneira, por conter uma
variedade de minerais e ions provenientes da fonte e tipo de tratamento utilizado, além
de ocasionar a conversao de cor da biomassa vermelha para azul; (2) agua deionizada,
por ser uma agua que passa por um processo de remocao dos ions; e (3) 4gua
purificada (Soft Star — Everest), por ser uma agua obtida pela passagem da agua de
torneira por processos de filtragem para retencao de impurezas.

Foram realizadas oito diluicGes seriadas de fator 2 da BVU nos trés tipos
de agua: agua da torneira, deionizada e purificada. Cinco mililitros (5 mL) de cada

diluicdo foram colocados em tubos de ensaio de vidro, tampados, e submetidos ao
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tratamento térmico a 121°C por 20 min em autoclave. O controle de 5 mL de BVU
também foi submetido ao tratamento térmico nas mesmas condi¢bes, e ap0s o
tratamento foram realizadas medidas de pH em pHmetro de bancada (Kasvi) de cada
amostra. Este mesmo procedimento também foi realizado com o sobrenadante
resultante do processo de centrifugacdo de BVU. Os pHs das diferentes aguas
também foram medidos em pHmetro de bancada.

4.1.6 Obtencédo de BA por converséo direta da BVC

A BA por conversao direta foi obtida pelo espalhamento da BVC em placas
de Petri de vidro, em camadas finas e deixando-as abertas ao ar para melhor secagem,
porém ndo deixando-as secar completamente, e subsequente submissdo ao
tratamento térmico (121°C por 20 min) em autoclave (BICAS; SILVA, 2013).

4.1.7 Obtencédo do EVB e EV

O EV foi obtido por extracéo por solvente acetato de etila na proporcédo 1:1
(m:v) da BVC. A BVC com o solvente foi colocada sob agitacéo a 25°C e 200 rpm por
4 h 20 min, e o extrato obtido foi submetido a leitura da absorbancia a 500 nm
utilizando espectrofotdmetro UV-Vis para quantificacdo de bicaverina (MENDONCA,
2019). O processo de extragao foi repetido por mais duas vezes, e o extrato vermelho
foi submetido a rotaevaporacédo para obtencao do extrato vermelho bruto concentrado
em acetato de etila (EVB), o qual foi submetido a secagem final com gés nitrogénio e
obtencdo do EV. O EVB foi utilizado para obtencdo de EA por reagcdo com sais
metélicos (em 4.1.8.), e o EV foi utilizado para a obtencédo do EA por reacdo com

arginina (em 4.1.8.), e analise in vitro da capacidade antioxidante (em 4.3.3).

4.1.8 Obtencédo de EA a partir da adicdo de compostos alcalinos, metélicos e

arginina nos corantes vermelhos

O EA foi obtido de 3 formas: (1) por extracao a partir de BA; (2) por reacéo
de EV com arginina; (3) por reacdo de EVB com sais.

1) Extracdo a partir de BA: a obtencéo do EA da BA foi realizada utilizando
como solvente o dimetilsulféxido (DMSO). Para 0,30 g de BA pesados em tubo de
fundo conico foram adicionados 2 mL de DMSO, prosseguindo-se com a agitagcdo em

agitador de tubos por 1 min e centrifugacédo a 3600 rpm por 15 min. Aliquotas do EA
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foram transferidos para microtubos, criodessecadas em liofilizador e armazenados
para analises posteriores.

2) Reacéao de EV com arginina: estudos anteriores do grupo mostraram que
a reacao entre a BVU logo apos a fermentacdo e os aminoacidos arginina e histidina
na proporcdo 1:2 (v:m) para cada aminoacido e subsequente tratamento térmico,
resultaram na producédo de pigmento azul (SANTOS, M. N.; BICAS; SANTOS, 2017).
Dessa forma, avaliou-se a conversdo do EV para EA por meio da reacdo entre o
aminoacido arginina em concentracdo equimolar. Foram realizadas duas reacoes,
uma em solucdo de 4gua deionizada e a outra, devido a dificuldade de solubilizacao
do EV em agua, em solucdo de Tween 80 1%. Foram pesados 0,020 g (6,28.10° mol
de bicaverina) de EV em tubos de ensaio, seguindo-se pela adicdo de 5 mL de solucéo
equimolar de arginina em agua deionizada ou Tween 80 1%, agitacdo em agitador de
tubos por 1 min e tratamento térmico a 121°C por 20 min em autoclave. ApoOs o
resfriamento, as reacgdes foram agitadas em agitador de tubos por 1 min, transferidas
para tubos de fundo conico e centrifugadas a 3600 rpm por 15 min. Os sobrenadantes
foram coletados e transferidos para outros tubos de fundo cénico para extracdo com
solventes imisciveis em agua como acetato de etila e diclorometano (DCM), e os
precipitados reservados para extragdo com solventes misciveis em dgua como DMSO,
acetonitrila, metanol e a prépria agua. Para cada sobrenadante, adicionou-se 4 mL de
solvente imiscivel em agua para a extracdo dos pigmentos, agitou em agitador de
tubos por 30 s e deixou em repouso para a separacdo das fases. Aliquotas de 1 mL
de extrato foram transferidas em microtubos e reservadas para avaliagado da extracéo.
As extragbes com DCM, que melhor conseguiu extrair os pigmentos, foram deixadas
abertas overnight para evaporagédo total do solvente e entdo armazenadas sob
congelamento para posterior analise por UHPLC-MS/MS e possivel explicacdo das
alteracdes na molécula de bicaverina que provocaram a mudanca de cor nha biomassa
(em 4.3.2). Em relacéo aos precipitados, foram adicionados 4 mL de solvente miscivel
em agua para cada tubo, agitados em agitador de tubos por 30 s e centrifugados a
3600 rpm por 15 min. Aliquotas de 1 mL de extrato foram transferidas em microtubos
e reservadas para avaliagdo. As extragbes com DMSO, que melhor extraiu os
pigmentos, foram criodessecadas em liofilizador e entdo armazenadas sob

congelamento para posterior analise por UHPLC-MS/MS (em 4.3.2). Reagdes controle
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foram realizadas com EV em solugbes de agua deionizada e Tween 80 1% sem
arginina, e submetidas aos mesmos procedimentos.

3) Reacao de EVB com sais: a partir das observacdes obtidas na avaliacéo
da adicdo de compostos quimicos na BVU e da identificacdo dos minerais presentes
nos papéis, foram escolhidos os compostos quimicos ZnSO4, MNSO4, MgSO4, FeSO4,
CoSO04, CuSO4, Ni(NO3)2, CaCl2 e CaCOs para reagirem com o EVB. Para cada
composto quimico, foi preparada uma solucado equimolar em etanol 70%. Em tubos
de ensaio foram colocados 1,25 mL de solucédo de sais em etanol 70% e 0,5 m de
EVB (7,34.10< mol/mL de bicaverina), os quais foram agitados em agitador de tubos
por 10 s e submetidos ao tratamento térmico a 121°C por 20 min em autoclave. Ap6s
o tratamento térmico, deixou-se o0s tubos abertos em estufa de secagem a 70°C por 4
h, e a extracdo dos pigmentos formados foi realizada adicionando 1 mL de DMSO,
seguindo-se de agitacdo em agitador de tubos por 1 min. Os extratos foram
transferidos em microtubos, criodessecados em liofilizador e armazenados sob

congelamento para andlises posteriores.

4.2 Isolamento, identificacdo de bactéria purpura e avaliacdo de diferentes

meios de crescimento celular e producédo de violaceina

4.2.1 Isolamento e identificacdo de bactéria purpura

A bactéria purpura utilizada neste estudo foi isolada a partir de arroz cozido
no Laboratério de Biotecnologia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas,
Brasil (22,90556°S, 47,06083°W). O isolamento foi realizado utilizando os meios: agar
batata dextrose (PDA, do inglés Potato Dextrose Agar) composto de 4 g/L de extrato
de batata, 20 g/L de dextrose, 15 g/L de &gar; dgar YM (do inglés, Yeast Malt Extract
media) composto por 10 g/L de glicose, 3 g/L de extrato de malte, 5 g/L peptona, 3 g/L
de extrato de levedura, 20 g/L de agar; agar YM adaptado composto por 10 g/L de
sacarose, 3 g/L de extrato de malte, 5 g/L de peptona, 3 g/L de extrato de levedura,
20 g/L de &gar; sélido PY-S (do inglés Peptone Yeast Extract Broth with Sucrose)
adaptado, que neste trabalho sera chamado de meio YPS, composto por 5 g/L de
peptona, 3 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de sacarose e 20 g/L de agar; e 1 kg/L
de arroz em graos. Apos isolamento das colbnias puras, microscopia 6tica e coloracéo
de Gram foram realizadas. O pigmento produzido foi extraido e submetido a analise
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UHPLC-MS/MS para a identificacdo (em 4.3.4), e a identificacdo da bactéria realizada
por sequenciamento do gene RNAr 16S.

A identificacdo molecular da coldnia isolada foi realizada em parceria com
o Centro de Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas da
Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/UNICAMP) — Divisdo de Recursos
Microbianos. O DNA gendmico foi extraido utilizando protocolo descrito por Van
Soolinger et al. (1993). A integridade e concentracdo do DNA foi estimada através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR SafeTM DNA Gel Stain
10.000X in DMS (InvitrogenTM), usando como padréo de concentragcdo o DNA do fago
lambda (A).

A amplificacéo e purificacdo do gene RNAr 16S do DNA bacteriano foram
realizadas através da amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase
Chain Reaction - PCR) do gene RNA ribossomal 16S utilizando os primers
(oligonucleotideos sintéticos iniciadores) p10f (5- GAG TTT GAT TCA GGC CCT G-
3) e pl100r (5"-GTT GTG AGG GTT GGG G-3"), complementares a regides
conservadas do gene RNA ribossomal 16S de bactérias. O programa de amplificacéo
de PCR consistiu em um ciclo a 95°C por 2 min, 30 ciclos a 94°C por 1 min, 55°C por
1 min e 72°C por 3 min, além de 1 ciclo final de extensdo a 72°C por 3 min. Cada
reacdo continha: 2,0 U de Tag DNA polimerase (InvitrogenTM); tampdo de PCR
(InvitrogenTM) 1 X; 1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2); 200 uM dNTP mix
(InvitrogenTM), 0,5 yM de cada primer e 5,0 uL (=50 ng) da amostra de DNA gendmico,
totalizando um volume final de reagcdo de 25 pL. Os resultados de amplificacdo dos
fragmentos do gene RNAr 16S foram confirmados usando gel de agarose 1% corados
com 0,02 yL/mL SYBR SafeTM 10.000X in DMSO (InvitrogenTM). Os produtos das
amplificacbes foram entdo purificados utilizando mini colunas (GFX PCR DNA e gel
band purification kit, GE Healthcare).

O sequenciamento dos fragmentos de DNAr 16S foi realizado em
sequenciador automatico ABI 3500XL (Life TechnologiesTM). A reacdo de
sequenciamento utilizou de 1 uL de DNA (aproximadamente 10 ng de DNA) do isolado
bacteriano previamente purificado, 0,5 pL de um unico primer (foward ou reverse) (5
mM), 2 pyL de tampédo Save Money (500 pL de MgCl2 50 mM e 1 mL de Tris-HCI 1
mol/L pH 9,0), 2 uL do reagente Big Dye (Applied BiosystemsTM) e 10 uL de agua
ultrapura g.s.p. As condi¢Oes da reacéo foram: desnaturacgéo inicial a 96°C durante 2
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min, seguida de 26 ciclos, sendo cada ciclo constituido das etapas de desnaturacao
(96°C por 45 s), pareamento (50°C por 30 s) e extenséo (60°C por 4 min). As reagdes
foram realizadas em termociclador Mastercycler Gradient (EppendorfTM).
Posteriormente, as reacdes de sequenciamento foram precipitadas, suspensas em
formamida e entdo aplicadas no respectivo sequenciador automatico.

A andlise filogenética da bactéria foi realizada utilizando as sequéncias
parciais do gene RNAr 16S obtidas com cada primer. Estas foram montadas em uma
Unica sequéncia consenso (contig), combinando os diferentes fragmentos obtidos com
ajuda do programa phredPhrap (EWING et al., 1998). Ap6s a montagem do contig
correspondente ao organismo alvo, este foi comparado com sequéncias de RNAr 16S
de organismos representados nas bases de dados Genbank
(http://www.ncbi.nem.nih.gov) e RDP (Ribosomal Database Project, Wisconsin, USA,
http://www.http://rdp.cme.msu.edu/), usando as rotinas BLASTn e SequenceMaich,
respectivamente. Foram, entdo, selecionadas sequéncias de organismos tipo
relacionados ao organismo desconhecido para realizacédo das analises filogenéticas.
As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (THOMPSON et
al., 1997) e analisadas com o software MEGA v. 7 (TAMURA et al., 2007). As matrizes
de distancia evolutiva foram calculadas com o modelo de Kimura (1980) e a
construcdo da arvore filogenética a partir das distancias evolutivas foi feita pelo
método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987), com valores de “bootstrap”
calculados a partir de 1000 replicatas, utilizando as rotinas incluidas no software
MEGA. As afiliacdes filogenéticas foram determinadas com a utilizagdo da rotina
Classifier (RDP — Ribosomal Database Project, Wisconsin, USA, http://www.
http://rdp.cme.msu.edu/), sendo confirmadas através da rotina BLASTn

(http://www.ncbi.nem.nih.gov).

4.2.2 Manutencédo do isolado e preparo do inoculo

A manutencao do isolado bacteriano foi realizada em meio sélido YPS em
placa de Petri, que se apresentou mais adequado durante o processo de isolamento
(4.2.1). O repique foi realizado sempre que foi necessario e o crescimento realizado
sob incubacéo a 25°C.

Apbs identificacdo da bactéria e do pigmento produzido, buscou-se na
literatura os meios mais utilizados (CORTES-OSORIO et al., 2017; KANELLI et al.,
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2018; VENIL et al., 2015). Dessa forma, o meio caldo nutriente (NB - do inglés Nutrient
Broth) foi utilizado. No entanto, testes preliminares com o meio ndao produziram
pigmento, entdo seguiu-se com a utilizacdo de meio liquido YPS, que teve melhor
desempenho na etapa de isolamento, para o preparo de indculo e avaliacdo de
diferentes meios para fermentagéo (4.2.3).

Dessa forma, o meio para o preparo do inéculo foi composto por 5 g/L de
peptona, 3 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de sacarose em agua deionizada, e
chamada de YPS. O in6culo foi obtido a partir da transferéncia de uma alcada cheia
de células, retiradas de cultura em placas que foram repicadas e crescidas por 24 h a
25°C, em 100 mL de meio liquido YPS. O in6culo foi incubado a 25°C sob agitacéo de
200 rpm overnight até a obtencédo da concentracédo celular de valor 3 na leitura de
absorbancia em espectrofotdmetro a densidade 6ptica de 600 nm (ODeoo).

O numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) do in6culo foi
determinado pelo método de contagem UFC em placa, no qual diluicbes seriadas na
razdo 10 das amostras em agua peptonada (peptona 1 g/L, NaCl 8,5 g/L) foram
plaqueadas por espalhamento em meio sélido YPS e incubadas a 25°C, seguindo-se
pela contagem das coldnias formadas, considerando apenas placas contendo entre
30 a 300 UFC. Todas as fermentacdes e contagens foram realizadas em triplicata.

4.2.3 Avaliacdo de diferentes meios para o crescimento celular e producéo de

violaceina pela bactéria purpura

Como a linhagem utilizada apresentou perfil de crescimento e producéo de
pigmento particular em relagdo as espécies descritas na literatura, realizou-se
avaliacdo do crescimento celular e producdo de pigmento em diferentes meios,
variando-se as fontes de carbono e nitrogénio, para possibilitar a producédo de
violaceina por nossa linhagem.

Foram avaliados os meios NB, NB suplementados, PY (do inglés Peptone
Yeast Extract Broth) adaptados, além dos meios obtidos pela combinacéo par a par
de diferentes fontes de carbono e de nitrogénio, e meios com somente extrato de
levedura. As fontes de carbono avaliadas foram: lactose, glicerol, glicose, sacarose e
frutose. As fontes de nitrogénio foram: uréia, NH.Cl, peptona e triptona. Na Tabela 5
estdo descritos cédigos e a composicdo de todos os meios testados para o

crescimento e producéo de violaceina.
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Tabela 5. Codigos e composi¢cdo dos meios testados para crescimento celular e

producéo de violaceina.

Fonte de carbono

Fonte de nitrogénio e

S Lactose Glicerol Glicose Sacarose Frutose Nenhum
10g/L 10g/L 10¢g/L 10 g/L 10 g/L
Uréia 0,5 g/L ULO5 UGLO5 UGO05 Uso5 - -
Uréia 5 g/L UL UGL UG us UF -
NH4CI 5 g/L NL NGL NG NS NF -
Peptona 5 g/L PL PGL PG PS PF -
Triptona 5 g/L TL TGL TG TS TF -
NB 8 g/L NBL NBGL NBG NBS NBF NB
YP (extrato de - - YPG YPS YPF -
levedura
3 g/L + peptona 5 g/L)
YT (extrato de - - YTG YTS YTF -
levedura
3 g/L + triptona 5 g/L)
Extrato de levedura - - Y3G Y3S Y3F Y3
3g/L
Extrato de levedura - - Y5G Y5S Y5F Y5

59/L

As fermentacgdes foram iniciadas pela adi¢éo de 1%, em relacdo ao volume

total do meio fermentativo, de indculo preparado previamente (em 4.2.2), e conduzidas

sob incubacéo a 25°C e agitacdo a 200 rpm. Amostras de 1 mL foram coletadas a

cada 24 h, e submetidas a leitura de absorbancia a 600 nm em espectrofotdmetro para
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acompanhamento do crescimento celular. Amostras de 5 mL foram coletadas para
extracdo e quantificagdo de violaceina produzida. As extragcdes foram realizadas
centrifugando-se as amostras a 3600 rpm por 10 min, o precipitado foi suspenso em
3 mL de etanol absoluto por agitacdo em agitador de tubos por 1 min, seguindo-se por
centrifugacdo a 3600 rpm por 15 min e leitura da absorbancia a 575 nm em

espectrofotometro.

4.3 Ensaios analiticos

4.3.1 Anélise quantitativa de elementos quimicos selecionados por FAAS dos
papéis PA e PB

As analises dos papéis foram realizadas em parceria com o Laboratério de
Andlises de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Foram submetidos a esta analise dois papéis toalha de aspectos e marcas
diferentes: papel toalha Alveflor (produzido por Abbaspel Ind. e Comércio de Papéis
Ltda) (PA) e papel toalha Biopel (produzido por Biopel Ind. e Comércio de Papéis e
Artefatos) (PB), sendo Ultima a responsavel pelo evento de conversédo da coloracéo
avermelhada da biomassa para o azulado.

A analise dos papéis foi realizada por espectrometria de absorcao atbmica
com chama (FAAS, do inglés Flame Atomic Absorption Spectrometry), de acordo com
o descrito por Silva, J. G. S. et al. (2017). A partir de testes preliminares de reacdes
de BVU com algumas solucdes salinas contendo ions metélicos, foram definidos os
metais alvo para analise: zinco (Zn), manganés (Mn), magnésio (Mg) e niquel (Ni). O
célcio (Ca) também foi quantificado devido a identificacdo de coloragéo caracteristica
de queima da chama de amostras que contém este elemento durante a analise.

Foram pesados 0,20 g de amostra de cada papel em vaso de pressao e
adicionou-se 8 mL de &cido nitrico concentrado (HNO3 65%) e 2 mL de perdxido de
hidrogénio concentrado (H202 30%). A seguir, digeriu-se as amostras em forno
microondas (Ethos Easy, Millestone, Italia) por 45 min em temperatura maxima de
180°C. Apbs o resfriamento das amostras digeridas, estas foram quantitativamente
transferidas para um baldo volumétrico de 25 mL. O contetdo do balao foi filtrado em
papel filtro quantitativo e a solugcéo resultante foi utilizada para fazer as diluices

necessarias a fim de obter concentracdes de minerais adequadas a faixa de
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concentragdo da curva analitica de cada elemento a ser quantificado. Para
guantificacdo dos minerais, foram utilizadas curvas de calibracdo externa e a leitura
das amostras foram realizadas em espectrometro de absorcdo atdbmica com chama
(FAAS) (AAnalyst 200, Perkin Elmer), utilizando lampadas monoelementares de

catodo oco.

4.3.2 Anélise UHPLC-MS/MS do EA obtido por reagdo com arginina

As andlises de Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometro de
Massas (UHPLC-MS/MS, Ultrahigh-pressure Liquid Chromatography — tandem Mass
Spectrometer) das amostras criodessecadas de EA obtidos por reagdo com arginina
e extracdo com DMSO, e as respectivas reacdes controle, foram realizadas de acordo
com o protocolo descrito por Costa et al. (2019) com modificacdes, e em parceria com
o Laboratorio de Biologia Quimica Microbiana do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas (IQ/UNICAMP) — Departamento de Quimica Orgéanica.

Cada amostra foi preparada pela adicdo de 1 mL de metanol, solubilizacéo
em banho ultrassénico, seguido de filtragem. A amostra foi submetida a analise
UHPLC-MS/MS usando espectrometro de massas Thermo Scientific QExactive®
hybrid Quadrupole-Orbitrap nos seguintes parametros: modo positivo da ionizagao
electrospray, voltagem capilar a +3,5 kV; temperatura capilar a 250°C; S-lens de 50 V
e faixa de m/z de 133,40 — 2000,00. As fragmentacbes MS/MS foram realizadas
utilizando energia de colisdo normalizada (NCE, normalized collision energy) de 30 eV
e 5 precursores por ciclo foram selecionados. Fase estacionéaria: coluna Thermo
Scientific Accucore C18 2.6 um (2.1 mm x 100 mm). A fase movel foi composta de
0,1% (v/v) acido formico em agua (A) e acetonitrila (B). Perfil do eluente (A:B) 0 — 10
min, gradiente de 95:5 a 2:98; mantido por 5 min; 15 — 16,2 min em gradiente até 95:5;
mantido por 8,8 min. Vazéo de 0,2 mL/min. Volume de injecdo de 3 pL. A analise da
operagdo e o processamento dos espectros foram conduzidos utilizando software

Xcalibur (versdo 3.0.63) desenvolvido por Thermo Fisher Scientific.

4.3.3 Avaliacdo da capacidade antioxidante do EV

A avaliagdo da capacidade antioxidante do pigmento de Fusarium foi
realizada com o EV, uma vez que os pigmentos azulados de Fusarium (BA, EA) sao

insoluveis, sendo somente em soluveis em DMSO, um solvente reativo que poderia
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estar reagindo com os radicais formados nos ensaios e assim interferindo no resultado
obtido.

A avaliacdo foi realizada utilizando o método Capacidade Antioxidante
Equivalente a Trolox (TEAC) e Capacidade de Absorcéo do Radical Oxigénio (ORAC),
pois o métodos como Atividade Sequestradora do Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) sofreria interferéncia da cor da amostra, que absorve luz no comprimento de
onda préximo ao comprimento de onda utilizado para a quantificacdo da capacidade

antioxidante.

4.3.3.1 TEAC

O método TEAC foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Leite
et al. (2011), no qual radical catiénico 2,21-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS'™) foi utilizado para determinacdo da atividade antioxidante total. O ensaio foi
realizado utilizando leitor de microplaca NOVOstar (BMG LabtechR, Alemanha) e
software de andlise de dados MARS v. 1.3 (BMG LabtechR, Alemanha). O ABTS"* foi
preparado pela reacdo de 5 mL de ABTS (7 mM) com 88 L de persulfato de potassio
(140 mM) mantido em repouso a temperatura ambiente por 12 a 16 h sob abrigo da
luz, para entdo ser diluida em agua destilada até absorbancia entre 0,698 a 0,702 a
734 nm. As amostras e os padrdes Trolox (TE) foram preparados em etanol e
homogeneizados em agitador de tubos por 15 s (avaliagdo lipofilica). 10 mg de
amostra foram dissolvidos em 1 mL de etanol, do qual foram feitas as diluicdes
seriadas para obtencdo das diferentes concentracbes. Semelhantemente, preparou-
se a solucdo mae Trolox pela dissolucdo de 2 mg de Trolox em 10 mL de etanol, da
gual foram feitas as diluicdes seriadas. Em cada pogo da microplaca conteve 50 uL
de amostra ou padrdo em diferentes concentragcdes e 250 pyL de solucdo ABTS™
totalizando 300 pL de sistema reacional, o qual foi incubado por 5 min protegido da
luz, a temperatura ambiente (25°C), antes da leitura da absorbancia a 734 nm. O
branco da reacdo foi 50 pyL de agua destilada e 250 uL de solugdo ABTS™. Os
resultados foram obtidos através da equacéo resultante da curva padréao Trolox (12,5
a 250 ymol/mL) preparados nas mesmas condi¢des experimentais, e os valores foram
expressos em yM TE/mg. O valor ICso (do inglés Inhibitory Concentration) do extrato
foi calculado a partir da concentracdo de amostra que foi necessaria para inibicdo de
50% dos radicais ABTS™.
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4.3.3.2 ORAC

O ensaio ORAC foi realizado, de acordo com o protocolo descrito por Leite
et al. (2011), utilizando leitor de microplaca NOVOstar (BMG Labtech®, Alemanha) e
software de andlise de dados MARS v. 1.3 (BMG LabtechR, Alemanha). Para o ensaio
da frag&o hidrofilica, as amostras de EV e o padréo Trolox foram preparados em etanol,
no entanto, as diferentes concentra¢des foram obtidas por diluicdo em tampao fosfato
de potéassio 75 mM pH 7,4 e homogeneizados em agitador de tubos por 15 s. 10 mg
de EV foram dissolvidos em 1 mL de etanol, do qual foram feitas as diluicdes seriadas
em tampdo fosfato de potassio 75 mM pH 7,4 para obtencdo das diferentes
concentragdes. O sistema reacional foi obtido a partir da jungcédo de 20 yL de amostra
ou padrao, 120 uL de solucao de fluoresceina 0,00378 mg/mL em tampao fosfato de
potassio 75 mM pH 7,4, e 60 uL de 2,2’-azobis (2’-metilpropionamidine) dihidrocloreto
(AAPH) 108 mg/mL em tampé&o fosfato de potassio 75 mM pH 7,4, o qual a intensidade
de fluorescéncia (485 nmex/520 nmem) foi medida a temperatura constante de 37°C,
em ciclos de 1 min, durante 1h20min. O branco foi preparado substituindo-se o volume
da amostra por tampao fosfato de potassio 75 mM pH 7,4.

Em relacdo ao ensaio da fracao lipofilica, as amostras e o padrao Trolox
foram preparados em etanol como foi feito no ensaio hidrofilico, porém as diferentes
concentracfes foram obtidas por diluicdo em solucdo RMDC 7% em solucao acetona-
agua (1:1), e homogeneizadas em agitador de tubos por 15 s. O sistema reacional foi
obtido a partir da juncdo de 20 pyL de amostra ou padrdao, 120 yL de solucéo de
fluoresceina 0,00378 mg/mL em tampéao fosfato de potassio 75 mM pH 7,4, e 120 uL
de AAPH 108 mg/mL em tampdao fosfato de potassio 75 mM pH 7,4, o qual a
intensidade de fluorescéncia (485nmex/520nmem) foi medida a temperatura constante
de 37°C, em ciclos de 1 min, durante 1h20min. O branco desta reacao foi preparado
substituindo-se o volume da amostra por RMDC 7%.

Tanto no ensaio da fracao hidrofilica quanto no ensaio da fracao lipofilica,
os valores de ORAC foram expressos em pumol TE/mg que foram calculados por

calculo utilizando a férmula;

ORAC(pmoI TE/mg) = (CTroon.(AUCAmostra - AUCBranco).k)/(AUCTrolox -
AUCBranco)
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onde o Crrolox € a concentracdo (pmol) de Trolox, k o fator de diluicdo da amostra, e a
AUC a area abaixo da curva de decaimento da fluorescéncia da amostra, branco e

Trolox, respectivamente, calculado através da equacéo:

AUC = 1+ fiffo + fisa/fo + ... + fisaffo + feo/fo  , 0<i<80

onde, fo € a fluorescéncia obtida no tempo 0 e fi a fluorescéncia nos tempos
subsequentes entre 0 e 80 min. Os valores de AUC do Trolox foram obtidos através

preparo de curva padrdo Trolox (12,5 a 700 ymol/mL).

4.3.4 Identificacdo por UHPLC-MS/MS do pigmento produzido pela bactéria
purpura

O extrato de coloracao purpura usado para a analise foi obtido a partir do
crescimento da bactéria em meio sélido a base de arroz (1kg/L) por 72 h, incubado a
25°C. A extracao do pigmento foi realizada pela adicdo de etanol, homogeneizacéo
por 1 min e centrifugacédo do extrato a 3600 rpm por 10 min. A aliquota de 2 mL foi
transferida para um microtubo e o etanol foi evaporado por borbulhamento de gas
nitrogénio.

A identificacdo do pigmento produzido pela coldnia isolada foi realizada de
acordo com o descrito por Costa et al. (2019) com modificacbes, e em parceria com 0
Laboratorio de Biologia Quimica Microbiana do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas (IQ/UNICAMP) — Departamento de Quimica Organica.

O preparo da amostra e a analise UHPLC-MS/MS foram realizados de
forma e pardmetros semelhantes ao descrito na secdo 4.3.2, assim como O
processamento dos dados obtidos utilizando software Xcalibur (versdo 3.0.63)
desenvolvido por Thermo Fisher Scientific.

4.4 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
expressos como média + desvio padréo, e avaliados por andlise de variancia de um
fator (one-way ANOVA) seguida de teste de comparacdo multipla Tukey, ao nivel de
5% (n=3, p < 0,05). As correlacdes entre os dados obtidos foram calculadas por meio
de coeficiente de correlagcéo de Pearson (r).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo das condi¢fes de producédo das biomassas e extratos azulados

por fermentacéo de F. oxysporum CCT7620

5.1.1 Avaliacado dos materiais ricos em celulose para obtencédo de BAU

A celulose é um polimero linear constituido por monémeros de glicose
ligados via ligacdo glicosidica B-(1-4) e grupos hidroxil reativos, que pode ser
encontrado na sua forma pura no algodao ou principalmente combinado com lignina
ou outros polissacarideos em plantas (HEINZE; LIEBERT, 2012). Os produtos
baseados em papel geralmente possuem 90 a 99% de fibras de celulose arranjadas
em estruturas de redes, as quais dependendo do tipo de arranjo podem mudar as
caracteristicas fisico-quimicas do material (SAHIN; ARSLAN, 2008).

Dessa forma, considerou-se a possibilidade de que a bicaverina
remanescente no sobrenadante resultante da centrifugacdo da BVU estivesse
reagindo com a celulose do papel e formando pigmentos azulados. Esperou-se que
dentre os materiais testados ricos em celulose, principalmente aqueles que possuem
composi¢cdo mais pura, como o algodéo, gaze e o papel filtro qualitativo fossem
capazes de produzir biomassa azulada (Figura 8 b e c). No entanto, nenhum desses
materiais foi capaz de produzir BAU, sendo somente o PB, papel sulfite, papel pardo
e papeldo os materiais que resultaram na formacdo de pigmentos azulados, com

destaque ao PB (Figura 8 a e b).
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Figura 8. Avaliagdo da adi¢éo de diferentes materiais celulésicos na BVU, formagéo

de BAU e as respectivas medidas de pH.
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Para a liberacéo das fibras de celulose a partir da madeira sédo aplicados
tratamentos mecéanicos e quimicos (polpacéao), ambos tratamentos aplicados para a
producéo de polpa para fabricacéo de papel (VIIKARI et al., 2009). A polpacéo quimica
depende principalmente de reagentes quimicos e calor para dissolu¢cédo da lignina e
outras substéncias (KEVLICH; SHOFNER; NAIR, 2017). Dentre os principais
processos quimicos, o processo kraft envolve a utilizacdo de compostos alcalinos
como NaOH, NazS, Na2COs, Na2S0O4, NaS203, além de compostos que contém metais
como chumbo, ferro, bario, manganés, niquel, zinco, cadmio, cromo, cobalto, cobre e
arsénio (KEVLICH; SHOFNER; NAIR, 2017), enquanto que outro processo de
polpacéo quimica bastante utilizado, o processo sulfito, envolve a utilizagéo de sulfitos
de hidrogénio proveniente de sais de Ca*, Mg*, Na* ou NH*" (HEINZE; LIEBERT,
2012). Dessa forma, escolhemos testar alguns sais que contém esses compostos na
conversédo da BVU para BAU, sendo os resultados apresentados adiante na sec¢éo
5.1.3.

A observacdo de mudanca de pH para pH mais alcalino em algumas
amostras nas quais foram adicionados os papéis, com maior intensidade para amostra
adicionado com papel sulfite (Figura 8), e sabendo-se que a bicaverina € vermelha em
meios &cidos, ficando bem azulada em meios mais alcalinos (CHELKOWSKI;
ZAJKOWSKI; VISCONTI, 1992), considerou-se a possibilidade de que os papéis
ainda poderiam conter residuos de compostos alcalinos provenientes do processo de
fabricacdo. No entanto, a alcalinizacdo ndo pode ser considerada como Unico
causador da conversdo de cor da biomassa, ja que é observada a nao correlacdo
entre aumento de pH e mudanca de cor na reacao de PB (Figura 8b). Dessa forma,
avaliou-se a adicdo de diferentes compostos alcalinos na BVU para a producédo de
BAU, sendo os resultados apresentados na se¢ao seguinte (5.1.3).

De forma semelhante, as antocianinas que sdo uma classe de compostos
polifendlicos encontrados na natureza, possuem uma variedade de cores dependendo
do pH do meio em que estdo inseridas, sendo avermelhadas em meio acido e
azuladas em meio alcalino (SIGURDSON et al.,, 2016). Ademais, as antocianinas
podem exibir coloracdo azulada mesmo em condi¢cdes éacidas devido a auto-
associacao, co-pigmentacéo e formacéo de quelatos com ions metalicos (YOSHIDA;
MORI; KONDO, 2009), eventos poderiam estar acontecendo com a bicaverina
presente na biomassa (em 5.1.3).
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Outro processo da fabricacéo de papel que poderia estar deixando residuos
de compostos quimicos no produto final, € o processo de branqueamento. A polpa
resultante do processo kraft ainda possui 10% de lignina, sendo a principal
responsavel pela coloracdo marrom caracteristica dos papéis néo branqueados (papel
pardo, papelédo e outros). Para remogéao da lignina residual a polpa pode passar pelo
processo de branqueamento que envolve principalmente compostos quimicos que
tém cloro como diéxido de cloro, e também outros compostos como 0z6nio, oxigénio,
peréxidos e peroxiacidos (VIIKARI et al., 2009). Assim, foram incluidos na avaliacéo
compostos que contém cloro na formula molecular como CaClz e NaCl, sendo os
resultados apresentados adiante na segao 5.1.3.

Diferencas observadas de formacdo de pigmentos azulados entre os
papéis toalhas testados (PA e PB), com a producdo de BAU com a adicao de PB e
nao producdo de BAU com o PA, evidenciou a presenca de diferentes compostos nao
celulésicos na composi¢cdo do material. Os papéis do tipo tissue possuem grande
variedade de aspectos de aparéncia, pureza, maciez, absorbéancia, e resisténcia que
sdo controlados a partir dos processos de producdo de polpa de madeira, que sao
geralmente polpa de madeira branqueada (YOUNG; KUNDROT; TILLMAN, 2003).
Analisando-se a aparéncia do PB, notou-se que era um papel menos branco e mais
denso em comparacdo com o PA, que era mais branco e macio. Isso sugeriu que 0
PB poderia conter maiores quantidades de impurezas ou residuos provenientes dos
processos de fabricacdo, principalmente de ions metalicos, o que levou a analise
FAAS desses dois papéis toalha e identificacdo de diferencas significativas nas
guantidades de elementos como calcio, magnésio, zinco e manganés presentes,

sendo os resultados apresentados com maiores detalhes adiante na se¢éao 5.1.2.

5.1.2 Analise da composicdo de minerais dos papéis toalha por FAAS

Os resultados obtidos pela analise FAAS dos dois papéis demonstraram de
fato as diferencas quimicas entre os papéis que estdo refletindo na capacidade de
converséao de cor da BVU para BAU de um papel e ndo do outro. Na Tabela 6 estéo

as quantificacdes obtidas dos elementos analisados.
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Tabela 6. Quantificacdo dos elementos analisados nos papéis.

Elementos PA PB

(mg/Kg) (mg/Kg)

Ca 359,11 + 7,07 65426,26 + 776,47

Mg 143,88 £6,13 943,14 + 12,20

Zn 4,57 £ 0,41 116,75 + 1,38
Mn <5 (LQ) 7,51+ 0,26
Ni < 15 (LQ) < 15 (LQ)

LQ: Limite de quantificacdo do método.

Observou-se quantidades superiores de Ca, Mg, Zn e Mn para o PB,
destacando-se o Ca e Mg, que foram encontrados em quantidades maiores que 180
e 6 vezes a quantidade encontrada em PA, respectivamente.

Nos testes de converséo de cor da BVU com o PB (em 5.1.1) observou-se
gue 13 mg/mL de material foram suficientes para a producdo de BAU. Em 13 mg de
papel, de acordo com as quantificacbes que temos, seriam encontrados
aproximadamente 0,014 mg de metais que sdo capazes de produzir BAU (Mg, Zn,
Mn). Mesmo que se considere que esses 0,014 mg sejam totalmente de Zn, de maior
capacidade de producao de pigmento azul na avaliacado da sec¢ao 5.1.3, o volume de
BVU que seria convertido em BAU seria de aproximadamente 15,45 pL. Dessa forma,
pode-se notar que além desses elementos quantificados, muitos outros de capacidade
de formacdo de BAU podem estar presentes em grande quantidade no PB. Estes
resultados serviram de base e motivaram a realizacdo de ensaios de obtencéo de

BAU (5.1.3) e EA (5.1.5) pela adigdo de compostos metalicos descritos na sequéncia.
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5.1.3 Avaliagcédo da adicdo de compostos alcalinos e metalicos para obtencao
de BAU

Sabe-se que, como foi mencionado anteriormente, durante o processo de
fabricacéo de papel esta envolvida uma variedade de compostos quimicos, e que ha
a possibilidade de que alguns desses compostos ainda possam ficar retidos no
produto final. A producdo de pigmentos azulados com a adicdo de alguns papéis
evidenciou a presenca desses compostos, o que levou a presente avaliacao.

Como esperado, a BVU ficou azulada com a alcaliniza¢do do meio, em pHs
acima de 5. A mudanca de cor da biomassa com a adicédo de bases fortes como NaOH
e KOH ocorreu imediatamente com a adicéo das solugcbes desses compostos a BVU,
ndo necessitando de algum tratamento térmico (Figura 9). Enquanto que a adicdo de
CaCOs levou a producédo de pigmentos azulados somente depois do tratamento
térmico devido a melhor solubilizacdo por aumento da temperatura e consequente
aumento do pH no meio em concentracdes maiores de sal (Figura 9). A ndo formacéo
de pigmentos azulados com a adicdo de CaClz e formacdo em CaCOs nos leva a
considerar que os pigmentos azulados foram formados devido a alcalinizacdo do meio

e ndo devido a ligacdo com ions de Ca?*.
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Figura 9. Avaliagcdo da adicdo de diferentes solu¢des alcalinas ou metélicas na BVU

e o0s respectivos pH medidos apds tratamento térmico (1).
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O NasCeHsO7 por ser uma base fraca levou a uma menor alteracao no pH
e cor da biomassa, enquanto que os compostos (NH4)2S04, NaCl, Al203, CaClz nédo
alteraram a cor da biomassa (Figura 11).

Esta sensibilidade de mudanca da cor observada com a alcalinizacdo do
meio, também é observada nas antocianinas. A alcalinizacdo do meio resulta na
desprotonacao da molécula levando a formagéo de formas quinoidais que manifestam
uma coloracdo mais azulada (NEWSOME; CULVER; BREEMEN, 2014). No entanto,
apesar da observacao semelhante de mudanca de cor do vermelho para o azul-violeta,
neste estudo, ndo se sabe se esta reacdo seria reversivel, ou seja, se a biomassa
azul-violeta retornaria a coloracéo vermelha com a acidificacdo do meio.

Outro fator que deve ser avaliado é se o tratamento térmico possui
influéncia sobre a habilidade de conversdo ou reversibilidade da coloracéo formada.
Dessa forma, estudos de reversibilidade seriam necessarios para maiores
informacdes sobre a estabilidade. Contudo, com os resultados até entdo obtidos,
estes pigmentos azulados formados poderiam ser potenciais corantes azulados para
alimentos ou outras matrizes alcalinas.

A adicao de sulfatos de ions metélicos e o Ni(NO3)2, levaram a producdo,
em diferentes graus de inducdo e em pH &cido, de pigmentos que variaram entre 0s
tons preto, azul e roxo. ions Fe?* e Co?*, produziram pigmentos com tons proximos ao
preto, ions Zn?*, Mn?*, Mg?*, Ni?*, produziram pigmentos com tons mais azulados

(Figura 10) e o ion Cu?* produziu pigmento com tom arroxeado (Figura 11).
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Figura 10. Avaliacdo da adicdo de diferentes solugfes alcalinas ou metdlicas na
BVU e os respectivos pH medidos apds tratamento térmico (2).
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Figura 11. Avaliacao da adicdo de diferentes solugdes alcalinas ou metalicas na

BVU e os respectivos pH medidos apos tratamento térmico (3).
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Muitos ions metalicos tém sido descritos como indutores do deslocamento
batocrémico na absorcédo de luz visivel de antocianinas, sendo todos multivalentes
incluindo Mg?*, Cu?* e principalmente os ions trivalentes como AI** e
Fe3* (SIGURDSON et al., 2016). Neste estudo, como foram avaliados ions metalicos
majoritariamente divalentes, seria interessante realizar uma avaliagdo com ions
trivalentes na mudanca de cor da BVU em estudos futuros.

Nas antocianinas, a interacdo com ions metalicos leva a remocao dos ions
hidrogénio dos grupos hidroxil presentes na molécula. Essa remocéo possui um efeito
semelhante ao efeito de alcalinizacdo do meio, induzindo a formagcdo das bases
quinoidais azuladas (SCHREIBER; SWINK; GODSEY, 2010). O nivel de
desprotonacdo pode variar entre os ions metalicos adicionados. Por exemplo, a
interacdo da antocianina com o fon AI** leva a liberacéo de um préton, enquanto que
o ion Fe?*, sofrendo autoxidacdo rapida no complexo para Fe®*, leva a liberacdo de
dois prétons e maior deslocamento batocromico (FENGER et al., 2021).

Ademais, sugere-se que o grau de inducdo do deslocamento batocrémico
depende das caracteristicas de densidade e organizacdo eletrbnica nos orbitais
especificos, afetando assim a interagcdo entre o ion e o pigmento (SIGURDSON et al.,
2016). Como pode ser observado neste estudo, a adicdo de ions metalicos de mesma
valéncia levou a conversdo de cor da BVU em concentracfes diferentes, citando o
caso do ion Zn?* que apresentou inicio da formacdo de pigmentos azulados em
concentracéo de 0,0016 mol/L, enquanto que o ion Mg?* teve como inicio da formacéo
de pigmentos azulados em concentragdo maior de 0,025 mol/L (Figura 11).

Outros estudos com antocianinas ainda mostram que 0s ions metalicos
também tém a capacidade de coordenar a formacédo de interagBes intramoleculares
T- 1T stacking entre o cromoforo cianidina e os residuos acil fendlicos (FENGER et al.,
2021), e complexos macromoleculares com outras moléculas incluindo favonois,
guercetina e acido clorogénico (JURD; ASEN, 1966; YOSHIDA et al., 2006), além da
formacédo de complexos metal(Al**, Fe?*)-antocianina de estequiometrias 1:1, 1:2; 1:3.
Essa combinacdo com os ions metalicos (AIF*, Fe?*) resulta em compostos de
coloracdo azulada de melhor estabilidade, entretanto, podendo possuir ainda
sensibilidade as alteracdes de pH e adicdo de agua como foi mostrado por Fenger et
al. (2021). A observacdo de perda de cor quando 4gua é adicionada na solucéo
contendo complexos metal(Fe?*)-antocianina evidenciou que a hidracdo e a ligacédo
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com metal atuam de forma competitiva nos atomos de oxigénio presentes no anel
fendlico (FENGER et al., 2021).

Contudo, a estabilidade dos complexos metalicos formados depende dos
grupos quimicos presentes nas antocianinas que participam na interacdo, podendo
formar complexos de caracteristicas estruturais que resultam em uma coloragéo azul
vibrante e intensa de alta estabilidade. Como foi mostrado por Denish et al. (2021), a
antocianina do repolho roxo possuidora de um unico residuo sinapoil foi capaz de
formar um complexo de aluminio de estequiometria 1:3, no qual os trés ligantes de
antocianina adotaram uma conformacdo octaédrica quiral causando uma intensa
mudanca na caracteristica da disperséo rotatdria éptica no comprimento de onda de
absorcao.

A formacdo de quelatos metalicos e consequente deslocamento do
comprimento de onda de absor¢cdo do visivel ocorre também em varios outros
pigmentos, incluindo a astaxantina e o acido carminico. No entanto, nesses casos 0
deslocamento batocrémico resulta na manifestacdo de uma coloracdo mais intensa
da coloracdo avermelhada original acompanhada do melhoramento da estabilidade
(HERNANDEZ-MARIN; BARBOSA; MARTINEZ, 2012; KUNKELY; VOGLER, 2011).

Um estudo computacional e experimental mostrou a existéncia de um sitio
de interacdo na molécula de bicaverina e consequente sensibilidade aos ions
metalicos por emissao de fluorescéncia (HUSSAIN et al., 2019). O estudo testou todos
0s elementos quimicos computacionalmente e mostrou experimentalmente que o0s
fons Ca?*, Mg?* e AI** ligaram-se fortemente ao sitio de interacdo da bicaverina e
aumentaram a intensidade da fluorescéncia da molécula, sendo o Ca?*, o ion que
mostrou maior afinidade com a bicaverina. Em nosso estudo, ha a possibilidade de
gue os fons Ca?* tenham se ligado as moléculas de bicaverina presentes na biomassa,
no entanto essa ligacéo néo resultou em mudancas no espectro de absor¢cao de luz
no visivel. Avaliacdes com misturas de ions Ca?* e outros ions metalicos seriam uma
alternativa para verificar se realmente os ions Ca?* possuem maior afinidade com a
bicaverina, atuando de forma competitiva e impedindo a ligacdo de outros ions no sitio
de interacao.

De forma semelhante as reacdes de conversdo com a alcalinizacdo da
biomassa, os pigmentos azulados formados com a adicdo de ions metalicos ainda

precisam ser avaliados no quesito estequiometria da formacdo de complexos
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macromoleculares e a capacidade de reversdo com a remoc¢ao dos ions adicionados
para obtengdo de maiores informagdes sobre 0s mecanismos de interagdo e
estabilidade. Contudo, com os resultados até entédo obtidos, estes pigmentos azulados
formados com a adicao de ions metélicos representam potenciais alternativas para o

desenvolvimento de novos corantes para alimentos.

5.1.4 Avaliacéo dos diferentes tipos de agua na formacéo de BAU

As aguas naturais e tratadas possuem uma ampla variedade de minerais
que variam dependendo do local da fonte, do tipo de tratamento da agua utilizado e
até do material utilizado para a distribuicdo da agua (WHO, 2017). Dentre os
compostos quimicos que sao frequentemente encontrados na agua tratada estao os
carbonatos, sulfatos, cloretos, sédio, potassio, célcio, magnésio e flior (WHO, 2017).
No entanto, ions metélicos de aluminio, arsénio, cadmio, cobalto, bério, boro, cromo,
cobre, ferro, manganés, niquel, chumbo e zinco também podem estar presentes na
agua (MORGANO et al., 2002; WHO, 2017).

Consequentemente, a presenca desses compostos na agua da torneira (pH
6,75) fez com que a adicao dela na BVU produzisse pigmentos azulados (Figura 12).
Evento que ndo ocorreu com a adicdo de agua deionizada (pH 7,33), que é uma agua
obtida por processo de remocao de ions por sistemas de resinas de troca ibnica. Em
relacdo a agua de purificador Soft Star (Everest) (pH 6,50), com pré-filtragem por
microfibras de polipropileno (retencéo de impurezas maiores que 5 um) e filtragem de
agua por carvao vegetal (coco de Babacu) impregnado com prata coloidal (conforme
descrito pelo fabricante, Everest Ind. e Com. de Plasticos Ltda), observou-se o mesmo
perfil de formacéo de pigmentos azulados na mistura com BVU observado com a
adicdo de agua da torneira. No entanto, a ndo formacédo de pigmentos azulados na
menor diluicdo do sobrenadante em agua de purificador em comparacdo com a menor
diluicdo em agua da torneira, pode estar evidenciando a retengéo de ions pelo sistema

de filtragem do purificador Soft Star.
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Figura 12. Avaliacdo da adicdo de diferentes tipos de dgua na BVU e as respectivas

medidas de pH.
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*Antes/Depois do tratamento térmico por autoclavagem.

Dessa forma, pode-se observar a sensibilidade do pigmento bicaverina
presente na biomassa em relagdo aos ions, podendo sofrer conversdo de cor do

vermelho para o azul apenas pela adicdo de agua seguido de tratamento térmico.

5.1.5 Obtencéo do EA

Supbe-se que a conversao direta da cor da BVC para uma coloragao
azulada apos tratamento térmico (Figura 13 a e b) e a impossibilidade de extracdo do
pigmento formado por solventes organicos tradicionais como acetato de etila, hexano
e etanol, possa estar associada com a reacao entre os componentes da parede celular
e a bicaverina (SILVA, W. S. Da; BICAS, 2013). Ademais, h&a a possibilidade de que a
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bicaverina esteja reagindo com os minerais provenientes do meio de arroz utilizado
na fermentacdo, ou até com aminoacidos especificos como a arginina, reacdo que
sera apresentada adiante. Tentativas de extracao do pigmento azulado formado foram
realizados em estudos prévios, sendo o0 DMSO o Unico solvente capaz de realizar a
extracdo. Dessa forma, realizou-se a extragdo da BA utilizando este solvente,
produzindo um extrato de coloragao arroxeado escuro (Figura 13 c).

Figura 13. Imagens de BVC, BA e extrato de BA em DMSO.

a) BVC espalhada em placa de vidro antes do tratamento térmico. b) BA formado apos

tratamento térmico, por converséo direta de BVC. c) extrato de BA em DMSO.

Estudos anteriores do grupo mostraram que a reacéo entre a BVU logo
apos a fermentagéo e os aminoacidos arginina e histidina (1:2, v:m) e subsequente
tratamento térmico, resultaram na produgdo de pigmento azul (SANTOS, M. N,
BICAS; SANTOS, 2017), supondo-se que seja um evento semelhante ao ao
observado com a genipina, uma aglicona incolor que sob aquecimento reage com

proteinas e aminas primarias como lisina, histidina, arginina, glutamina, e asparagina,
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entre outros, produzindo pigmentos azulados (SANTOS, M. C. Dos; BICAS, 2021).
Dessa forma, para elucidar a natureza da modificacdo de cor da reacdo de EV e o
aminoacido arginina, obteve-se o EA através dessa reacdo e investigou-se o EA
obtido por UHPLC-MS/MS, sendo os resultados detalhados adiante na secao 5.1.6.
As reacgOes de obtencdo de EA a partir do EV e adicdo do amino&cido
arginina resultaram na formacéo de pigmentos arroxeados em ambos o0s tipos de
solucdes utilizadas (Figura 14). Notou-se uma leve alteracdo de cor nas reacdes com
arginina antes mesmo do tratamento térmico, cor que se desenvolveu mais
intensamente apds o tratamento térmico. Apesar do aumento do pH da reagéo devido
a arginina ser um aminoacido polar basico, a alcalinizacdo do meio pode néo estar
relacionada com a conversao de cor, jA que no estudo de Santos, M. N.; Bicas e
Santos (2017) a adicdo de lisina, também de carater basico, ndo resultou na formacao

de pigmento azulado.

Figura 14. Reacfes do EV com arginina e as respectivas medidas de pH.

Reacdes

Agua e arginina
Tween 80 1% e arginina
Agua deionizada

Tween 80 1%

o ° 7,33 7,12
L @

*Antes/Depois do tratamento térmico; AC: EV em agua deionizada (controle); TC: EV
em solugcéo Tween 80 1% (controle); AA: EV e arginina em solucdo aquosa; TA: EV e

arginina em solucéo Tween 80 1%.
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Observou-se melhora na solubilizagédo da EV mesmo antes do tratamento
térmico em 4gua deionizada, evento que € observado também em pigmentos laranja
de Monascus insoluveis, no qual a reacao com residuos de aminoéacidos leva a forte
alteracdo na hidrofobicidade dos pigmentos, melhorando a solubilidade em agua
(WONG; KOEHLER, 1983).

Além da melhora na solubilidade dos pigmentos de Monascus, os derivados
formados ainda apresentam maior estabilidade térmica (VENDRUSCOLO et al., 2013),
de pH (JUNG et al., 2011; JUNG; KIM; SHIN, 2005), e ttm o comprimento de onda de
absorcao deslocado para comprimentos de onda maiores ou menores dependendo
do aminoécido reagido (JUNG et al., 2003), caracteristicas que podem diminuir as
limitacdes e ampliar o potencial de aplicagcdo em alimentos desses pigmentos (LIU et
al., 2018).

Dentre os solventes utilizados para a extracéo dos pigmentos formados, o
DMSO foi o0 solvente que mais conseguiu extrair os pigmentos arroxeados produzidos
(Figura 15). No entanto, a secagem e analise de UHPLC-MS/MS foram realizados
também nos extratos de DCM, sendo os resultados apresentados a seguir na secéo
5.1.6.
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Figura 15. ExtracBes dos pigmentos formados apos reacdo com arginina em

diferentes solventes.

Extratos
Solvente AC TC AA TA

Acetato de etila |

DCM
DMSO
\
Acetonitrila !
Metanol g
Agua* L ?1 i

*agua deionizada; AC: EV em agua deionizada (controle); TC: EV em solugédo Tween
80 1% (controle); AA: EV e arginina em solucéo aquosa; TA: EV e arginina em solucao
Tween 80 1%.

Como observado na avaliagdo da adigdo de sais em BVU, os sais reagiram
com o EVB e produziram pigmentos de coloragdo semelhantes (Figura 16) aos
observados anteriormente (em 5.1.3). Observou-se a formacdo de pigmentos mais
azul-arroxeado nos sais de Zn?*, Mn?*, Mg?*, Cu?* e Ni?*, enquanto os sais de ions
Fe?* e Co?*, produziram pigmentos com tons préximos ao preto e cinza escuros. O
CaCOs produziu um extrato roxo escuro enquanto que a reacdo com CacClz
permaneceu avermelhada como o controle. Como as reacfes foram efetuadas em
concentracdes equimolares de sal em relacdo ao contetdo de bicaverina no EVB com

conversdo das cores, seria necessario fazer reagcbes com concentracbes menores
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para verificar se seriam necessarios pelo menos um ion para cada molécula de

bicaverina para que ocorresse a formacao de pigmentos azulados.

Figura 16. Reacfes de EVB com diferentes sais e 0s respectivos extratos obtidos

por extracdo em DMSO.

Sais

v (]
I e

00 0’2) 00(\

1 O F P P

Extratos

*Antes/Depois do tratamento térmico.

5.1.6 Analise UHPLC-MS/MS de EA obtido por reacdo com arginina

A cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrobmetro de
massas em tandem (UHPLC-MS/MS) aliou a alta eficiéncia, resolugao, rapidez,
robustez e confiabilidade de separacdo de compostos da cromatografia liquida de
ultra-eficiéncia (UHPLC) e a seletividade, sensibilidade e o alto rendimento da
espectrometria de massas (MS) para analise de amostras complexas, e tem se
tornado o método analitico de escolha para a avaliacdo e identificacdo de drogas,
contaminantes, metabolitos ou biomarcadores de amostras biolégicas (NOVAKOVA,;
SVOBODA; PAVLIK, 2017).

A andlise UHPLC-MS/MS das amostras de EAs extraidas com DCM das
reacdes de EV com arginina em ambas as solu¢des (dgua deionizada e Tween 80
1%), revelou a presenca de picos intensos de bicaverina nos cromatogramas no tempo
de retencdo aproximado entre 7,70 a 7,90 min (Figura 17), que foi reconhecida através
da analise dos fragmentos de massa carga (m/z) 383,0760 [M + H]+ nos tempos de
retencéo entre 7,78 a 7,80 min e verificacdo dos fragmentos MS 383, 355, 340 e 323
(Figura 18), de acordo com o descrito por Busman et al. (2012). Intensidades

semelhantes também sao observadas nas respectivas amostras controle.
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Figura 17. Cromatogramas das amostras de EA obtidos por extragdo com DCM das
reacOes de EV com arginina em agua deionizada ou Tween 80 1%.
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Cada tipo de amostra possui dois cromatogramas, um para cada replicata. TA: EV e
arginina em solucao Tween 80 1%; TC: EV em solucdo Tween 80 1% (controle); AA:
EV e arginina em solucdo aquosa; AC: EV em 4gua deionizada (controle).
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Figura 18. Espectros de fragmentacdo MS dos picos de bicaverina nos
cromatogramas no tempo de retencao aproximado entre 7,78 a 7,80 min das

amostras obtidas por extracdo com DCM.
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Cada tipo de amostra possui dois espectros de fragmentacdo, um para cada replicata.
TA: EV e arginina em solucdo Tween 80 1%; TC: EV em solucdo Tween 80 1%
(controle); AA: EV e arginina em solucdo aquosa; AC: EV em agua deionizada

(controle).

Semelhantemente aos picos de bicaverina observados nas amostras
obtidas por extracdo em DCM, picos intensos sdo observados nos cromatogramas
das amostras de EAs extraidas com DMSO das reacdes de EV com arginina em
ambas as solucdes (dgua deionizada e Tween 80 1%). S&o observados picos intensos
de bicaverina nos cromatogramas no tempo de retencéo aproximado entre 7,80 a 7,90
min, com um deslocamento para 8,14 min em uma das replicatas da amostra de
reacao controle em agua deionizada (Figura 19). Os picos foram reconhecidos atravées
da analise dos fragmentos de massa carga (m/z) 383,0760 [M + H]+ nos tempos de
retencdo entre 7,78 a 7,81 min e verificagao dos fragmentos MS 383, 355, 340 e 337

(Figura 20), de acordo com o descrito por Busman et al. (2012).
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Figura 19. Cromatogramas das amostras de EA obtidos por extragdo com DMSO

das reacdes de EV com arginina em 4gua deionizada ou Tween 80 1%.
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Cada tipo de amostra possui dois cromatogramas, um para cada replicata. TA: EV e

arginina em solucao Tween 80 1%; TC: EV em solucdo Tween 80 1% (controle); AA:

EV e arginina em solugdo aquosa; AC: EV em 4gua deionizada (controle).
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Figura 20. Espectros de fragmentagcdo MS dos picos de bicaverina nos
cromatogramas no tempo de retencao aproximado entre 7,86 a 7,87 min das

amostras obtidas por extracdo com DMSO.

383.08

o ] 139.82 222.06 291.30 340.06 355.08 i
100+ 38308 — TA
o: 12987 146.07 218.46 340.06 355.08 e
383.08
g 100; =
= 1 12712 204.22 281.70 340.06 355.08
=D — . — TC
© 100+
e ]
< 02 127.04 14133 337.07 355.08 (ol
c 383.08
3 1004 -
< ]
¢ 127.04 14133 337.07 355.08 ;
100 38308 — AA
0 : 145.67 194.60 267.65 289.17 340.06 355.08 -
383.08
100—_ -
] 153.06 188.22 340,06 355.08
. ’ % [ AC
100+ 383.08
5 ] 131.98 187.21 22675 25977 31620 340.06 355.08 J
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 150 200 250 300 350

m/z

Cada tipo de amostra possui dois espectros de fragmentacéo, um para cada replicata.
TA: EV e arginina em solugdo Tween 80 1%; TC: EV em solugdo Tween 80 1%
(controle); AA: EV e arginina em solucdo aquosa; AC: EV em agua deionizada

(controle).

A observacao de picos intensos na faixa de tempo de retencéo entre 2,5 e
5,5 min somente nas amostras TA e TC (controle sem adi¢c&o de arginina) em ambos
os tipos de extragdao (DCM ou DMSO), que sdao amostras obtidas de reacdes
envolvendo solugédo de Tween 80 1%, mostra a forte interferéncia desse surfactante
nessa faixa de tempo. De fato, esta interferéncia pode ser observada entre as faixas
de tempo de retencao entre 0,5 a 5,5 min e tem sido um desafio para a avaliacao de
compostos insoluveis em agua, ja que é um surfactante amplamente utilizado para
facilitar a solubilizagdo de compostos microbianos, farmacéuticos e cosmeéticos
(JAPELT; JOHNSEN; CHRISTENSEN, 2016). Assim, deve-se atentar para esta
limitag@o durante a analise dos dados nessa faixa de tempo, em nosso trabalho.

Esperou-se que a adicdo de arginina no EV produzisse um composto

azulado resultante da ligacdo entre este aminoacido e a bicaverina, principalmente
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nas amostras obtidas por extracdo com DMSO que se mostraram mais arroxeadas
em comparacgdo com as amostras obtidas por extracdo com DCM (Figura 15). Dessa
forma, foram realizadas buscas dos fragmentos de massa carga (m/z) proximos de
557,5 [M + H]+, soma das massas moleculares da arginina (174,2 g/mol) e bicaverina
(382,3 g/mol), e também foram avaliados os fragmentos de m/z de 558 até 439 [M +
H]+, para verificacdo de possivel formacdo de compostos constituidos de partes de
cada molécula alvo. No entanto, ndo foram encontrados nenhum provavel composto
gue tenha aparecido somente nas amostras que foram adicionadas a arginina.

Ademais a observacdo de perfis cromatograficos semelhantes entre as
amostras de reacdo e seus respectivos controles acompanhado com picos de
bicaverina de intensidades fortes e semelhantes, sugere que talvez a bicaverina e a
arginina ndo estejam reagindo de forma a produzir uma nova molécula de estrutura
diferente, e sim interagindo de forma intermolecular sem a formacéo de ligacbes e
apenas modificando a distribuicdo da densidade eletrbnica molecular da bicaverina,
gue consequentemente altera o seu espectro de absorcdo de cor e/ou emissédo de
fluorescéncia, como foi observado por Hussain et al. (2019). Este evento pode estar
acontecendo também com a adicdo de ions metalicos na producdo de pigmentos
azulados realizados neste trabalho, que serdo avaliados mais adiante em outros
estudos.

No entanto, estas hipédteses ainda precisam ser avaliadas com maior
cuidado, ja que estamos tratando de amostras complexas, por se tratar de extrato
vermelho bruto, nos quais estdo presentes uma ampla gama de compostos quimicos
além da bicaverina. Uma alternativa para possibilitar o encontro de possiveis
moléculas produzidas pela adi¢cdo de arginina no EV seria a submissdo e anotagéo
dos dados de UHPLC-MS/MS na plataforma GNPS (Global Natural Products Social
Molecular Networking) (WANG, M. et al., 2016), que € uma plataforma de dados
espectrais especificos para produtos naturais que facilita e agiliza a dereplicacao dos
dados de cromatografia acoplada a espectrometria de massas além de rastrear
analogos estruturais de moléculas ainda ndo disponiveis nas bibliotecas ou descritas

na literatura.
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5.1.7 Avaliagcéo da capacidade antioxidante do EV

5.1.7.1 TEAC

O método TEAC estd entre os métodos quimicos mais utilizados para a
determinacdo da capacidade antioxidante através do sequestro de radicais livres,
sendo o radical livre utilizado o radical ABTS™, que € um composto cromoéforo
guimicamente estavel de absorbancia maxima de 414 nm e absorbancias secundarias
de 645, 734 e 815 nm (MILLER et al., 1993; THAIPONG et al., 2006). Possui alta
solubilidade em &gua, mas pode também ser solubilizado em meios orgéanicos,
solventes definidos de acordo com a natureza dos compostos antioxidantes a serem
analisados (ARNAO, 2000). O método avalia a habilidade dos antioxidantes em
sequestrar o radical ABTS'™, de coloragéo azul esverdeado, através do decréscimo da
cor medidos por absorbéncia da reacédo de inibicdo radical-antioxidante, sendo o
percentual de inibicdo determinado em fun¢éo do padrédo Trolox que é submetido as
mesmas condi¢des de andlise (SUCUPIRA et al., 2012).

A aplicacdo do método é simples, rapido e reprodutivel, com flexibilidade
para determinacgéo tanto da capacidade antioxidante de amostras hidrofilicas quanto
lipofilicas (AWIKA et al., 2003), favorecendo a avaliacdo do EV de consideravel
lipofilicidade.

Dessa forma, a partir da curva padréo de Trolox e da equacgédo da reta obtida
(Figura 21), foi possivel a obtencdo do resultado de capacidade antioxidante do EV,
expressos em umol TE/mg, encontrando-se o valor de 235,49 + 7,03 ymol TE/mg para
o EV.



104

Figura 21. Curva padrao do Trolox para célculo da capacidade antioxidante de
sequestro do radical ABTS com a equacéo e coeficiente de correlacéo linear (R?).
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5.1.7.2 ORAC

O método ORAC apesar de ser mais dispendioso em questdes de custo e
tempo, este método também esta entre os métodos quimicos mais utilizados para a
determinacao da capacidade antioxidante (AWIKA et al., 2003; OU et al., 2013). No
entanto, difere do método ABTS por basear-se em reacdes de transferéncia de atomos
de hidrogénio e assim possuindo maior relevancia devido ao uso de radicais
semelhantes aos presentes em sistemas biol6gicos (PRIOR et al., 2003).

A reacdo do método €& composta pelo AAPH [2,2'-azobis(2-
metilpropionamidina) dihidrocloruro], promotor da geracao de peroxilas, e fluoresceina,
gue € um marcador fluorescente, fotoestavel e termoestavel, que sofre reducéo pela
peroxila e tem sua fluorescéncia reduzida (BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).

O antioxidante atua como competidor pelos radicais formados, que doando
atomos de hidrogénio produz compostos menos reativos e consequentemente inibe a
perda da intensidade da fluorescéncia, que é proporcional a atividade do antioxidante
(BECKER; NISSEN; SKIBSTED, 2004).

Semelhantemente ao TEAC, o ORAC pode ser aplicado para a
determinacdo da capacidade antioxidante de compostos hidrofilicos e lipofilicos, e
ainda possui vantagem de nédo ser fortemente afetado por amostras com compostos

coloridos por se basear na mensuracao de fluorescéncia (HUANG, D. et al., 2002).
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Os resultados obtidos também podem ser expressos em funcéo do padréo
Trolox (OU et al., 2013). Dessa forma, foram construidas duas curvas padréo Trolox
(Figura 22), pois este método permite a determinacéo da capacidade antioxidante de
ambos os compostos, hidrofilicos e lipofilicos. Cada curva foi construida de acordo
com os valores das &reas sob a curva de decréscimo (AUC) da perda de fluoresceina
das diferentes concentracdes de Trolox.

Figura 22. Curva padrao de Trolox para capacidade antioxidante determinado por

ORAC hidrofilico e lipofilico e suas equacdes e coeficientes lineares (R?).
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O resultado da frag&o hidrofilica foi de 282,64 £ 7,04 ymol TE/mg, enquanto
a fracdo lipofilica obteve valor proximo ao dobro do obtido pela fracdo hidrofilica, de
564,84 + 132,32 umol TE/mg, sendo o total igual a 847,49 £+ 126,93 pmol TE/mg.
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As diferencas entre as capacidades antioxidantes determinadas nos
diferentes ensaios, TEAC e ORAC, devem-se as diferencas de principios, reagentes,
afinidades quimicas entre os radicais e a amostra, possiveis erros de analise, e
diferentes caracteristicas e mecanismo de acdo dos compostos que estao presentes
na amostra (THAIPONG et al., 2006), visto que 0 extrato possui outros compostos
além da bicaverina que podem ter reatividades diferentes aos reagentes de cada
ensaio.

No entanto, a avaliacdo pelo teste de Tukey (p < 0,05) mostrou que 0s
valores de capacidade antioxidante obtidos no ensaio TEAC e na fragdo hidrofilica de
ORAC, ndo tém diferenca estatistica significativa, evidenciando que apesar da
utilizacdo de solventes de funcbes diferentes no preparo da amostra, lipofilica para
TEAC e hidrofilica para ORAC, resultaram em resposta similar. Ademais, o resultado
expressivo de ORAC da fragdo lipofilica mostra uma possivel eficiéncia do solvente
utilizado neste ensaio para nossa amostra que possui carater hidrofébico.

A andlise de correlacdo de Pearson foi efetuada entre os dois tipos de
meétodos, no entanto ndo foi possivel encontrar uma correlacéo significativa (p = 0,696).
Desse modo, observa-se dificuldade na comparacao dos resultados entre diferentes
métodos visto a complexidade e diversidade de compostos antioxidantes e das

peculiaridades das metodologias.

5.2 Isolamento, identificacdo de bactéria purpura e avaliagcdo de diferentes

meios de crescimento celular e producédo de violaceina

5.2.1 Isolamento, identificac&o de bactéria purpura

Durante o processo de isolamento foram utilizados diferentes meios sélidos,
sendo o meio solido YPS, o meio no qual as colbnias apresentaram crescimento
morfolégico homogéneo, producédo de pigmento e maior tempo de sobrevivéncia na
placa. Dessa forma, a linhagem isolada foi mantida em placas de Petri contendo meio
solido YPS, sob incubacéo a 25°C, realizando-se repique sempre que foi necessario.
A microscopia Optica mostrou que o isolado se tratava de uma bactéria baciliforme
Gram-negativa.

A andlise UHPLC-MS/MS mostrou que o0 pigmento produzido foi a
violaceina, e o sequenciamento do gene RNAr 16S do DNA bacteriano identificou que

o isolado se tratava potencialmente de uma nova linhagem pertencente ao género
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Janthinobacterium, com 99,90% de identidade, apresentando maior proximidade ao J.
lividum DSM 15227 e ao J. svalbardensis JA-1T(Figura 23). Membros destas duas
espécies sdo conhecidos por produzir pigmentos como a violaceina em J. lividum
(KANELLI et al.,, 2018) e outros pigmentos semelhantes a violaceina em J.
svalbardensis (AVGUSTIN et al., 2013).

Figura 23. Arvore filogenética da bactéria plrpura isolada.

s8 ~ Janthinobacterium lividum DSM 15227 (Y08846)
ﬂ[l; Janthinobacterium svalbardensis JA-1T (DQ355146)
|Bactéria purpura
— ————— Janthinobacterium agaricidamnosum DSM 96287 (Y08845)
Aquaspirillum arcticum 1AM 14963T (AB074523)
Massilia namucuonensis 333-1-04117 (JF799985)
79 — Duganella zoogloeoides IAM12670T (D14256)
10l Duganella phyllosphaerae T54T (FR852575)
Oxalicibacterium horti DSM 216407 (AB469786)

89

0.005

5.2.2 Avaliacao de diferentes meios para o crescimento celular e de producgéo
de violaceina pela bactéria purpura

Apbs identificacdo da bactéria, identificagcdo do pigmento produzido foram
realizadas buscas na literatura pelos meios mais utilizados nos estudos com espécies
do mesmo género ou outras espécies comumente conhecidas pela producédo de
violaceina. De acordo com a revisédo de Duran, N. et al (2016), muitos estudos sobre
producdo de violaceina reportam as concentracbes do pigmento baseando-se no
coeficiente de extingdo, determinado pela utilizacdo de analise espectrofotométrica,
gue pode variar (10,96 a 74,3 L/g.cm™) significativamente de acordo com o
comprimento de onda de absorcdo méxima (565 — 575 nm) e o solvente (etanol,
acetona-agua) utilizado. Esta discrepancia nos valores dos coeficientes de extincao
para determinacéo das concentracdes de violaceina pode resultar na superestimacao
das concentracdes de até 680%, como foi destacado por Rodrigues, A. L. et al. (2012),
e ainda dificultar as comparacdes de producao do pigmento entre diferentes estudos.

Ademais, a determinacdo baseada em espectrofotometria nos fornece

estimativa da concentracdo de violaceina bruta, ou seja, do pigmento azulado
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resultante da mistura do componente majoritario violaceina e de pequena
concentragcdo de deoxiviolaceina, o qual dependendo da concentragdo presente na
mistura com a violaceina pode ocasionar a mudanca de até aproximadamente 50%
do coeficiente de extincdo (RODRIGUES, A. L. et al., 2012). Devido a dificuldade na
extracdo e isolamento da deoxiviolaceina a partir do extrato bruto de violaceina, a
deoxiviolaceina pode representar uma interferéncia consideravel para a quantificacdo
acurada de violaceina (WANG, H. et al., 2012). Dessa forma, recomenda-se o uso do
meétodo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para a determinacéo e
guantificacdo acurada de violaceina e deoxiviolaceina, devido a obtencdo do
coeficiente de extingao a partir da lei de Beer em diferentes concentracdes do padréo
(violaceina ou deoxiviolaceina pura) (DURAN, N. et al., 2016). No entanto, para a
estimativa da concentracdo de violaceina para acompanhamento de culturas
bacterianas, ¢é considerado conveniente 0o uso das determinacdes
espectrofotométricas com o uso do coeficiente de extingdo, desde que seja
determinada previamente a pureza da violaceina por HPLC (DURAN, N. et al., 2016).

Como o presente trabalho avaliou grande quantidade de diferentes meios
para a producdo de violaceina por nossa linhagem bacteriana, optou-se pelo
monitoramento e estimativa da concentracdo de pigmento produzido por método
espectrofotométrico, sem o uso do coeficiente de extincdo, para auxiliar na selecéo
preliminar dos melhores meios para a producdo de violaceina. Dessa forma, a
avaliacdo e comparacao da producao de violaceina foi realizada através dos valores
de absorbéancia obtidos a 575 nm, deixando o uso do método de quantificagdo mais
acurado por HPLC para trabalhos futuros de maximizagédo da producgé&o de violaceina.

Conforme estudos encontrados na literatura, o meio NB e NB
suplementado com outros nutrientes, como glicerol e glicose, foram os meios que
proporcionaram a producédo de violaceina por linhagens de J. lividum (CORTES-
OSORIO et al., 2017; KANELLI et al., 2018; VENIL et al., 2015). No estudo de Kanelli
et al. (2018), a producédo de violaceina em meio NB suplementado com glicerol
alcancou leitura de absorbancia de aproximadamente 5 a 6,5 (580 nm) e 1,83 g/L de
violaceina bruta sob fermentacdo em biorreator por 144 h. No estudo de Cortés-Osorio
et al. (2017), a producao de violaceina alcangcou aproximadamente 12 unidades de

absorbancia (575 nm) em meio NB suplementado com glicerol, aproximadamente 0,4
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g/L, enquanto que o meio NB suplementado com glicose produziu aproximadamente
0,9 g/L de violaceina bruta apds 120 h de fermentacdo em frascos cbnicos de vidro.
No entanto, ensaios de crescimento celular e producdo de pigmento
utilizando esses meios (NB, NBGL, NBG) resultaram apenas em crescimento celular
sem a producdo de violaceina (vide ensaios 25, 27 e 28 das Figuras 24 e 25). Ademais,
a suplementacdo com outras fontes de carbono no meio NB (NBL, NBS e NBF)
também nao resultou no aumento significativo da producdo de violaceina,
observando-se somente consideravel crescimento celular alcancando valores acima
de 11 de DOsoonm para 0os meios NB suplementados com sacarose e frutose (vide
ensaios 26, 28, 29, e 30 das Figuras 24 e 25). Dessa forma, foi necessario realizar
uma avaliagcdo com outros meios, variando-se as fontes de carbono e nitrogénio, para

possibilitar a producao de violaceina por nossa linhagem.
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Figura 24. Mapa de crescimento celular de Janthinobacterium sp. nos diferentes
meios e tempos de fermentagéo.
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Figura 25. Mapa de producéo de violaceina por Janthinobacterium sp. nos

diferentes meios e tempos de fermentacao.
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Nao foi realizada a leitura de Abss7snm

Como o meio soélido de manutengcdo YPS promoveu a producdo de

pigmento pelas col6nias de Janthinobacterium sp. optou-se pela utilizacdo deste meio

na forma liquida para o preparo do indculo. Ponderou-se a possibilidade de utilizacao

do meio YPS, para producao de pigmentos, mas a baixa producao de pigmento, de

valor pouco mais da metade do valor alcancado por Kanelli et al. (2018) e a produgé&o

de pigmento em teste preliminar de meio com apenas dois componentes, peptona e
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glicerol, motivaram a avaliagdo da adicdo ou troca de componentes do meio
fermentativo. Adic&o e/ou troca de componentes que foram realizadas de acordo com
os resultados de producéo de violaceina que foram sendo obtidos dos meios avaliados.

De forma semelhante aos estudos com diferentes espécies produtoras de
violaceina avaliou-se diferentes fontes de carbono e nitrogénio no meio fermentativo
para a producado de violaceina. Estudos com J. lividum avaliaram fontes de carbono
como glicose, glicerol (CORTES-OSORIO et al.,, 2017; KANELLI et al., 2018),
enquanto que a sacarose, lactose, frutose e diferentes fontes de nitrogénio inorganico
(NH4Cl) e organico (peptona, triptona, extrato de levedura) foram avaliados com
lodobacter sp. (KUMAR et al., 2021). A uréia foi também adicionada em nosso estudo
pela ndo identificacdo de estudos que avaliaram este composto na producdo de
violaceina, pela disponibilidade e por ser uma fonte alternativa de nitrogénio para
crescimento bacteriano (JORGENSEN, 2009).

As fermentacdes nos diferentes meios foram iniciadas com indculo
contendo em média 1,9. 10° UFC. Apesar de Kumar et al. (2021) ter observado pouca
producdo de violaceina com lodobacter sp. em meios contendo 0,5 g/L de NH4Cl,
corroborados por testes preliminares utilizando 0,5 g/L de uréia e insuficiente
crescimento celular e producao de pigmento (vide ensaios 1 a 4 das Figuras 24 e 25),
optou-se sequir pela utilizacdo de 5 g/L, semelhante a quantidade de peptona utilizada
no meio YPS, e esperando uma melhora nos resultados. No entanto, os meios de
fermentacao contendo 5 g/L de uréia ou NH4ClI, ndo apresentaram crescimento celular
(vide ensaios 5 a 9 da Figura 24) assim como producao de violaceina (vide ensaios 5
a 9 da Figura 25), mostrando-se inadequados como fonte de nitrogénio para nossa
linhagem.

As avaliagcbes dos meios com peptona e triptona variando as fontes de
carbono prosseguiram. Obteve-se melhor crescimento celular e producdo de
violaceina, tendo como melhor resultado para producéo de violaceina (Abss7snm 2,58
+ 0,33), 0 meio com triptona e frutose (TF) (vide ensaio 24 da Figura 25). Mas, ainda
em menor quantidade do que a observada com o meio YPS (Abss7snm 3,66 + 0,47)
(Figura 26).
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Figura 26. Cinética de crescimento celular e producédo de violaceina por

Janthinobacterium sp. nos meios contendo extrato de levedura.
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Prosseguiu-se com as avaliagbes dos meios de fermentacdo YPS e suas
variagbes, substituindo-se a sacarose e a peptona como fontes de carbono e
nitrogénio de YPS. Assim, obteve-se os meios compostos por peptona e glicose (YPG),
peptona e frutose (YPF), triptona e glicose (YTG), triptona e sacarose (YTS), e triptona
e frutose (YTF). A lactose e o glicerol ndo foram considerados como fontes de carbono
alternativas neste ensaio devido ao baixo desempenho de producéao de pigmento nos
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meios anteriores. Como até entdo os meios TF e YPS apresentaram os melhores
resultados, esperava-se observar melhor desempenho do meio YTF. No entanto, as
maiores producdes de pigmento foram evidenciadas nos meios YPG (Abss7snm 9,61 +
1,86) e YPF (Abss7snm 8,13 * 3,65) (Figura 26 b), sugerindo que o extrato de levedura
(presente em YTF e YPF, mas ndo em TF) pode interferir de forma negativa no meio
com triptona, e de forma sinérgica no meio contendo peptona.

O efeito positivo do extrato de levedura na producdo de violaceina,
estimulou a avaliacdo de meios contendo apenas este extrato e variadas fontes de
carbono. Assim, foram testados os meios contendo apenas 3 g/L de extrato de
levedura e 10 g/L de sacarose (Y3S), glicose (Y3G) ou frutose (Y3F), ou apenas 3 g/L
de extrato de levedura, sem fonte de carbono adicional (Y3). Os resultados indicaram
altas producdes de violaceina nos meios Y3G (Abss7snm 7,90 £ 0,88), Y3S (Abss7snm
7,84 £ 0,41) e Y3F (Abss7snm 8,24 + 0,88) (Figura 27).
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Figura 27. Cinética de crescimento celular e producédo de violaceina por
Janthinobacterium sp. nos meios contendo apenas 3 g/L de extrato de levedura

como fonte de nitrogénio.
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Assim, foi considerado testar os mesmos meios, mas aumentando a
concentracao de extrato de levedura para 5 g/L, ou seja, a mesma concentracéo das
fontes de nitrogénio nos demais meios testados anteriormente. Dessa forma, 0S novos
meios testados eram compostos por apenas 5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de

sacarose (Y5S), glicose (Y5G) ou frutose (Y5F), ou apenas 5 g/L de extrato de
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levedura, sem fonte de carbono adicional (Y5) (Figura 28). Grande quantidade de
violaceina (Abss7snm 10,18 + 1,49) foi produzida com o meio Y5F, seguindo pelos
meios Y5S e Y5G (Abss7snm 6,38 + 2,07 e 3,44 + 0,47), e pequena quantidade com os
meios sem fonte de carbono Y3 e Y5 (Abss7snm 0,07 £ 0,01 e 0,10 + 0,02), mostrando
a necessidade de uma fonte de carbono junto com o extrato de levedura para a
producédo de pigmento.
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Figura 28. Cinética de crescimento celular e producédo de violaceina por
Janthinobacterium sp. nos meios contendo apenas 5 g/L de extrato de levedura

como fonte de nitrogénio.
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Os meios que obtiveram maiores niveis de producao de violaceina foram,
em ordem decrescente: Y5F, YPG, Y3F, YPF, Y3G, Y3S e Y5S. O perfil de
concentragdo celular e producéo de violaceina no tempo foi semelhante para estes
sete meios, sendo um pouco menor para o meio Y5S. No entanto, a analise ANOVA

do dados de producdo de violaceina em todos os tempos avaliados durante a
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fermentacdo mostrou que ndo ha diferenca estatistica (p > 0,05) de producédo de
pigmento entre os sete melhores meios testados (Y5F, YPG, Y3F, YPF, Y3G, Y3S e
Y5S).

Os resultados evidenciam a importancia do extrato de levedura como fonte
de nitrogénio na producéo de violaceina e também das fontes de carbono de facil
metabolizacao, frutose e glicose, enquanto que a peptona pode ser considerada uma
fonte de nitrogénio auxiliar ao extrato de levedura, e ndo como uma alternativa como
substituinte completo. Dessa forma, levantamos informacfes sobre os fatores que
podem ser avaliados em estudos futuros de planejamento experimental e otimizagéo
de processos para permitir a determinacdo dos parametros para maximizacao de
producéo de violaceina por nossa linhagem de Janthinobacterium.

Sabe-se que para alguns microrganismos, fontes de carbono de rapido
metabolismo como a glicose e frutose resultam em aumento de massa celular e
diminuicdo da producdo de metabdlitos secundarios (MENDES et al., 2001). Assim, a
disponibilidade de fontes de carbono de consumo lento, como o glicerol, resulta em
diminuicdo do crescimento celular e um aumento na producdo de metabdlitos
secundarios (MENDES et al., 2001; PANTANELLA et al., 2006).

De fato, observou-se um aumento notadvel de massa celular nas
fermentacdes com meios de cultura que continham glicose e frutose e baixa producéo
de violaceina. No entanto, quando no meio foi incluido o extrato de levedura, o
crescimento celular ainda continuou intenso, mas com considerdvel aumento na
producédo de violaceina. Esta condicao foi descrita em estudo de otimizacdo de meio
para producdo de violaceina por C. violaceum, no qual o aumento nos niveis de
glicose e extrato de levedura resultou em aumento da massa celular e de violaceina
produzida (MENDES et al., 2001). Ademais, nota-se a utilizagdo de meios contendo
glicose e extrato de levedura para producdo de violaceina também em linhagens de
microrganismos transformados de E. coli (ZHOU et al., 2018) e Yarrowia lipolytica
(KHOLANY et al., 2019).

A adicdo de glicerol nos meios nao impactou consideravelmente a
producdo de violaceina nos meios testados, contrariando outros estudos que
adicionaram glicerol para aumento na producdo de violaceina utilizando J. lividum
(CORTES-OSORIO et al., 2017; KANELLI et al., 2018; PANTANELLA et al., 2006).
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Semelhantemente a interacao positiva entre a glicose e extrato de levedura
observada, meios com sacarose juntamente com o extrato de levedura demonstraram
producdo consideravel de violaceina. Porém, em meios que também continham
peptona (YPS) ou triptona (YTS), a producao de pigmento pareceu ser dificultada.

Em relacdo a lactose, observou-se que esta ndo foi utilizada pela linhagem
de Janthinobacterium empregada neste estudo, ndo apresentando consideravel
crescimento celular e producdo de violaceina, assim como foi observado na
fermentacdo com lodobacter sp. (KUMAR et al., 2021).

Muitos estudos de producao de violaceina adicionam ao meio fermentativo
0 aminodcido triptofano puro como fonte de precursora para a sintese de violaceina
(AHMAD et al., 2012; ARULDASS et al., 2015; KHOLANY et al., 2019; WANG, H. et
al., 2009), e a triptona é rica nesse aminoacido. Estudos demonstraram que a triptona
foi a melhor fonte de nitrogénio para o aumento da producdo de violaceina em
espécies produtoras desse pigmento como em Janthinobacterium sp. (CORTES-
OSORIO etal., 2017), Duganella sp. (WANG, H. et al., 2009), e Idobacter sp. (KUMAR
et al., 2021), assim como com outras fontes de nitrogénio ricos nesse aminoacido em
espécies de Janthinobacterium (ALEM et al., 2020; PANTANELLA et al., 2006).

No entanto, a suplementacdo do meio com triptofano pode aumentar
demasiadamente a quantidade disponivel deste nutriente para a bactéria, tornando-
se um composto téxico e inibindo o crescimento celular e a producao de pigmentos
(ALEM et al., 2020; CORTES-OSORIO et al., 2017). Condicdo que pode estar
ocorrendo nos meios que contém triptona e extrato de levedura, nos quais foram
observadas produgéo de violaceina reduzida em comparacao com 0os meios de extrato
de levedura e diferentes fontes de carbono (exceto lactose e glicerol).

A elevada producédo de violaceina em meios com extrato de levedura
demonstra que é uma fonte de nitrogénio importante para nossa linhagem, assim
como foi observado em C. violaceum por Ahmad et al. (2012). Considerada uma
mistura complexa, o extrato de levedura possui principalmente em sua composi¢ao
aminoacidos livres, peptideos, carboidratos, acidos nucléicos, vitaminas e minerais
(CHEN et al., 2013), e é utilizada como a melhor fonte de nitrogénio para a sintese
microbiana de triptofano (CHEN et al., 2013; LIM et al., 2020).

Vale destacar que Aruldass et al. (2015), utilizando C. violaceum, em
condi¢cdes otimizadas de cultivo em biorreator e residuo liquido de abacaxi
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suplementado com triptofano como meio, alcancou elevada producdo de violaceina
de aproximadamente 16,26 g/L em 24 h. Como nossa linhagem foi capaz de produzir
maior quantidade de violaceina nos meios que continham frutose, glicose e sacarose,
os residuos liquidos de frutas, como o abacaxi que € conhecido por possuir altas
concentragfes desses acucares, podem ser alternativas promissoras como fonte de
carbono barata para a maximizacao da producao de pigmento por nossa linhagem.

Outro componente que pareceu contribuir para sintese de violaceina
guando em conjunto com o extrato de levedura (YPG, YPS, YPS), foi a peptona.
Resultante da digestdo de proteina do leite ou outra proteina animal, a peptona é
constituida de peptideos de baixo peso molecular e polipeptideos (STAM; SMILEY,
2014), que também é usada como uma fonte de nitrogénio para sintese microbiana
de triptofano (CHEN et al., 2013; LIM et al., 2019). Contudo, acredita-se que o
Janthinobacterium esteja metabolizando os componentes do extrato de levedura e da
peptona de forma lenta, produzindo gradualmente o triptofano e evitando os efeitos
deletérios das altas concentracfes deste nutriente para a biossintese de violaceina.

Embora o meio NB seja composto de altas concentracdes de peptona e
extrato de levedura (AHMAD et al., 2012), a producao de violaceina baixa ou nula nos
meios testados evidencia a sensibilidade dos microrganismos perante as diferentes
fontes de peptona e extrato de levedura na sintese de triptofano (CHEN et al., 2013).
Ademais, esses compostos também podem apresentar carater inibitério na
biossintese de metabdlitos, tal como em Pediococcus acidilactini na biossintese de
triptofano (LIM et al., 2020) e em lodobacter sp. na biossintese de violaceina (KUMAR
et al., 2021).

Essas diferengas nas respostas dos nutrientes para o crescimento celular
e sintese de metabdlitos reiteram a existéncia de preferéncias nutricionais especificas
de cada microrganismo e a necessidade de avaliar esses compostos a fim de

maximizar as respostas de interesse (LIM et al., 2020).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo foram obtidos corantes azulados de diferentes fontes. A
primeira delas foi a partir de corantes vermelhos de Fusarium oxysporum, tanto por
adicdo de compostos alcalinos, ions metélicos e arginina. Esses compostos
possivelmente interagiram com a bicaverina, pigmento ainda pouco estudado com
propriedades bioldgicas interessantes, de forma com que houve o deslocamento do
comprimento de onda de absorcéo de luz da molécula resultando na absorc¢éo de luz
vermelha e producéo da cor azulada. Verificou-se que a intensidade da sensibilidade
aos ions variou, mostrando que esse efeito pode estar relacionado com as
caracteristicas de densidade e organizacao eletrénica nos orbitais especificos de cada
ion. Sensibilidade observada até pela adicdo de agua potavel e producédo de
pigmentos azulados. A verificacdo de atividade antioxidante do extrato vermelho
levanta a possibilidade de que corantes obtidos a partir de corantes ricos em
bicaverina também apresentem essa propriedade, abrindo perspectivas para estudos
futuros para a elucidacdo dos mecanismos de alteracdo estrutural relacionada a
mudanca de cor pela molécula e suas implicacdes nas propriedades fisico-quimicas
e bioldgicas.

Ademais, o isolamento e identificacdo de possivel nova espécie de
Janthinobacterium permitiu a avaliacao de diferentes meios liquidos para a producéo
de violaceina, pigmento conhecido pela boa capacidade tintorial e de estabilidade com
variedade de propriedades biologicas. A variacdo das fontes de carbono e de
nitrogénio mostraram os efeitos de cada um, principalmente das fontes de nitrogénio
como peptona, triptona e extrato de levedura como fonte de triptofano, molécula
conhecida como precursora para a biossintese de violaceina. Destaque pela presenca
de extrato de levedura nos sete melhores meios de producdo de violaceina, que
geraram concentracdes consideravelmente altas, e que ainda podem ser melhorados
por aplicacdo de metodologias de planejamento experimental e otimizagdo das
condi¢les de fermentacao.

Desse modo, este trabalho mostrou que a investigacdo da converséao de
cor dos corantes vermelhos ricos em bicaverina para corantes azulados e a obtencéo
preliminar de consideravel concentracdo de violaceina, abrem possiveis novas
alternativas para o escasso painel de corantes naturais azulados disponiveis para

aplicacdo na industria de alimentos e cosméticos.
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