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RESUMO

A aceitacdo de muitos produtos no mercado esta diretamente relacionada a sua aparéncia, e
entre as caracteristicas mais importantes pode-se citar a cor. Estudos tem estabelecido que as
doses inadequadas de corante sintéticos sdo prejudiciais para a salde do consumidor,
culminando, por tanto, em criacdes de legislagdes em relacdo a sua utilizacdo. Devido a atual
tendéncia mundial de querer substituir o artificial pelo natural, a industria alimenticia, téxtil,
farmacéutica e cosmética estd na busca de produtos naturais que ndo ocasionem danos a
salde e que sejam amigaveis ao meio ambiente. Uma alternativa para a obtencdo de
pigmentos naturais é através de bactérias devido as vantagens que possuem em termos de sua
alta taxa de crescimento, independéncia geografica, condi¢cdes controlaveis, manipulacéo
genética, além da reducdo dos custos através do uso de meios de cultivo mais econdmicos.
No presente trabalho objetivou-se testar distintos parametros fisicos e quimicos, identificando
aqueles que influenciam de forma positiva no crescimento celular e producdo de pigmentos
de trés bactérias isoladas de solos amazonicos (Serratia marcescens, Microbacterium sp. e
Burkholderia sp.). Os testes foram realizados por meio de crescimento em caldo nutritivo
selecionado como meio base, testando distintas fontes de carbono, nitrogénio, temperaturas e
pH. Foram retiradas amostras cada 24, 48 e 72h ap6s incubacdo, medindo o crescimento
celular por meio de OD (densidade 6tica) a 600nm, e a producdo do pigmento através da
extragdo com solventes polares quando foi necessario, e a leitura da OD no comprimento de
onda para cada caso (vermelho a 470 nm para S. marcescens, amarelo a 440 nm para
Microbacterium sp. e, roxo a 470 nm para Burkholderia sp.). A maior producdo de biomassa
de S. marcescens foi obtida utilizando sacarose e glicose como fontes de carbono, extrato de
levedura como fonte de nitrogénio, em uma temperatura de 25°C e um pH que pode variar
entre 7 e 8. Os parametros de crescimento que influenciaram de forma positiva na A
producdo do pigmento foi favorecida pelo uso do amido soltvel como fonte de carbono, o
extrato de levedura como fonte de nitrogénio, a uma temperatura de 25°C e com um pH 8 no
meio de cultura. Com relacdo a Microbacterium sp., um melhor crescimento celular ocorreu
na presenca de sacarose como fonte de carbono, extrato de levedura como fonte de
nitrogénio, em 25 e 30 °C com um pH entre 6 e 8. O amido solGvel como fonte de carbono,
extrato de levedura como fonte de nitrogénio, em uma faixa entre 20-30°C, e um pH entre 6 e
9 favoreceram a producdo do pigmento. Quanto a Burkholderia sp., crescimento celular foi
favorecido pelo uso de glicose como fonte de carbono, extrato de levedura como fonte de
nitrogénio, a uma temperatura de 20 e 25°C e um pH de 6. As maiores producdes de
pigmento foram observadas quando a lactose foi utilizada como fonte de carbono, extrato
levedura como fonte de nitrogénio, a uma temperatura de 20 e 25°C e um pH entre 6 e 7.
Estes resultados podem ser utilizados para obter melhores rendimentos na producdo dos
pigmentos de interesse nas espécies de bactérias estudadas.

Palavras chaves: Metabolismo microbiano, biopigmentos, microbiota amazonica,
produtos biotecnoldgicos.



ABSTRACT

The acceptance of many products in the market is directly related to their appearance,
and among the most important features we can mention the color. Due to the current global
trend of wanting to replace the artificial for the natural, the food industry, textile,
pharmaceutical and cosmetic are seeking natural products that do not cause harm to health
and that are friendly to the environment. An alternative source for obtaining natural pigments
are bacteria, due to the advantages they have in terms of their high growth rate, geographic
independence, controllable conditions, genetic manipulation, and reduced cost through the
use of less expensive growth media. The present study aimed to test different physical and
chemical parameters, identifying those that influence positively on cell growth and pigment
production of three bacteria isolated from Amazonian soils (Serratia marcescens,
Microbacterium sp. and Burkholderia sp). The tests were performed using nutrient broth as
growing medium, selected as the base medium, testing different sources of carbon, nitrogen,
temperature and pH. Samples were taken at 24, 48 and 72 hours after incubation, by
measuring the cell growth by means of OD (optical density) at 600 nm, and pigment
production by extraction with polar solvents when necessary, and reading the OD in the
wavelength for each case (red at 470 nm for S. marcescens, yellow at 440 nm for
Microbacterium sp., and purple at 470 nm for Burkholderia sp). In Serratia marcescens the
highest biomass was obtained with sucrose and glucose as carbon source, yeast extract as a
nitrogen source at a temperature of 25°C and a pH of 7 and 8. The growth parameters that
influenced positively in the production of pigment was the use of soluble starch as carbon
source, yeast extract as a nitrogen source at a temperature of 25°C and pH 8. Regarding to
Microbacterium sp., the best cell growth occurred in the presence of sucrose as carbon
source, yeast extract as nitrogen source, at a temperature of 25 and 30°C with a pH between 6
and 8. Soluble starch as carbon source, yeast extract as a nitrogen source in a temperature
range between 20-30 °C and a pH between 6 and 9, favored the pigment production. As to
Burkholderia sp., cell growth was favored by the use of glucose as carbon source, yeast
extract as a nitrogen source at a temperature of 20-25°C, and a pH of 6. The higher pigment
yields were observed when lactose was used as carbon source, yeast extract as a nitrogen
source at a temperature of 20 and 25°C, and a pH between 6 and 7. These results can be used
in order to improve the yields in the production of pigments of interest by the bacterial
species studied.

Key words: microbial metabolism, biopigment, Amazon microbiota, biotechnology
products.
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1. INTRODUCAO

A cor é um constituinte vital e provavelmente uma das principais caracteristicas da
percepcdo dos sentidos. O homem procura sempre o que € agradavel através dos estimulos
visuais. As evidéncias artisticas das pinturas pré-historicas comprova 0 interesse das
civilizacdes antigas na formulacdo de tinturas naturais. Antes da chegada dos pigmentos
sintéticos 0s corantes naturais eram a Unica fonte de cores. Os pigmentos sintéticos foram
introduzidos em meados de 1856, pelos avangos na quimica organica e pelo desenvolvimento

de corantes sintéticos de baixo custo (VENIL et al., 2013).

As pesquisas tem demonstrado que os corantes naturais derivados de plantas e
animais, geralmente sdo seguros por nao oferecerem toxicidade, ndo apresentar riscos
carcinogénicos e sdo caracterizado como moléculas biodegradaveis. Atualmente a tendéncia
mundial estd despertando interesse na producdo desses compostos frente aos perigos que 0s
corantes sintéticos estdo provocando na saude humana e no meio ambiente (VENIL et al,
2014).

A indistria, motivada pelas mudancas de comportamento social de hébitos
alimentares mais saudaveis, e por inimeras oportunidades oferecidas pelos avangos
tecnoldgicos, vem aumentando a disponibilidade de corantes naturais no mercado. Portanto, a

inovacao e a pesquisa devem ser cada vez maiores com essa perspectiva (BABITHA 2009).

Os corantes naturais sdo derivados de minerais, insetos, plantas e microrganismos,
sendo estes Ultimos, potencialmente promissores a diferentes finalidades (VENIL et al,
2014). O uso de microrganismos apresenta duas vantagens frente a outras formas de vida: a
primeira € o mecanismo de fermentacdo, considerado um processo eficiente e rapido com
maior produtividade em relacdo a qualquer processo quimico. A segunda vantagem é que 0s
microrganismos podem ser geneticamente manipulados, permitindo obter o produto de
interesse com rendimentos altos (VELMURUGAN et al. 2010).

Muitas espécies de bactérias produzem variedade de pigmentos que sdo importantes
para a sua fisiologia celular e sobrevivéncia. Estudos tém mostrado que alguns destes
metabolitos possuem atividade antibiotica, anticarcinorgénica, imunossupressoras,
antifangicas, bactericida, antitumoral, antimalarico, inseticida e antioxidante
(KURBANOGLU et al. 2015; ZANG et al.2014; LAPENDA 2010). Estas e outras

caracteristicas, fazem destes compostos, produtos de importancia econémica devido a sua
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ampla utilizacdo em diversos setores industriais, sendo de fato os pigmentos naturais uma

demanda crescente do mercado, com um aumento de 10-15% anual (PEREIRA et al., 2014).

Um dos grandes desafios tecnoldgicos é procurar meios de crescimento mais
econdmicos, jad que os produtos sintéticos possuem um alto custo de producdo em grande
escala. Outros desafios é obter pigmentos puros e concentrados, procurar alternativas de
separacdo dos pigmentos, escolher os solventes mais adequados ja que eles também sdo
contaminantes, obter uma producdo de quantidades suficientes através de bons processos de
fermentacdo e obter altos rendimentos em tempos relativamente curtos (VENIL et al., 2013).

Considerando as abundantes atividades biologicas apresentadas pelos diversos
pigmentos, é necessdria a pesquisa de novos organismos produtores destes e outros
compostos promissores, junto com a busca de processos de crescimento adequados para a sua

obtencéo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Dos sentidos do ser humano um 87% ¢é responsavel das percepcdes pela visdo, 9% pela
audicdo e o 4% restantes por meio do olfato, do tato e do paladar. A aceitacdo de muitos
produtos no mercado esta diretamente relacionada a sua cor, caracteristica que embora seja
subjetiva é fundamental na inducdo da sensacéo de outras caracteristicas como aroma, sabor e
a textura. Com a finalidade de dar uma aparéncia que agrade ao consumidor, 0 setor
alimenticio, farmacéutico e téxtil preocupa-se com a aplicacdo de cores em seus produtos
(INSUMOS, 2009).

Desde as antigas civilizagBes o homem tinha o habito de utilizar substancias da natureza
para colorir seus alimentos e as roupas com a finalidade de melhorar sua aparéncia
(ABEROUMAND 2011; PRADO e GODOY 2003). Até 1856 todos os corantes alimenticios
provinham de vegetais, extratos de origem animal, minerais e alguns como resultados da
transformacdo de substancias naturais (OTTERSTATTER, 1999). Com a chegada dos
corantes sintéticos nos séculos XVIII e XIX aumentou o interesse das industrias pelos
corantes artificiais, com a finalidade de obter maior aceitagdo pelo consumidor e inclusive na
tentativa de mascarar alimentos de baixa qualidade (PRADO; GODOQY, 2003). Os corantes
sinteticos ou artificiais sdo uma classe de aditivos introduzidos nas bebidas e alimentos sem

valor nutritivo, cujo Unico objetivo é fazé-los mais atrativos (INSUMOS, 2009).

Estudos demonstraram que 0 uso incorreto dos corantes sintéticos podia provocar reacdes
adversas. Diversos paises permitem o uso de diferentes corantes e em diferentes quantidades
dependendo da legislacdo. Foi em 1906 que surgiram as primeiras suspeitas da acdo
cancerigena dos corantes e desde entdo foram empreendidas varias pesquisas sobre a acao
toxica e cancerigena deles (PRADO; GODQY, 2003).

No inicio do século XX os Estados Unidos chegaram a ter mais de 700 corantes
sintéticos, numero reduzido para nove corantes permitidos, sendo dois de uso restrito. No
Japdo permite-se 0 uso de 11 e com a criacdo da Unido Europeia harmonizaram-se as
legislagBes dos paises membros permitindo 17 corantes artificiais para alimentos e bebidas.
No Brasil a legislagdo atual através das Resolugdes n° 382-388, de 9 de agosto de 1999, da
ANVISA, séo permitidos apenas 11 corantes artificiais para o uso em alimentos e bebidas
sendo eles: amaranto, vermelho de eritrosina, vermelho 40, ponceau4R, amarelo crepusculo,
amarelo tartrazina, azul de indigotina, azul brilhante, azorrubina, verde rapido e azul patente
V. (INSUMOS, 2009; PRADO; GODQY, 2003).
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Uso de microrganismos na producéo de pigmentos

Estatisticamente 50% das drogas existentes utilizadas no tratamento de doencgas humanas
sdo derivadas de produtos naturais, a maioria das quais sdo derivadas de organismos
terrestres. Embora muitos dos compostos tém demonstrado atividades bioldgicas
promissoras, € dificil nomear qualquer agente bioativo que tem sido comercializado como
medicamento ou no uso em alimentos devido ao numero de testes que devem ser feitos
previamente. Conseguiram-se isolar até hoje compostos naturais de diferentes fontes com
pigmentagdo farmacologicamente ativa, e muita pesquisa ainda deve ser feita para procurar
novas fontes de produtos de interesse (SOLIEV et al., 2011).

Pigmentos naturais sdo obtidos de minerais, plantas, insetos e microrganismos. As duas
maiores fontes de pigmentos sdo as plantas e os microrganismos (YUANG et al., 2009;
VENIL et al., 2014). Uma via alternativa para a producdo de corantes naturais é através da
aplicacdo de ferramentas biotecnoldgicas utilizando microrganismos. Quando as células
microbianas sdo utilizadas para a producdo de cor, o termo utilizado é pigmentos microbianos
(BABITHA, 2009).

O acesso aos pigmentos de plantas possuem desvantagens tais como instabilidade a luz,
calor e pH extremo, baixa solubilidade em agua e ndo tém disponibilidade durante todo o ano
(VIKAS et al., 2013). Em geral, pigmentos, que sdo produzidos pelos organismos maiores
como, animais, plantas e fungos podem ser menos acessiveis dada a complexidade do tecido
produtor do pigmento, ou pelo fato do pigmento ser produzido somente em determinadas

fases do desenvolvimento do organismo dentro do ciclo de vida (VIKAS et al., 2013).

Um método promissor € a producédo de biopigmentos por microrganismos que apresentam
uma alta taxa de crescimento e viabilidade no desenvolvimento de bioprocessos (YUANG et
al., 2009). A utilizacdo de microrganismos na producgéo de pigmentos traz muitas vantagens,
ndo s6 pela caracteristica natural deles sendo também pelo fato de ndo dependerem das
condi¢bes climaticas nem geograficas para seu crescimento, sendo completamente
controlaveis e de rendimentos previsiveis (BABITHA, 2009). Os pigmentos microbianos sdo
de interesse industrial, porque eles sdo mais estaveis e sollveis do que aqueles que sdo
obtidos a partir de plantas e animais (VIKAS et al., 2013), e 0 mais importante € que podem
ser produzidos utilizando como matéria prima residuos industriais e, assim, reduzir a poluigdo
da agua e do meio ambiente (BABITHA, 2009). Outras das vantagens de utilizar

microrganismos, € que podem ser modificados geneticamente, e como resultado a producao
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de pigmentos pelo microrganismo pode ser aumentada em grandes proporcdes (KUMAR et
al. 2015).

Existem numerosas espécies de bactérias, fungos, leveduras e algas que podem produzir
pigmentos, mas apenas alguns sdo considerados adequados para esta finalidade. Eles devem
satisfazer critérios, tais como a capacidade de utilizar uma ampla variedade de fontes de
carbono e nitrogénio, devem ter tolerancia as condi¢fes de crescimento desejadas de pH,
temperatura e concentracdo de minerais, rendimento razoavel do produto, ndo devem ser
toxicos e patogénicos, e devem ser facilmente separados da sua massa celular (BABITHA,
2009).

FermentacOes para a obtencdo de pigmentos tém sido realizadas em sua maioria em
culturas sélidas, mas devido aos rendimentos muito baixos ainda ndo foi possivel a obtencao
de uma producdo em escala industrial que seja econémica. Para aumentar o rendimento do
pigmento, grandes partes das pesquisas centraram-se em culturas submersas ou liquidas.
Estudos devem ser realizados de acordo com a cepa do microrganismo de interesse devido a
possivel influéncia no rendimento pelos parametros de crescimento, mesmo antes de extrair o
pigmento de interesse (MUKHERJEE; SINGH, 2011). A tabela 1 mostra alguns

microrganismos mais comuns produtores de pigmentos.

Tabela 1. Microrganismos produtores de alguns pigmentos especificos.

Microrganismo Cor
Bactérias Janthinobacter iumlividum Roxo azulado
Achromobacter Creme
Bacillus sp Café
Brevibacterium sp Laranja-amarelo
Corynebacterium michigannise Cinza-creme
Pseudomonas sp Amarelo
Rhodococcus maris Velmelho-azulado
Streptomyces sp Amarelo, vermelho, azul
Serratia sp Vermelho
Fungos Aspergillus sp Verlmelho-laranja

Blakeslea trispora
Monascus purpureus
Helminthosporium catenarium

H. gramineum

Creme
Amarelo, laranja, vermelho
Vermelho

Vermelho




17

H. cynodontis Bronze
H. avenae Bronze
Penicillium cyclopium Laranja
P. nalgeovnsis Amarelo
Leveduras Rdodotorula sp Vermelho
Yarrowialipolytica Café
Cryptococcus sp Vermelho
Phaffi rhodozyma Vermelho
Algas Dunaliella salina Vermelho

Fonte: Bbabitha (2009) modificada.

Os microrganismos podem produzir grandes variedades de pigmentos estaveis tais como
carotenoides, flavonoides, quinonas e rubraminas (ALIHOSSEINI et al. 2008). Apesar dos
microrganismos produtores de pigmentos serem comuns, hd um longo caminho a partir da
placa de Petri para 0 mercado. Antes de serem utilizados para fins comerciais, deve ser feito
muito trabalho experimental, otimizacdo de processos, estudos toxicologicos e as questes
regulatérias. Apenas alguns pigmentos sdo produzidos em escala industrial, devido aos
regulamentos existentes nem todos podem entrar no mercado internacional (DUFOSSE et al.
2005).

Mercado dos corantes naturais.

Mesmo sendo em certos casos mais caros do que seus analogos sintéticos, os pigmentos
naturais tém segmentos de mercado que procuram por pigmentos naturais. Os produtos sao de
grande valor comercial se sdo corados com compostos naturais (ABEROUMAND, 2011).
Um exemplo é o B-caroteno produzido por bactéria tem um custo aproximado de $1000/kg,
frente a 0 produzido de forma sintética com um custo de $500/kg. Apesar de ser um valor
mais elevado, o B-caroteno produzido por meio de bactérias compete num segmento do
mercado onde é indispensavel que os pigmentos sejam de origem natural (VENIL et al.
2013).

Embora o mercado de pigmentos bacterianos seja dificil de estimar, a demanda global por
pigmentos organicos e corantes e esperado atingir quase 10 milhdes de toneladas no 2017 de
acordo com a “Global Industry Analysts” (VENIL et al. 2013). A tabela 2 mostra alguns dos

pigmentos naturais produzidos por bactérias e as aplicagdes de cada um.



Tabela 2. Pigmentos naturais produzidos por bactérias.
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Bactérias

Pigmento/
molécula

Cor

Aplicacgdes

Agrobacterium

aurantiacum, Paracoccus

carotinifaciens,
Xanthophyllomyces
dendrorhous

Astaxantina

Rosa-vermelho

Suplemento alimenticio

Rhodococcus maris

[-caroteno

Vermelho-
azulado

Utilizado para tratar desordens
como protoporfiria eritropoiética,
reduze o risco de cancer de seio.

Bradyrhizobium sp.,
Haloferax alexandrines

Cantaxantina

Vermelho escuro

Corante utilizado em alimentos,
bebidas e preparactes
farmacéuticas.

Corynebacterium Indigotina Azul Protecdo de estresse oxidativo

insidiosum

Rugamonas rubra, Prodigiosina Vermelho Anticarcinogénico,

Streptoverticillium imunossupressor, antiflngico,

rubrireticuli, Vibrio algicida, e para tingimento (téxteis,

gaogenes, Alteromonas velas, papel, tinta).

rubra, Serratia marcescens,

Serratia rubidaea

Pseudomonas aeruginosa Piocianina Azul-verde No metabolismo oxidativo, reducao
de inflamacéo local.

Chromobacterium Violaceina Roxo Farmacéuticas (antioxidante,

violaceum, imunomodulador, antitumoral,

Janthinobacterium lividum atividade antiparasitaria),
tingimento (téxteis) e cosméticos
(lociones).

Flavobacterium sp., Zeaxantina Amarelo Utilizado para tratar distintas

Paracoccus desordens, em sua maioria 0s que

zeaxanthinifaciens, afeitamos olhos.

Staphylococcus aureus

Xanthomonas oryzae Xantomonadina Amarelo Marcadores quimiotaxonémicos e

de diagnostico.

Fonte: Venil et al. (2013)
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O desenvolvimento de alimentos com aparéncia atrativa € uma meta importante na
industria de alimentos. Produtores de alimentos, cada vez mais, estdo se virando para as cores
naturais devido a que o consumo de certos aditivos coloridos tem mostrado efeitos negativos
na salde. Os corantes microbianos ja estdo sendo utilizados na industria da pesca para
melhorar a cor de rosa do salmado de criadouro, assim como também alguns tem potencial
antioxidante que pode ser acrescentado nos alimentos ou bebidas (VENIL et al. 2013). Cor é
agregada a comida pelas razdes seguintes: para substituir a cor perdida ao longo do processo,
para acrescentar a cor ja presente, para minimizar as variagcdes entre os lotes ou para corar 0s
alimentos descoloridos (ABEROUMAND, 2011).

Alguns exemplos destes pigmentos utilizados na industria alimenticia incluem o pigmento
vermelho produzido pelo fungo Monascus que € utilizado para melhorar as caracteristicas
organolépticas dos produtos alimenticios. O B-caroteno, pigmentos com tonalidades amarelas
séo utilizados pelas propriedades antioxidantes sendo pro-vitamina A (KUMAR et al., 2015;
LATHA et al., 2005). A riboflavina ou vitamina B2 ¢ um corante utilizado em alimentos, de
uso permitido em varios paises. E utilizado principalmente em produtos a base de cereais
(KUMAR et al., 2015).

Utilizados na industria farmacéutica encontramos compostos como antocianinas,
pigmentos flavonoides sollveis em agua com atividades bioldgicas como antioxidantes,
reducdo de risco de cancer, e efeito inibitdrio no crescimento de tumores. A prodigiosina,
produzida por Vibrio psychroerythrus, Serratia marcescens, Pseudomonas magnesiorubra e
outras eubactérias, € um pimento vermelho tripirrol que tem mostrado atividade
imunossupressora, antibiotica, antimalarica e com efeitos citotoxicos em linhas de células
tumorais (KUMAR et al. 2015, VENIL et al. 2013). A violaceina, um pigmento violeta
isolado principalmente da bactéria Chromobacterium violaceum, tem mostrado atividade
antitumoral, antiparasitaria, antiprotozoaria, anticarcinogénica, antiviral, antibacteriana y
antioxidante (KUMAR et al., 2015). Distintas espécies de Monascus sdo produtoras de
pigmentos amarelos, laranjas e vermelhos, e € 0 Monascus purpureus a espécie utilizada para
a producdo de um produto utilizado na cozinha chinesa que resulta da fermentacdo do arroz
junto com a levedura (“Red yeast rice”). E um microrganismo utilizado também como agente
medicinal devido ao composto produzido, monacolina K uma lovastantina, utilizado para
tratar a hipercolesterolemia (KUMAR et al., 2015; LIU et al., 2006).
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A indastria téxtil produz aproximadamente 1,3 milhdes de toneladas de corantes,
pigmentos e precursores destes por ano, com um mercado anual estimado de U$ 23 bilhGes e
a maioria fabricados de forma sintética. Porém os corantes sintéticos tém limitacdes tais
COMO: 0 processo requer o0 uso de produtos quimicos perigosos criando preocupacdes na
seguranca do trabalhador, geracdo de residuos perigosos e esses corantes ndo sdo amigaveis
com o ambiente (VENIL et al. 2013). Devido ao potencial comercial que alguns dos
pigmentos possuem, hd uma demanda para o desenvolvimento de bioprocessos de alto
rendimento e custo efetivos para a producdo de pigmentos naturais (WEI e CHEN, 2005).

Alguns corantes naturais como 0s compostos do tipo antraquinona tém mostrado notavel
atividade antibacteriana além de apresentar cores brilhantes, as quais podem ser utilizadas na
producdo de téxteis coloridos com caracteristicas antimicrobianas (ALIHOSSEINI et al.
2008).

Propriedades dos pigmentos.

Uma das caracteristicas importantes dos pigmentos é a sua baixa solubilidade em &gua,
sensibilidade ao calor e a luz, e instabilidade em certos pHs. As condi¢des adequadas devem
ser encontradas para manter um pigmento estdvel e que influa na producdo de forma
significativa: fonte de carbono e concentracfes de nitrogénio 6timas, pH 6timo, temperatura
6tima e niveis de oxigénio ou diéxido de carbono 6timos. As mudancgas nas condi¢fes de
crescimento podem aumentar a producdo de pigmentos e até mesmo reduzir ou eliminar

algum composto com efeitos colaterais indesejados como toxinas (DUFOSSE et al. 2005).

A presenca de certos grupos atdbmicos favorece a absorcdo de luz em determinados
comprimentos de onda, e produzem assim determinada cor. Estes grupos atdbmicos sao
chamados de cromdforos, é podem ser responsaveis pela cor por si s6. Alguns cromdéforos
incluem os grupos azo (-N = N-), o grupo nitro (-NO,), sistemas aromaticos, grupos carbonila
e duplas e triplas ligacdes carbono-carbono (OTTERSTATTER, 1999). Segundo ¢ a natureza
quimica da molécula e seus grupos cromoforos, assim sera a coloragéo desta (RODRIGUEZ,
2001).

A presenca de grupos auxocromos, grupos com pares de elétrons ndo compartilhados
pode acrescentar o efeito da cor, modificando a habilidade do cromoforo para absorver a luz.
Se a insercdo de um grupo atbmico provoca uma modificacdo da cor na direcdo de amarelo-

vermelho-violeta-azul, o efeito € chamado de efeito batocromo, e, se a direcdo é inversa, é
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chamado efeito hipsocromo. Alguns grupos funcionais na molécula promovem a
solubilizacéo dos corantes em agua, tal como o grupo —-SO3; (OTTERSTATTER, 1999).

Os corantes naturais podem ser divididos em trés grupos principais: 0S compostos
heterociclicos com estrutura tetra-pirrdlica (clorofilas), os compostos de estrutura isoprenoide
(carotenoides animais ou vegetais) e 0s compostos heterociclicos que contem oxigénio
(flavonoides) (INSUMOS, 2009). Dos grupos mais encontrados na natureza estdo 0s
carotenoides, os quais desempenham um papel fundamental na dieta humana com seus atos
como provitamina e antioxidante (LATHA et al.,, 2005). Séo sintetizados por muitos
organismos incluindo animais, plantas e microrganismos e absorvem a luz na faixa de 400-
550 nm, o que Ihes confere a cor desde tons amarelos até tons de vermelhos (MOHAMMADI
etal., 2012; NUGRAHENI et al., 2010).

Pigmentos nos microrganismos

A pigmentacdo € uma caracteristica em comum de bactérias de diferentes origens
filogenéticas e ambientais. Ha varios grupos de pigmentos bacterianos que estdo geralmente
ligados de forma ndo covalente a proteinas. Os complexos pigmento-proteina estéo
organizados em forma de unidades fotossintéticas e consistem em centros de reacOes

fotossintéticas ou como complexos de captura de luz (GROSSART et al., 2009).

Os pigmentos séo sintetizados por alguns microrganismos, a fim de proteger as células
contra danos pelo impacto dos raios de luz visivel e ultravioleta. Tais pigmentos sao
sintetizados por varios tipos de microrganismos como metabdlitos secundarios, e alguns sao
constituintes do citoplasma bacteriano. Alguns pigmentos sdo subprodutos metabdlicos
sintetizados pelos microrganismos em circunstancias especiais (RASHID et al., 2014).

Pigmentos comumente produzidos como os carotenoides, sdo antioxidantes que podem
proteger contra varias espécies reativas de oxigénio, tais como peréxido de hidrogénio,
radicais hidroxila e anions superoxido. Algumas bactérias associadas a plantas sintetizam
carotenoides que ajudam a defender contra os efeitos nocivos de espécies reativas de
oxigénio geradas pela clorofila durante a fotossintese. Os carotenoides podem fornecer
protecdo contra o dano causado pela radiagdo UV, especificamente proveem prote¢do no
comprimento de onda de 320-400 nm. (MOHAMMADI et al., 2012).

Em estudos realizados foi demonstrado que os metabdlitos bacterianos com

propriedades antibioticas encontravam-se sempre pigmentados enquanto 0s nao pigmentados
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eram inativos (SOLIEV et al., 2011). Estudos também tem reportado que espécies
fitopatdgenas deficientes em pigmentacdo apresentam uma reducdo na viruléncia nos
cultivos, sugerindo que a pigmentacdo age de forma positiva aumentando a toleréncia ao
estresse ambiental do microrganismo (KARKI et al., 2012). Em estudos com bactérias
marinhas mostrou-se que 0s pigmentos possuem dois papéis importantes: a adaptacdo as
condi¢cdes ambientais e de defesa contra predadores. Varios pigmentos bacterianos atuam
como antagonistas exibindo atividade antibidtica e antimicrobiana que podem ser
considerados um arma poderosa para a sobrevivéncia e defesa contra outros organismos ou
predadores eucariotos (SOLIEV et al., 2011).

A demanda de antibioticos novos é muito grande e esta aumentando pela resisténcia dos
patdgenos aos antibioticos causando ameacas de infeccGes. A mudanca no padréo de doencas
e 0 aparecimento de cepas bacterianas resistentes faz com que o uso de antibidticos seja
continuo e, portanto, aumenta a demanda por encontrar novos antibiéticos como poderia ser 0

caso dos pigmentos bacterianos (RASHID et al., 2014).

Mesmo conhecendo as fontes promissoras de compostos biologicamente ativos, tais como
0s pigmentos, os rendimentos para proporcionar material suficiente para desenvolver drogas
permanecem sendo variaveis e, as vezes, muito baixos. A principal razdo para o baixo
rendimento € que estes compostos sdo metabolitos secundarios e a sua producdo as vezes

depende de mecanismos de “quorumsensing” (SOLIEV et al., 2011).

O “quorumsensing” pode ser definido como a capacidade das bactérias para se comunicar
umas com as outras por meio de sinalizacdo quimica. Em bactérias, a comunicagdo quimica
envolve a producdo, liberacdo, deteccdo e resposta a pequenas moléculas de tipo horménios
chamadas auto-indutores. Esta sinalizacdo permite as bactérias monitorar o ambiente de
outras bactérias e alterar o comportamento em grande escala populacional em resposta a
alteracBes no namero e/ou espécies presentes numa comunidade (WATERS e BASSLER,
2005).

Na natureza podemos observar uma diversidade de animais que apresentam varias cores
para distintas finalidades, como por exemplo, as aves que exibem suas coloridas plumagens
para atrair ao sexo oposto, o camaledo que adapta sua coloracdo para a cor do ambiente em
torno de si, fazendo da cor um importante meio de camuflagem, e como a coloragéo brilhante
de alguns sapos serve para advertir potenciais predadores, mantendo-os longe. Essas

explicacfes ndo podem ser utilizadas para explicar por que certos microrganismos sdo
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pigmentados. Devido a ndo apresentar percep¢do da cor, podem assumir pressdes seletivas
evolutivas por tras da aquisicdo desses pigmentos que, promovem a sobrevivéncia (LIU;
NIZET, 2009).

Com os avancos na biotecnologia, os pesquisadores contemporaneos estdo dedicados a
estudar as bases moleculares e genéticas da coloracdo microbiana. Pesquisas utilizando
pigmentos purificados ou mutantes isogénicos com pigmentacdo alterada comecaram a
revelar o papel destas moléculas no patdégeno dentro do ambiente hospedeiro e quais sao as
alteracOes nas células hospedeiras e a resposta imunoldgica (LIU; NIZET, 2009).

Fatores que influenciam na producao de pigmentos

Varios estudos tém testado as fontes nutricionais na obtencdo de pigmentos por
microrganismos. Distintas fontes de carbono, nitrogénio, até mesmo a relacdo C/N, e
concentracdo de sais no meio séo fatores que tem demonstrado afetar de forma positiva ou
negativa a producdo de pigmentos. Um dos fatores ambientais mais importantes no
crescimento e desenvolvimento dos microrganismos é a temperatura, causando alteracdes nas
vias biossintéticas (KUMAR et al. 2015; VALDUGA et al, 2009). Estudos tem encontrado
que a temperatura pode exercer controle na concentra¢do ou mudangas enzimaticas que estao
diretamente relacionadas com a producao dos pigmentos. O pH do meio de cultura também é
um dos parédmetros fisicos ou ambientais de maior importancia, exercendo influencia no
crescimento celular e na formagdo do produto. Alguns autores indicam que as condi¢Ges
Otimas para a producdo de pigmentos, como o caso dos carotenoides, ndo sdo as mesmas que
para o crescimento celular (VALDUGA et al, 2009).

Com relacdo a luminosidade, esta pode ser avaliada desde o ponto de vista que o efeito da
luz exerce um papel fundamental sobre o crescimento do microrganismo estimulando a
producdo dos pigmentos, ou simplesmente a acumulacdo destes na célula se encontra
associado com o aumento da atividade das enzimas responsaveis da sintese de pigmentos. A
taxa de arejamento para a oxigenacdo é também um fator que influi diretamente com os
rendimentos na producdo dos metabolitos de interesse (KUMAR et al. 2015; VALDUGA et
al, 2009).
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3. OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito de pardmetros de crescimento de trés bactérias isoladas de solos
amazonicos (Serratia marcescens, Microbacterium sp. e Burkholderia sp.) na producdo de

pigmentos e biomassa.

Especificos

e Auvaliar a influéncia de distintas fontes de carbono no crescimento celular e na producao
de pigmentos.

e Avaliar a influéncia de distintas fontes de nitrogénio no crescimento celular e na
producdo de pigmentos.

e Auvaliar a influéncia da temperatura no crescimento celular e na producao de pigmentos.

e Auvaliar a influéncia do pH no crescimento celular e na producédo de pigmentos.



CAPITULO I
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Efeito de parametros nutricionais e fisicos no crescimento celular e
producéo de pigmento por Serratia marcescens isolada de nodulo de

leguminosa
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Efeito de parametros nutricionais e fisicos no crescimento celular e producéo de pigmento

por Serratia marcescens isolada de nodulo de leguminosa
1 . ..
Ana C. Monroy", Luiz A. Oliveira®

! Escola Superior de Ciéncias da Satde, Universidade do Estado do Amazonas, Manaus-

Brasil. 2 Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia, Manaus-Brasil.

Resumo

Atualmente o interesse nos pigmentos produzidos por microrganismos tem aumentado
pelas varias propriedades que eles possuem. Serratia marcescens € uma das espécies que
produzem a prodigiosina e as suas isoformas, pigmentos de coloracdo vermelha com
caracteristicas de interesse na area farmacéutica, alimentar e téxtil. No presente trabalho
objetivou-se testar distintos parametros de crescimento, identificando aqueles que
influenciam de forma positiva no crescimento celular e producdo do pigmento, de uma
espécie de Serratia isolada de nédulo de leguminosa. Os testes foram realizados por meio de
fermentacdo submersa em caldo nutritivo selecionado como meio base, testando distintas
fontes de carbono, nitrogénio, temperaturas e pH. Foram retiradas amostras cada 24, 48 e
72h, medindo o crescimento celular por meio de OD (densidade optica) a 600nm, e a
producdo do pigmento através da extracdo com metanol e a leitura da OD a 470nm.
Concluiu-se que a producdo do pigmento foi favorecida pelo uso de amido soltvel, como
fonte de carbono, extrato de malte como fonte de nitrogénio, em uma temperatura de 25°C e
um pH de 8 no meio de cultura base. Foi comprovado que nem sempre os melhores
parametros para o crescimento celular sdo os mais favoraveis para a producdo do pigmento.
Estes resultados podem ser utilizados para obter melhores rendimentos na producdo do
pigmento de interesse.

Palavras chaves: Amazonia, biopigmento, metabolismo microbiano.
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1. INTRODUCAO

A bactéria Serratia marcescens, bacilo gram-negativo que pertence a familia
Enterobacteriaceae, anaerobio facultativo, quimiorganotréfico que pode ou ndo apresentar
mobilidade (LAPENDA, 2010). Espécies do género Serratia se encontram amplamente
distribuidas no ar, solo, agua incluindo plantas e animais. E uma das causas importantes e
comuns de infecgdes nosocomiais, sendo mais frequentes nos isolados clinicos, as estirpes
ndo pigmentadas. A maior parte dos bidtipos de S. marcescens pigmentados é encontrada em
ambientes naturais e raramente sdo responsaveis por surtos (CARBONELL et al. 2000;
HEJAZI e FALINER, 1997; RYAZANTSEVA et al. 2012).

Espécies como S. marcescens sdo capazes de produzir diferentes produtos
extracelulares como enzimas e metabolitos secundarios tais como a producdo de pigmentos
vermelhos (CARBONELL et al. 2000; ZANG et al. 2014). Os pigmentos naturais de
coloracdo vermelha tém sido encontrados na biomassa de algumas espécies de Pseudomonas,
Serratia e Streptomyces. Um dos pigmentos produzidos é a prodigiosina e suas isoformas,
como a undecilprodigiosina, metacicloprodigiosina, nonilprodigiosina, norprodigiosina e
rosefilina. Estudos tem demonstrado que tais compostos possuem propriedades bactericida,
antitumoral, antifdngica, antimalarica, inseticida, antioxidante e atividade imunossupressora
pela inducdo da apoptose em linfécitos T y B (KURBANOGLU et al. 2015; ZANG et al.
2014; LAPENDA 2010).

Diferentes estudos tem mostrado como as mudancas nas condig¢des de crescimento das
bactérias podem alterar a producdo do pigmento e o crescimento celular. Distintos fatores
nutricionais e fisicos foram testados para o melhoramento da producéo de pigmentos, como a
prodigiosina, tais como: oxigénio dissolvido, pH, iluminacdo, temperatura e fontes de
carbono, nitrogénio ou é&cidos graxos como fontes de energia (GULANI et al., 2012;
KURBANOGLU et al., 2015; WEI e CHEN, 2005; ZANG et al., 2014).

Considerando as abundantes atividades biologicas apresentadas pela prodigiosina e as
suas isoformas, o presente trabalho visou identificar os fatores que influenciam de forma
positiva no crescimento e a producdo do pigmento de S. marcescens isolada de nddulo de

leguminosa.
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2. MATERIAL E METODOS

A espécie de Serratia utilizada no estudo foi obtida da colecdo de bactérias do
Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Micro-organismos da Amazénia (LEBMAM) do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazodnia (INPA). A bactéria foi isolada de nodulo de
Pueraria phaseoloides. Devido & coloracdo vermelha brilhante que apresentou no meio de

cultura utilizado para o isolamento, foi selecionada pelo potencial para produzir pigmento.

2.1 Crescimento da bactéria em meio liquido

Foi usado como meio de crescimento base, o caldo nutritivo, contendo 2,59 peptona,
2,50 extrato de levedura e 1,259 de NaCl. Antes de cada teste foi preparado um pré-cultivo da
bactéria em 50 mL de meio, com agitacdo a 120 rpm, durante 24h a temperatura ambiente de
laboratério (26-28°C). Utilizando o pré-cultivo, foi preparada uma solucdo matriz com uma
concentragdo celular equivalente a um McFarland 0,5 (1,5 x 10° células por mL), da qual
foram retiradas aliquotas de 1 mL e distribuidas nos erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL
de meio. Para cada teste foi realizado um delineamento com quatro repeti¢cdes, tomando
aliquotas a cada 24, 48 e 72 horas para as avaliacdes de crescimento celular e producédo do
pigmento. Foram testadas diferentes fontes de carbono, nitrogénio, diferentes temperaturas e

pHSs.

2.2 Teste de fontes de carbono

Foram avaliadas quatro fontes de carbono (5g/L meio): sacarose, glicose, amido
solivel e lactose. As fontes de carbono foram adicionadas ao meio de cultura de forma
separada, previamente esterilizadas por filtragdo (0,2j). Foi inoculado 1 mL da solucgéo
matriz preparada em cada erlenmeyer, com agitacdo a 120 rpm, a temperatura ambiente de

laboratdrio (26-28°C), retirando aliquotas nos tempos estabelecidos para os testes posteriores.

2.3 Test de fontes de nitrogénio

Foram avaliadas cinco fontes de nitrogénio (2,5g/L meio): cloreto de amdnio, sulfato
de amonio, extrato de levedura, ureia e nitrato de sédio. O meio de cultura base foi
modificado substituindo o extrato de levedura pelas outras fontes de nitrogénio mencionadas,
com a mesma proporcdo. As condigdes de crescimento seguiram a determinacdo da

metodologia anterior.
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2.4 Teste de temperaturas

Foram avaliadas cinco temperaturas: 20, 25, 30, 35 e 40°C. Para este teste foi
utilizado o caldo nutritivo sem modificagdes (2,5g peptona, 2,5g extrato de levedura e 1,25¢g
de NaCl), em seguida procedeu-se a agitacdo das amostras a 120rpm em um shaker com
temperatura controlada (Thermo Scientific MaxQ6000), tomando aliquotas nos tempos

anteriormente estabelecidos.
2.5 Teste de pH

Foram testados cinco pHs: 6, 7, 8, 9 e 10. O pH do caldo nutritivo (2,59 peptona, 2,59
extrato de levedura e 1,25g de NaCl) foi modificado adicionando NaOH 0,1M e HCI 0,1M
antes de ser esterilizado. As condi¢cdes de crescimento foram as mesmas das metodologias

anteriores.
2.6 Extracao e quantificacdo do pigmento

Para cada um dos testes foram recolhidas aliquotas de 4 mL e colocadas em tubos
falcon de 15 mL cada 24, 48 e 72 horas. As amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5430) a
7600 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em
4 mL de metanol (99%) utilizando o sonicador de ponta (Hielscher UP200Ht) durante 4
minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas durante 8 minutos a 7600rpm, e o
sobrenadante obtido foi recuperado para a posterior quantificacdo do pigmento. O pigmento
extraido com o metanol foi quantificado utilizando o espectrofotémetro (Biospectro SP-220)
a 470nm (comprimento de onda encontrado como maximo para o extrato metandlico

trabalhado). Como branco foi utilizado o mesmo solvente.

2.7 Avaliacdo do crescimento celular

Para cada um dos testes foram retiradas aliquotas de 1 mL e colocadas em micro tubos
de 1,5 mL cada 24, 48 e 72 horas. O crescimento celular foi medido por meio da OD

(densidade 6ptica) utilizando o espectrofotémetro (Biospectro SP-220) a 600nm.

2.8 ldentificagdo molecular

O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit de extragdo Purelink Invitrogen. Foi
amplificada a regido 16S rRNA seguindo o procedimento do Borneman e Triplett (1997),
utilizando os oligonucleotideos iniciadores: 530F (5° - TGA CTG ACT GAG TGC CAG
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CMG CCGCGG-3")e 1492R (5’ - TGACTG ACT GAG AGC TCT ACCTTGTTACGM
YTT - 37). Como controle de teste, foi utilizado o DNA bacteriano de Escherichia coli ATCC
25922. O sistema de amplificacéo foi realizado em termociclador Biocycle, e o perfil térmico
do PCR foi: um ciclo inicial a 95°C/2 minutos, 35 ciclos a 95°C/40s, °60C/40s e 72°C/2 e
finalmente um ciclo de extensdo a 72°C/5 min. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% para a verificacdo dos fragmentos. O produto do PCR foi
purificado utilizando polietilenoglicol 20% (NaCl 2,5M, PEG 20%) e quantificado em gel de
agarose 0,8%. A amostra foi sequenciada (ABI 3130- Applied Biosystems DNA sequence) e
a sequéncia obtida foi editada e avaliada utilizando o programa PHRED disponivel no

endereco (http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). Ap6s a obtencdo das sequéncias F

(forward) e R (reverse), foi realizado alinhamento comparativo no banco de dados de
genomas bacterianos depositados no “GeneBank™ utilizando a ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Searching Tool) (SHAEFFER et al. 2001) do “National Center for
Biotechnology Information”(NCBI) e também foram comparadas com o banco de dados do

“Ribossomal Database Project”(RDP).

2.9 Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com parcelas
subdivididas com quatro repeticGes. Para os dados foi submetida analise de variancia, e as
médias dos resultados comparados pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os dados foram
avaliados no programa Assistat 7.7 Beta

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho centrou-se na avaliacdo de distintas fontes nutricionais e fatores
fisicos que podem influenciar no crescimento e producdo do pigmento. O crescimento celular
da bactéria foi monitorado por meio de medic¢Ges da OD a 600nm, e a producdo do pigmento
a 470nm. Como tem sido reportado em outros estudos, a producdo de pigmento das espécies
de Serratia encontra-se diretamente relacionado com a composi¢cdo do meio de cultura
(ZANG et al. 2014) Os pigmentos produzidos por S. marcescens podem sofrer alteragdes de
cor dependendo do pH do meio. Segundo Guimardes (2011), em pH &cido o pigmento pode
apresentar uma cor vermelho intenso que pode ter absorbancia maxima de 537nm e em meios
alcalinos a pigmentacdo pode variar de laranja a amarelo com absorb&ncia méxima em

470nm, como foi evidenciado na pesquisa.


http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html
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A andlise de sequéncia, utilizando “GeneBank™ da ferramenta BLAST, revelou que o
isolado pertence a 0 género Serratia, apresentando uma porcentagem de similaridade no
rDNA 16S do 99% com Serratia marcescens WW4, e 99% com Serratia marcescens subsp
sakuensis KRED.

3.1 Efeito das fontes de carbono

Como pode ser observado na Figura 1, S. marcescens apresentou melhor crescimento
celular utilizando sacarose e glicose como fontes de carbono, demostrando diferenca
significativa quando comparado ao crescimento celular utilizando as outras fontes de
carbono. No entanto, para a producdo de pigmento, a bactéria apresentou maior producao
utilizando o amido soltvel, mostrando diferenca significativa frente as outras fontes
utilizadas (Figura 2). Apesar da glicose ser a fonte de carbono comumente utilizada, estudos
tem identificado um efeito de inibicdo da producdo dos pigmentos produzidos por espécies de
Serratia (ZANG et al. 2014; WEI e CHEN 2005). Utilizando a glicose como fonte de
carbono na S. marcescens MO-1, Kurbanoglu et al. (2015) verificaram que a producdo de
prodigiosina diminuiu significativamente. O meio de cultura que contem glicose como fonte
de energia ndo permite a sintese de prodigiosina devido a diminui¢cdo do pH do meio ou
impedimento de sinteses de certos catabolitos (KURBANOGLU et al. 2015; HEJAZI e
FALKINER 1997). Conforme o trabalho de Zang et al. (2014), a fonte de carbono que
mostrou os melhores resultados, tanto para o crescimento celular quanto para a producéo do

pigmento de S. marcescens foi a sacarose.

Observou-se que a melhor fonte de carbono na producdo do pigmento ndo mostrou 0s
mesmos rendimentos para o crescimento celular. Os resultados demonstram que quantidade
do pigmento produzido é independente da quantidade de células. Resultados similares foram
demonstrados por Wei e Chen (2005) utilizando uma espécie geneticamente modificada de
Serratia (S. marcescens SMAR) testando diferentes concentragdes de componentes no meio
Luria Bertani (LB). Contudo, na pesquisa realizada por Ryazantseva et al. (2012), foi
comprovado que a taxa de biossintese do pigmento analisado, foi aproximadamente igual a

taxa de crescimento bacteriano.

Diferentes estudos tem sido realizados com outras fontes de carbono para a

otimizacdo da producgdo da prodigiosina. No trabalho de Gulani et al. (2012), a maxima
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producdo do pigmento foi obtida na presenca de maltose, seguido pela lactose, fructose,
sacarose e manitol. Sundaramoorthy et al. (2009) avaliaram as condic¢des de crescimento de
Serratia marcescens NY1 e obtiveram os melhores rendimentos na produgdo de pigmento
utilizando a maltose como fonte de carbono. Uma pigmentagdo moderada foi obtida com a

lactose e sacarose, e a producao mais baixa com a glicose.

O amido é o polissacarideo mais importante de reserva vegetal, e tendo cerca de
2.000.000 unidades de glicose, € uma das maiores moléculas encontradas na natureza
(GUIMARAES, 2011). Evidenciado que a fonte de carbono com melhores rendimentos para
a producdo de pigmento foi o amido solUvel, sugere-se que outras fontes de carbono
complexas, com menores custos ou residuos industriais, podem ser utilizados para produzir o
pigmento de interesse. Constatou-se que a maior quantidade do pigmento foi produzida as
24h de crescimento, demonstrando diferencga significativa em relagdo aos outros tempos. Um
fator importante é o tempo que a bactéria leva para sintetizar o composto, possibilitando a
praticidade de um planejamento em grande escala, levando em consideracdo o tempo

relativamente curto na producéo.
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Figura 1. Efeito das fontes de carbono no crescimento celular de Serratia marcescens.
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Figura 2. Efeito das fontes de carbono na producdo de pigmento de Serratia marcescens.

3.2 Efeito das fontes de nitrogénio

Com a finalidade de testar diferentes fontes de nitrogénio no crescimento e producao
de pigmento, o extrato de levedura do meio de cultura base foi substituido por outras cinco
fontes. O teste identificou que a fonte de nitrogénio mais relevante foi o extrato de levedura
para ambos os pardmetros avaliados, as 24h de crescimento da bactéria como demonstrado
nas Figuras 3 e 4 Houve diferenca significativa no crescimento celular e producdo do
pigmento utilizando extrato de levedura quando comparado as outras fontes testadas. O
extrato de levedura é um composto celular considerado como 6tima fonte de proteinas,
nucleotideos livres e vitaminas (SILVA, 2006). O extrato de levedura possui a vantagem de
ser um material de custo baixo e facilmente encontrado no mercado, e junto com o fato de ser
rico em nutrientes fornece uma fonte 6tima para a produgdo de pigmentos, como foi o caso da
S. marcescens estudada (RABELO et al.,2009)

Com resultados inferiores, o cloreto de aménio e sulfato de aménio ndo mostraram
diferenca significativa para a o crescimento celular. No entanto, quando comparados gquanto
as medias da producdo de pigmento, o uso do cloreto de aménio foi melhor. Fontes
inorganicas de nitrogénio, em especial os sais de amonia (cloreto de amonio, sulfato de
amonio e até ureia) inibem a produgdo de pigmento devido ao comportamento quimico do
amonio como doador fraco de nitrogénio, como foi demonstrado na pesquisa de Kurbanoglu
et al. (2015).
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Os resultados concluem que no meio suplementado com a ureia e nitrato de sodio, S.
marcescens ndo produziu pigmento (Figura 4). Contudo, utilizando o meio com sais de
amonio, os resultados demonstraram crescimento e producdo de pigmento em quantidades
limitadas. Resultados diferentes foram obtidos por Gulani et al. (2012), onde o maximo de
pigmentacdo foi na presenca de peptona e a sintese do pigmento foi mais lenta no meio
suplementado com ureia e oxalato de aménio. No meio suplementado com sais de amdnio,
como cloreto de aménio e sulfato de aménio, os autores concluiram que a bactéria ndo

conseguiu crescer.

Zang et al. (2014) testaram varias combinacGes de compostos no meio de cultura e
reportaram o melhor crescimento celular e producdo de pigmento com a combinagdo de
peptona e extrato de levedura. Devido aos efeitos positivos observados ao utilizar a peptona e
0 extrato de levedura no meio de cultura, o caldo nutritivo foi selecionado como meio base
para 0 crescimento e producdo do pigmento da espécie trabalhada, o que coincide com o

resultado do trabalho mencionado anteriormente.

A busca por alternativas de fontes organicas de nitrogénio de baixo custo, com
potencial de resposta na producdo de pigmento por S. marcescens, tem motivado estudos
como Kurbanoglu et al. (2015) que testaram fontes de peptona provenientes de chifre de
carneiro. Para os autores, a peptona de chifre de carneiro é uma fonte rica em nutrientes tanto
organicos quanto inorganicos e aminoacidos, demonstrando um rendimento na produc¢édo do
pigmento sete vezes maior (com a dose adequada) quando comparado com um meio base
composto de extrato de levedura e manitol (KURBANOGLU et al. 2015).
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Figura 3. Efeito das fontes de nitrogénio no crescimento celular de Serratia marcescens.
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Figura 4. Efeito das fontes de nitrogénio na producédo de pigmento de Serratia marcescens.

3.3 Efeito da temperatura

Para determinar o efeito de parametros fisicos no crescimento e producdo do pigmento,
S. marcescens foi cultivada sob varias temperaturas usando o meio de cultura base. A
temperatura 6tima de crescimento e producdo do pigmento foi a 25°C, confirmando diferenca
significativa com relacdo as outras temperaturas testadas, as 24h de crescimento (Figuras 5 e
6). A bactéria apresentou crescimento em todas as temperaturas testadas, porém, a producéao
do pigmento foi quase nula em temperaturas inferiores a 25°C e maiores a 30°C como pode

ser observado na figura 6.

Giri et al. (2004) testaram diferentes meios de cultura em trés temperaturas para
analisar a producdo de prodigiosina, sendo a producdo maxima a 28°C e 30°C em caldo
nutritivo. Segundo Wei e Chen (2005), a producdo de pigmentos como a prodigiosina em S.
marcescens, pode ser inibida em temperaturas acima de 37°C. No meio de cultura sintético
utilizado por Gulani et al. (2012), composto de maltose, peptona, NaCl e glicerol, a producéo
méaxima do pigmento por S. marcescens foi obtida a 25°C. Segundo Gulani et al. (2012), a
biossintese da prodigiosina e outros pigmentos similares ocorreu em uma faixa estreita com
producdo maxima entre 24 e 28°C, embora a bactéria apresentasse crescimento em uma faixa
ampla de temperaturas, sendo os resultados compativeis com os obtidos neste estudo. O
mesmo estudo mencionado reportou um blogueio na producéo do pigmento quando a bactéria
foi incubada a 35°C ou acima dessa temperatura (GULANI et al. 2012).
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Figura 6 Efeito da temperatura na producédo de pigmento de Serratia marcescens.

3.4 Efeito do pH

Outro parametro fisico avaliado foi o pH, e no teste desenvolvido, S. marcescens
apresentou melhores resultados quando o pH do meio de cultura foi entre 7 e 8 para o
crescimento celular. Para a producdo do pigmento, o pH 8 teve a melhor resposta,

comprovando diferenca significativa em relacao aos outros pHs testados (Figura 8).

O pH do meio desempenha um trabalho crucial na sintese de metabdlitos secundarios
e portanto, afeta a biossintese dos pigmentos. O maximo rendimento na producdo da
prodigiosina foi observado no pH 7, segundo as pesquisas de Gulani et al. (2012) e
Sundaramoorthy et al. (2009). Estudos tem corroborado que ao diminuir o pH pode ocorrer
inibicdo na sintese de prodigiosina devido a repressdo catabdlica que ocorre (Wei e Chen,

2005). Solé et al. (1997) mostraram que existe uma correlacdo entre a inibi¢cdo na producéo
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da prodigiosina e o tempo no qual a bactéria é submetida a um pH baixo, efeito inibitério que

pode ser modificado mediante o uso de solu¢bes tampéo no meio de cultura.
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Figura 7. Efeito do pH no crescimento celular de Serratia marcescens.
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Figura 8. Efeito da temperatura na producdo de pigmento de Serratia marcescens.

Devido as limitagdes da pesquisa, um fator importante a ser analisado em futuros
trabalhos sobre a producdo dos pigmentos, produzidos por S. marcescens é a concentracao de
NaCl no meio de cultura. Para este estudo, foi identificada inicialmente a quantidade de NaCl
adequada para desenvolver os testes de analise de crescimento e producdo do pigmento. No
estudo de Wei e Chen (2005), foram feitas modificagdes no meio base Luria Bertani, com a
melhor producéo do pigmento ocorrendo quando foi retirado o NaCl do meio de cultura. Por
outro lado, a auséncia de NaCl nao afetou o crescimento celular, porém aumentou a producao

da prodigiosina, sugerindo que o NaCl pode ser um inibidor do metabolismo da prodigiosina.
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Estudos tem mostrado que o NaCl pode inibir a rota metabdlica da biossintese do monopirrol
e o bipirrol, que s&o os precursores da prodigiosina, além de inibir a atividade de uma enzima

necessaria para ativar um passo terminal na producéo de prodigiosina (WEI e CHEN, 2005).

Outros estudos tem demostrado que a produgdo do pigmento vermelho pode ser
bloqueada quando a sua quantidade atinge uma concentracdo especifica, observando que a

acumulacao do pigmento consegue inibir a producdo posterior (CHANG-HO et al., 1999).

02 13 2016

Figura 9. Producdo do pigmento por Serratia marcescens em placa com meio LB
(esquerda). Extrato metandlico do pigmento (direita).

4. CONCLUSOES

Os testes desenvolvidos foram capazes de determinar que compostos nutricionais e
fatores fisicos, envolvidos no crescimento da espécie de S. marcescens, podem influenciar de

forma positiva ou negativa na biomassa e na producao do pigmento.

A maior producgéo de biomassa foi obtida utilizando sacarose e glicose como fontes de
carbono, extrato de levedura como fonte de nitrogénio, em uma temperatura de 25°C e um

pH que pode variar entre 7 e 8.

Os parametros de crescimento que influenciaram de forma positiva na producdo do
pigmento foram o amido solivel como fonte de carbono, o extrato de levedura como fonte de
nitrogénio, a uma temperatura de 25°C e com um pH 8 no meio de cultura.
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CAPITULO 2

Efeito de parametros nutricionais e fisicos no crescimento celular e
producdo de pigmento amarelo por Microbacterium sp. isolada de nédulo

de leguminosa
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Efeito de parametros nutricionais e fisicos no crescimento celular e producéo de pigmento

amarelo por Microbacterium sp. isolada de nodulo de leguminosa
Ana C. Monroy", Luiz A. Oliveira?

! Escola Superior de Ciéncias da Satde, Universidade do Estado do Amazonas, Manaus-

Brasil. 2 Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia, Manaus-Brasil.

Resumo

A industria biotecnoldgica tem crescido muito na area de producdo de metabolitos
primarios por bactérias, leveduras e fungos filamentosos para a obtencdo de produtos como
alcoois, aminoacidos, enzimas e vitaminas. Porém, o mercado é muito amplo para 0s
metabolitos secundarios produzidos por estes microrganismos, entre 0s quais encontramos
producdo de antibioticos, toxinas, pigmentos entre outros. A maioria dos membros da familia
Microbacteriaceae produzem pigmentos laranja, vermelho, e amarelo sendo determinados
por compostos e estruturas diferentes, que varios estudos realizados tém descrevido como
carotenoides, compostos amplamente trabalhados nas distintas areas da industria. Este
trabalho objetivou avaliar distintos fatores de crescimento, detectando os efeitos no
crescimento celular e producdo do pigmento por uma espécie de Microbacterium isolada de
nodulo de planta. Os testes foram realizados por meio de crescimento em caldo nutritivo
selecionado como meio base, testando distintas fontes de carbono, nitrogénio, temperaturas e
pH. Amostras foram retiradas cada 24, 48 e 72h, medindo o crescimento celular por meio de
OD (densidade optica) a 600nm, e a producdo do pigmento através da extragcdo com etanol e
a leitura da OD a 440nm. A bactéria isolada mostrou maior producédo do pigmento quando o
amido soluvel foi utilizado como fonte de carbono, o extrato de levedura como fonte de
nitrogénio, em uma faixa entre 20-30°C, e um pH entre 6 e 9. Estes dados podem ser
utilizados como base para otimizar a producdo do pigmento amarelo produzido pela bacteria
isolada.

Palavras chaves: Amazonia, metabolismo microbiano, biopigmentos.
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1. INTRODUCAO

As espécies do género Microbacterium sdo bactérias cocos Gram-positivo, nédo
formadoras de esporas, raramente associadas com doencgas humanas. Noventa e seis espécies
de Microbacterium tém sido descritas (“List of prokaryotic names with standing in
nomenclature”, www.bacterio.net acessado em marco 2016) sendo associadas comumente
com solo, plantas, produtos animais, agua e insetos (BUSS; STARLIN; IWEN, 2014). E

reconhecido que as microbacterias ndo sdo encontradas frequentemente como patégenos em

espécimes clinicos humanos (GNEIDING et al., 2008).

A maioria dos membros da familia Microbacteriaceae produzem pigmentos laranja,
vermelho, amarelo claro e amarelo com tonalidade branca sendo determinados por
isoprenoides (carotenoides), quinonas, prodigiosina e derivados da antraciclina, fenazinas e
outros compostos heterociclicos (GODINHO e BHOSLE, 2008; TRUTKO et al., 2005).
Diferentes estudos tem demonstrado que o género Microbacterium é caracterizado pela
producdo de carotenoides. Esses pigmentos podem formar parte integral da estrutura da
membrana de uma gama de microrganismos mesofilos e termofilos, influenciando na fluidez
da membrana, o que aumenta a rigidez e forca mecanica. Tem sugerido que a presenca de
carotenoides pode alterar a permeabilidade da membrana como uma barreira a agua, oxigénio
e outras moléculas (GODINHO e BHOSLE, 2008).

A natureza quimica dos pigmentos tem sido investigada apenas em alguns grupos
taxonémicos, e particularmente, poucos trabalhos tém abordado a producéo de biocorantes
por Microbacterium. Em alguns casos, as caracteristicas dos espectros dos pigmentos podem
ser utilizadas para diferenciar os géneros da familia Microbacteriaceae (TRUTKO et al.,
2005).

Estudos tém testado distintas condi¢cdes de crescimento com relacdo a producao de
bioemulsificante por Microbacterium, no entanto, poucos trabalhos foram encontrados sobre
avaliagdes de fatores de crescimento no desempenho da produgdo do pigmento
(ANISZEWSKI et al., 2010; GNEIDING et al., 2008). O estudo objetivou avaliar distintos
fatores nutricionais e fisicos no crescimento celular e producdo do pigmento de uma espeécie

bacteriana do género Microbacterium, isolada de nédulo de leguminosa.


http://www.bacterio.net/
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2. MATERIAL E METODOS

A espécie de Microbacterium utilizada no estudo foi obtida da colecdo de bactérias do
Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de Micro-organismos da Amazénia (LEBMAM) do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazonia (INPA). A bactéria foi isolada de nédulo de

Pueraria phaseoloides.

2.1 Crescimento da bactéria em meio liquido

Foi usado um meio de crescimento base, o caldo nutritivo (2,59 peptone, 2,5g extrato
de levedura e 1,259 de NaCl). Antes de cada teste foi preparado um pré-cultivo da bactéria
em 50 mL de meio, com agitacdo a 120 rpm, durante 24h a temperatura ambiente de
laboratério (26-28°C). Utilizando o pré-cultivo foi preparada uma solugdo matriz com uma
concentracdo celular equivalente a um McFarland 0,5 (1,5 x 10° células por mL), da qual
eram retiradas aliquotas de 1 mL e distribuidas nos erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL
de meio. Para cada testes foi realizado um delineamento com quatro repeticdes, tomando
aliquotas a cada 24, 48 e 72 horas para as avaliacbes de crescimento celular e producdo de

pigmento. Foram testadas diferentes fontes de carbono, nitrogénio, temperaturas e pH.
2.2 Teste de fontes de carbono

Foram avaliadas quatro fontes de carbono (5g/L meio): sacarose, glicose, amido
soluvel e lactose. As fontes de carbono foram adicionadas ao meio de cultura de forma
separada, previamente esterilizadas por filtragdo (0,2p). Foi inoculado 1 mL da solugéo
matriz preparada em cada erlenmeyer, com agitacdo a 120 rpm, a temperatura ambiente de

laboratdrio (26-28°C), retirando aliquotas nos tempos estabelecidos para os testes posteriores.
2.3 Teste de fontes de nitrogénio

Foram avaliadas cinco fontes de nitrogénio (2,5g/L meio): cloreto de amdnio, sulfato
de amonio, extrato de malte, ureia e nitrato de sodio. O meio de cultura base foi modificado
substituindo o extrato de levedura pelas outras fontes de nitrogénio mencionadas, com a
mesma proporc¢do. As condigOes de crescimento seguiram a determinacdo da metodologia

anterior.
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2.4 Teste de temperaturas

Foram avaliadas cinco temperaturas: 20, 25, 30, 35 e 40°C. Para este teste foi
utilizado o caldo nutritivo (2,59 peptona, 2,59 extrato de levedura e 1,259 de NaCl) sem
modificagdes, em seguida procedeu-se a agitacdo das amostras a 120rpm em um shaker com
temperatura controlada (Thermo Scientific MaxQ 6000), tomando aliquotas nos tempos

anteriormente estabelecidos.
2.5 Teste de pH

Foram testados cinco pH: 6, 7, 8, 9 e 10. O pH do caldo nutritivo (2,5g peptona, 2,59
extrato de levedura e 1,25g de NaCl) foi modificado adicionando NaOH 0,1M e HCI 0,1M
antes de ser esterilizado. As condi¢des de crescimento foram as mesmas das metodologias

anteriores.
2.6 Extracdo e quantificacdo do pigmento

Para cada um dos testes foram recolhidas aliquotas de 4 ml e colocadas em tubos
falcon de 15 mL cada 24, 48 e 72 horas. As amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5430) a
7600 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi resuspendido em 4
ml de etanol (99%) utilizando o sonicador de ponta (Hielscher, UP200Ht) durante 4 minutos,
em imersdo de gelo. Em seguida as amostras foram centrifugadas durante 8 minutos a
7600rpm, e o sobrendante obtido foi recuperado para a posterior quantificagdo do pigmento.
O pigmento extraido com o etanol foi quantificado utilizando o espectrofotdmetro
(Biospectro SP-220) a 440nm (comprimento de onda encontrado como maximo para o

extrato etanolico trabalhado).

2.7 Avaliacdo do crescimento celular

Para cada um dos testes foram retiradas aliquotas de 1 ml e colocadas em micro tubos
de 1,5 mL cada 24, 48 e 72 horas. O crescimento celular foi medido por meio da OD

(densidade 6ptica) utilizando o espectrofotémetro (Biospectro SP-220) a 600nm.
2.8 ldentificagdo molecular

O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit de extragdo Purelink Invitrogen. Foi
amplificada a regido 16S rRNA seguindo o procedimento do Borneman e Triplett (1997)
utilizando os oligonucleotideos iniciadores: 530F (5° - TGA CTG ACT GAG TGC CAG
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CMG CCGCGG-3")e 1492R (5’ - TGACTG ACT GAG AGC TCT ACCTTGTTACGM
YTT - 37). Como controle de teste, foi utilizado o DNA bacteriano de Escherichia coli ATCC
25922. O sistema de amplificacéo foi realizado em termociclador Biocycle, e o perfil térmico
do PCR foi: um ciclo inicial a 95°C/2 minutos, 35 ciclos a 95°C/40s, °60C/40s e 72°C/2 e
finalmente um ciclo de extensdo a 72°C/5 min. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% para a verificagdo dos fragmentos. O produto do PCR foi
purificado utilizando polietilenglicol 20% (NaCl 2,5M, PEG 20%) e quantificado em gel de
agarose 0,8%. A amostra foi sequenciada (ABI 3130- Applied Byosistems DNA sequence) e
a sequéncia obtida foi editada e avaliada utilizando o programa PHRED disponivel no

endereco (http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). Apds a obtencdo das sequencias

F(forward) e R (reverse) foi realizado alinhamento comparativo no banco de dados de
genomas bacterianos depositados no “GeneBank™ utilizando a ferramenta BLAST (Basic
Local Alignment Searching Tool) (SHAEFFER et al. 2001) do “National Center for
Biotecnology Information”(NCBI) e também foram comparadas com o banco de dados do
“Ribossomal Database Project”(RDP).

2.9 Analises estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com parcelas
subdivididas com quatro repeticGes. Para os dados foi submetida analise de variancia, e as
médias dos resultados comparados pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os dados foram

avaliados no programa Assitat 7.7 Beta

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A bactéria isolada apresentou uma cor amarelo brilhante no meio de cultura base
selecionado, e em meio solido as col6nias mostraram aparéncia circular com borda lisa e
textura viscosa. O crescimento celular foi identificado mediante leituras da OD a 600nm e a
producdo do pigmento, no extrato etanodlico a 440 nm, estabelecido como o comprimento de
onda maximo (Amax). Estudos tém identificado que as bases para as cores caracteristicas de
amarelo até vermelho, sdo os cromoforos de polienos (compostos organicos poli-insaturados)
que absorvem luz na faixa de 400 a 500 nm. Quanto maior a quantidade de liga¢Ges duplas,
maiores sao os valores do Amax (GODINHO e BHOSLE, 2008).


http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html

47

A andlise de sequéncia, utilizando “GeneBank™ da ferramenta BLAST, revelou que o
isolado pertence a o género Microbacterium, apresentando uma porcentagem de similaridade
no rDNA 16S do 99% com Microbacterium neimengense 7087, e 99% com Microbacterium
binotii CIP 101303.

3.1 Efeito das fontes de carbono

Constatou-se que a fonte que apresentou 0s melhores resultados na producdo do
pigmento, ndo foi a mesma que demonstrou o melhor crescimento celular. Como pode ser
observado na Figura 1, o crescimento celular teve melhor resposta com a sacarose como fonte
de carbono, demonstrando diferenca significativa em relacdo as outras fontes. No entanto, a
fonte de carbono que apresentou maior produgdo do pigmento foi o amido soltvel, sendo
significativamente diferente das outras fontes utilizadas (Figura 2). Estes resultados
expressam que a quantidade do pigmento produzido ndo depende apenas da quantidade de
células, havendo também, o efeito do metabolismo da bactéria em resposta ao tipo de fonte
de carbono disponivel para o seu crescimento. Esta relacdo de crescimento celular- pigmento
tem sido observada em estudos de sintese por outras bactérias, como é o caso de Serratia

marcescens, produtora de biocorantes vermelhos (WEI e CHEN, 2005).

Considerando que a fonte de carbono que obteve melhores resultados na producéo do
pigmento foi o amido soluvel, sugere-se que fontes de moléculas complexas de carbono com

menores custos podem ser utilizadas para a producgé@o do pigmento de interesse.

Como pode ser observada na Figura 2, a producdo do pigmento alcancou a producao
méaxima as 72h de crescimento. Pelas limitagdes do estudo, ndo foram coletadas amostras em
tempos posteriores, porém, afere-se que devido ao comportamento da bactéria, a producédo do
pigmento pode continuar em tempos posteriores aos analisados. Os resultados em relacdo ao
pigmento produzido e o tempo foram igual para os testes com glicose, amido soluvel e

lactose.

Pesquisas vém sendo realizadas com foco em outros subprodutos obtidos a partir de
espécies de Microbacterium, além dos pigmentos produzidos. Estudos tém evidenciado
interesse na producdo de bioemulsificante por algumas espécies de Microbacterium, devido a
estes exopolimeros exibir maior atividade surfactante quando comparado aos compostos
comerciais (ORTEGA et al. 2006). Estudos como Aniszewski et al. (2010) tem testado
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distintas fontes de carbono para avaliar a producdo de bioemulsificante na remocéo de metais

pesados, mas poucas pesquisas foram encontradas sobre a producédo dos pigmentos.
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Figura 1. Efeito das fontes de carbono no crescimento celular da Microbacterium sp.
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Figura 2. Efeito das fontes de carbono na producao de pigmento de Microbacterium sp.

3.2 Efeito das fontes de nitrogénio

Das fontes de nitrogénio testadas destacou-se o extrato de levedura, sendo a fonte com
resultados mais favoraveis para o crescimento celular e producdo do pigmento, apresentando
diferenca significativa com relacdo as outras fontes avaliadas (Figura 3 e 4). A resposta
obtida pelas outras fontes de nitrogénio foi muito similar, tanto para o crescimento celular
quanto para a produgdo do pigmento, ndo revelando diferenca significativa entre elas. A

producdo do pigmento apresentou os melhores resultados as 72h de crescimento da bactéria.
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Esse comportamento também foi observado no teste anterior, aferindo que apds as 72h de

crescimento a bactéria pode continuar sintetizando o biocorante.

O melhor resultado obtido com o extrato de levedura pode ser pelo fato do mesmo ser
constituido de uma ampla variedade de componentes (sais, vitaminas, etc) essenciais para um
maior crescimento bacteriano, ao contrario das outras fontes de nitrogénio testadas. O extrato
de levedura, obtido de Saccharomyces cerevisiae, € um composto celular considerado como
Otima fonte de proteinas, nucleotideos livres e vitaminas (SILVA, 2006). No Brasil, o
mercado de producdo de extrato de levedura vem crescendo devido aos varios usos deste
composto, utilizando normalmente residuos de industrias de bebidas fermentadas como
matéria prima de baixo custo. A maioria das produtoras do extrato de levedura utilizam como
matéria prima os residuos da industria de cerveja, porém ndo € o unico residuo que pode ser

aproveitado como fonte de crescimento deste microrganismo (REVILLION et al., 2000).

Devido ao extrato de levedura ter apresentado os melhores resultados para ambos os
parametros avaliados, com Microbacterium sp., sugere-se que novas pesquisas possam ser
realizadas futuramente utilizando esta fonte de crescimento. Com perspectiva de
reaproveitamento de residuos industriais, o extrato de levedura pode ser produzido servindo
como fonte de crescimento ideal para a sintese de pigmentos por este e outros

microrganismos produtores de biocorantes de interesse.
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Figura 3. Efeito das fontes de nitrogénio no crescimento celular da Microbacterium sp.
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Figura 4. Efeito das fontes de nitrogénio na producédo de pigmento de Microbacterium sp.

3.3 Efeito da temperatura

Um dos fatores fisicos avaliados para a producdo de pigmentos e crescimento celular
foi a temperatura. Os resultados demonstrados nas Figuras 5 e 6 apresentaram crescimento
celular e producdo de pigmento em todas as temperaturas testadas. As temperaturas com
melhor resposta no crescimento celular foi 25 e 30°C, e na producdo de pigmento a faixa
entre 20 e 30°C, expressando diferenca significativa com relagdo as outras temperaturas.
Mesmo ndo obtendo os resultados mais altos, as outras temperaturas testadas também
resultaram em respostas positivas no crescimento e sintese do pigmento pela bactéria. Com
estes resultados afere-se que a bactéria possa crescer e produzir o pigmento de interesse em

uma faixa ampla de temperaturas.
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Ortega et al. (2006), avaliaram a producdo de polimeros extracelulares, outro
metabolito secundario, com propriedades surfactantes utilizando uma temperatura de 30°C
para o crescimento das espécies de Microbacterium trabalhadas. Outro trabalho testou a
remocdo de metais pesados pela acdo dos biosurfactantes produzidos por Microbacterium
spp. a uma temperatura de 28°C (ANISZEWSKI et al., 2010). Na producéo de carotenos por
Microbacterium arborescens, a bactéria foi cultivada a 28°C para a producdo do pigmento
laranja proprio da espécie (GODINHO e BHOSLE, 2008). As temperaturas utilizadas nos
trabalhos mencionados para a producdo de metabolitos secundérios entram na faixa de

temperatura encontrada como 6tima na producédo de pigmento para este estudo (20-30°C).
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Figura 5. Efeito da temperatura no crescimento celular de Microbacterium sp.
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2.1. Efeito do pH

O teste de pH apresentou os maiores valores de crescimento celular utilizando pH de
6, 7 e 8 sem no entanto, haver diferenca significativa entre eles. Para a sintese de pigmento, a
bactéria apresentou bons resultados na maioria dos pH testados, sendo a melhor resposta no
pH entre 6 e 9, ndo diferindo estatisticamente entre eles. Como pode ser observado na Figura
7, 0 pH 10 também expressou crescimento e producao do pigmento, porém foi mais lento e
em quantidades menores. Com relacéo a idade do cultivo, a producdo de pigmento foi maior
as 72 h de crescimento da bactéria (Figura 8).

No estudo realizado por Godinho e Bhosle (2008) a bactéria M. arborescens foi
submetida para crescer e produzir o pigmento laranja, licopeno (pigmento de tipo
carotenoide), tanto em agar solido quanto em agar liquido em um pH de 10,5. Diferindo do
estudo mencionado, a espécie de Microbacterium trabalhada ndo apresentou resultados
positivos na producgédo de pigmento com um pH de 10.
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Figura 7. Efeito do pH no crescimento celular de Microbacterium sp.
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Figura 8. Efeito do pH na producdo de pigmento de Microbacterium sp.

Estudos tém caracterizado pigmentos produzidos por bactérias do género
Microbacterium, como o caso de M. arborescens produtora de licopeno, e a producéo de
neurosporeno (pigmentos de tipo de carotenoide) por Varias outras espécies do género
(GODINHO e BHOSLE, 2008; TRUTKO et al. 2005). Tem sido reportado que a
pigmentacdo de muitos membros de actinobacteria se encontra determinada por compostos de
tipo carotenoide (TRUTKO et al., 2005). Leiva et al. (2015) isolaram bactérias gram-
positivas pigmentadas de microalgas coletadas na Antarctica, encontrando producdo de
pigmento amarelo por varios géneros incluindo Microbacterium. No estudo de Kamarudin et
al. (2009) foi feita uma prospec¢do na colecdo de estirpes ambientais da Nova Zelandia, na
busca de espécies produtoras de pigmentos. Entre as espécies escolhidas foram identificados
20 géneros diferente, entre estes Microbacterium.

A ampla ocorréncia de carotenoides em bactérias heterotréficas tem sugerido que eles
tem um papel importante incrementando a resisténcia a estrese ambiental (DIESER;
GREENWOOD; FOREMAN, 2010). A presencia de carotenoides pode fornecer protecdo
contra radiacdo solar, ou contra danos oxidativos (LEIVA et al., 2015). Devido &s diversas
propriedades dos carotenoides, estes sdo utilizados como corantes naturais e aditivos de
alimentos, suplementos em racdo animal, e para propositos farmacéuticos e cosméticos (LEE;
SCHMIDT-DANNERT, 2002). Pelas diversas aplica¢des nas diferentes areas é necessaria a

pesquisa de novas fontes produtoras destes compostos de interesse.
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Devido as limitaces do estudo ndo foi possivel caracterizar o pigmento obtido da
Microbacterium sp. isolada, pelo qual ¢ dificil indicar uma aplicacéo direta para 0 composto
produzido pela bactéria. As pesquisas levantadas sugerem que o pigmento ou pigmentos que
estdo sendo produzidos podem pertencer ao grupo dos carotenoides. Poucos trabalhos tém
avaliado e caracterizado os pigmentos produzidos por espécies do género Microbacterium,
porém, as pesquisas ndo vém investigando fatores fisicos e nutricionais com a finalidade de

otimizar a producéo do pigmento.

Figura 9. Producdo do pigmento por Microbacterium sp. em placa com meio agar nutritivo
(esquerda). Extrato etanolico do pigmento (direita).

4. CONCLUSOES

A bactéria apresentou um melhor crescimento celular em presenga de sacarose como
fonte de carbono, extrato de levedura como fonte de nitrogénio, em 25 e 30 °C com um pH

entre 6 e 8.

A bactéria expressou maior produgdo utilizando o amido solivel como fonte de
carbono, extrato de levedura como fonte de nitrogénio, em uma faixa entre 20-30°C, e um pH

entre6 e 9.
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Efeito de parametros nutricionais e fisicos no crescimento celular e
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Efeito de parametros nutricionais e fisicos no crescimento celular e producéo de pigmento

por Burkholderia sp. isolada de solo contaminado com petroleo
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Brasil. 2 Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia, Manaus-Brasil.

Resumo

O género Burkholderia inclui cocos Gram negativo, geralmente moveis quando suspensas
em meio liquido. Possuem genomas grandes e complexos com elementos caracteristicos que
contribuem a plasticidade do genoma e & habilidade para adquirir uma faixa ampla de rotas
metabolicas. Sdo espécies com um amplo potencial na bioremediacdo de poluentes,
promotoras de crescimento em plantas devido a nodulacéo de raizes e fixacdo de nitrogénio,
no controle biolégico em distintos cultivos, pela producdo de biopolimeros. Além de
apresentar propriedades interesse econdmico, varias espécies sdo conhecidas por serem
patdgenos oportunistas, caracteristica que impede a aplicacdo destes microrganismos e seus
produtos nas possiveis areas de aplicacdo. Pouco foi encontrado a literatura com relagdo a
estudos de pigmentos produzidos por espécies deste género, sendo necessaria a
bioprospec¢do de novos organismos produtores destes compostos, procurando uma aplicacéo
nas distintas areas de interesse. No presente trabalho objetivou-se testar distintos parametros
de crescimento, identificando aqueles que influenciam de forma positiva no crescimento
celular e producdo do pigmento roxo, de uma espécie de Burkholderia isolada de solo
contaminado com petr6leo na Provincia Petrolifera Gedlogo Pedro de Moura, Urucu. Os
testes foram realizados por meio de crescimento em caldo nutritivo selecionado como meio
base, testando distintas fontes de carbono, nitrogénio, temperaturas e pH. Foram retiradas
amostras as 24, 48 e 72h ap0s incubacdo, medindo o crescimento celular por meio de OD
(densidade 6tica) a 600nm, e a producdo do pigmento através da leitura da OD a 470nm
utilizando espectrofotdmetro. Concluiu-se que a producdo do pigmento foi favorecida pelo
uso de lactose como fonte de carbono, extrato de levedura como fonte de nitrogénio, em uma
temperatura de 20 e 25°C e um pH entre 6 e 7 no meio de cultura base.

Palavras chaves: Amazonia, metabolismo microbiano, biopigmentos.
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1. INTRODUCAO

Os membros do género Burkholderia incluem cocos gram negativo, retos ou
ligeiramente encurvados, com as extremidades arredondadas, geralmente moveis quando
suspensas em meio liquido. Burkholderia spp. sdo das bactérias mais abundantes no meio
ambiente, e a plasticidade do seus genomas e a capacidade de adaptacdo em condicOes
diferentes permitem que colonizem diversos nichos ecoldgicos. As espécies deste género
possuem uns dos maiores e mais complexos genomas. Em condi¢fes de estresse in vitro ou
durante infegcBes, os genomas destes microrganismos podem sofrer mutagdes rapidamente
(LOUTET e VALVANO, 2010).

Este género tem sido muito estudado pelo amplo potencial de algumas espécies na
bioremediacdo de poluentes comuns, pelo controle bioldgico de doencas de plantas, por
serem promotoras de crescimento em plantas, assim como também por serem patdgenos
oportunistas capazes de causar infecdes em pacientes com fibrose cistica e outros pacientes
vulneraveis (COMPANT et al., 2008; O'SULLIVAN e MAHENTHIRALINGAM, 2005).
Espécies do género Burkholderia tém sido vinculadas com distintas relacGes de
endossimbiose em fungos patogénicos, endossimbiose com insetos, associadas & rizosfera de
espécies vegetais, como endofitos em plantas (tanto nos 6rgdos vegetativos quanto 0s
reprodutivos), na nodulacdo de raizes e fixacdo de nitrogénio entre outras. Contudo, 0 uso de
organismos que possam ser patdgenos oportunistas para humanos encontra-se em debate
(COMPANT et al., 2008; LOUTET e VALVANO, 2010).

A pigmentacdo ndo € uma caracteristica universal de Burkholderia. Algumas estirpes
da mesma espécie podem ou ndo ser pigmentadas, apresentando uma grande variedade de
cores quando séo cultivadas em meios que contem diferentes fontes de carbono. As estirpes
podem ser divididas em dois tipos quanto & pigmentacdo: algumas sdo amarelas e outras de
varios tons de marrom, vermelho, violeta e roxo. Estirpes de Burkholderia crescem em meios
com um minimo de compostos, sem adicdo de fatores organicos de crescimento (GARRITY,
2005).

O potencial biotecnologico das Burkholderia spp. permite a estes microrganismos
serem de importancia ecologica e /ou econémica, poréem a difuséo deles como biofertilizantes
(como uma das aplicacBes no controle bioldgico) aumentaria a exposi¢cdo dos humanos a

bactérias potencialmente perigosas. A principal preocupacdo da aplicacdo das estirpes deste
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género na agricultura e biotecnologia, é que ainda permanece incerto, o que faz que algumas
estirpes sejam virulentas (COMPANT et al., 2008).

Sendo o género Burkholderia de grande importancia biotecnoldgica e havendo escassa
informacgdo dos pigmentos sintetizados por espécies do género, € necessaria a pesquisa de
novas espécies produtoras de pigmentos para uma possivel aplicacdo nas distintas areas de
interesse. O estudo objetivou avaliar distintos fatores nutricionais e fisicos no crescimento
celular e producéo do pigmento de uma espécie bacteriana do género Burkholderia, isolada

de solo contaminado com petrdleo na Provincia Petrolifera Gedlogo Pedro de Moura, Urucu.

2. MATERIAL E METODOS

A Burholderia sp. utilizada no estudo foi obtida da colecdo de bactérias do Laboratorio
de Ecologia e Biotecnologia de Micro-organismos da Amazonia (LEBMAM) do Instituto
Nacional de Pesquisa da Amazoénia (INPA). Apresentou uma coloragdo roxo escuro no meio

de cultura utilizado para o isolamento, pelo qual foi selecionada para o estudo.
2.1 Crescimento da bactéria em meio liquido

Foi selecionado como meio de crescimento base, o caldo nutritivo (10 g peptone, 59
extrato de levedura e 10g de NaCl). Antes de cada teste foi preparado um pré-cultivo da
bactéria em 50 mL de meio, com agitacdo a 120 rpm, durante 24h a temperatura ambiente
(27£1°C). Utilizando o pré-cultivo foi preparada uma solugdo matriz com uma concentracao
celular equivalente a um McFarland 0,5 (1,5 x 10% células por mL), da qual foram retiradas
aliquotas de 1 mL e distribuidas nos erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio. Para
cada testes foi realizado um delineamento com quatro repeti¢des, tomando aliquotas a cada
24, 48 e 72 horas para as avaliacdes de crescimento celular e producdo de pigmento. Foram
testadas diferentes fontes de carbono, nitrogénio, temperaturas e pH.

2.2 Teste de fontes de carbono

Foram avaliadas quatro fontes de carbono (10g/L meio): sacarose, glicose, amido
sollivel e lactose. As fontes de carbono foram adicionadas ao meio de cultura de forma

separada, previamente esterilizadas por filtragdo (0,2p). Foi inoculado 1 mL da solugéo
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matriz preparada em cada erlenmeyer, com agitacdo a 120 rpm, a temperatura ambiente de

laboratdrio (26-28°C), retirando aliquotas nos tempos estabelecidos para os testes posteriores.

2.3 Test de fontes de nitrogénio

Foram avaliadas cinco fontes de nitrogénio (5g/L meio): cloreto de aménio, sulfato de
amonio, extrato de malte, ureia e nitrato de sodio. O meio de cultura base foi modificado
substituindo o extrato de levedura pelas outras fontes de nitrogénio mencionadas, com a
mesma proporcdo. As condi¢bes de crescimento seguiram a determinacdo da metodologia

anterior.

2.4 Test de temperaturas

Foram avaliadas cinco temperaturas: 20, 25, 30, 35 e 40°C. Para este teste foi
utilizado o caldo nutritivo (2,59 peptona, 2,59 extrato de levedura e 1,259 de NaCl) sem
modificacdes, em seguida procedeu-se a agitacdo das amostras a 120rpm em um shaker com
temperatura controlada (Thermo Scientific MaxQ6000), tomando aliquotas nos tempos

anteriormente estabelecidos.
2.5 Test de pH

Foram testados cinco pH: 6, 7, 8, 9 e 10. O pH do caldo nutritivo (2,5g peptona, 2,59
extrato de levedura e 1,25g de NaCl) foi modificado adicionando NaOH 0,1M e HCI 0,1M
antes de ser esterilizado. As condi¢des de crescimento foram as mesmas das metodologias

anteriores.

2.6 Obtencéo e quantificacédo do pigmento

Para cada um dos testes foram recolhidas aliquotas de 4 ml e colocadas em tubos
falcon de 15 mL cada 24, 48 e 72 horas. As amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5430) a
7600 rpm durante 10 minutos. O pellet foi descartado e o sobrenadante foi recuperado em
outro tubo falcon de 15 mL. Devido ao pigmento ser extracelular, ele permaneceu no
sobrenadante junto com o meio de cultura, sem precisar de uma extragdo para a obtencdo
dele. O pigmento resuspendido no meio de cultura foi quantificado utilizando o
espectrofotdmetro (Biospectro SP-220) a 540nm (comprimento de onda encontrado como
maximo para o pigmento trabalhado). O caldo nutritivo sem inoculo foi utilizado como

branco na hora das medigdes no espectrofotdmetro.
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Devido ao pigmento produzido pela bactéria estudada ser sollivel em agua, este
permaneceu no meio de cultura suspendido pelo qual foi adicionado um volume de etanol
(99%) igual & quantidade do meio, e colocado na geladeira durante 24h. Para recolher o
pigmento, a mistura foi centrifugada durante 10 min a 7600 rpm (Eppendorf 5430), e o
sobrenadante (mistura de etanol e meio) foi descartado permanecendo o pigmento aderido as
paredes do tubo. O pigmento aderido foi resuspendido com quantidades pequenas de agua
destilada estéril e de novo centrifugado durante 5 min a 7600 rpm. O pellet obtido era o
pigmento.

2.7 Avaliacao do crescimento celular

Para cada um dos testes foram retiradas aliquotas de 1 ml e colocadas em micro tubos
de 1,5 mL cada 24, 48 e 72 horas. Quando houve necessidade foram feitas dilui¢cGes de 1:10 e
1:100. O crescimento celular foi medido por meio da OD (densidade 6ptica) utilizando o
espectrofotdmetro (Biospectro SP-220) a 600nm.

2.8 ldentificagdo molecular

O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit de extracdo Purelink Invitrogen. Foi
amplificada a regido 16S rRNA seguindo o procedimento do Borneman e Triplett (1997)
utilizando os oligonucleotideos iniciadores: 530F (5° - TGA CTG ACT GAG TGC CAG
CMG CCGCGG-3")e 1492R (5’ - TGACTG ACT GAG AGC TCT ACCTTGTTACGM
YTT - 37). Como controle de teste, foi utilizado o DNA bacteriano de Escherichia coli ATCC
25922. O sistema de amplificacdo foi realizado em termociclador Biocycle, e o perfil térmico
do PCR foi: um ciclo inicial a 95°C/2 minutos, 35 ciclos a 95°C/40s, °60C/40s e 72°C/2 e
finalmente um ciclo de extensdo a 72°C/5 min. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 0,8% para a verificagdo dos fragmentos. O produto do PCR foi
purificado utilizando polietilenglicol 20% (NaCl 2,5M, PEG 20%) e quantificado em gel de
agarose 0,8%. A amostra foi sequenciada (ABI 3130- Applied Byosistems DNA sequence) e
a sequéncia obtida foi editada e avaliada utilizando o programa PHRED disponivel no
endereco (http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html). Apds a obtencdo das sequencias

F(forward) e R (reverse) foi realizado alinhamento comparativo no banco de dados de
genomas bacterianos depositados no “GeneBank™ utilizando a ferramenta BLAST (Basic

Local Alignment Searching Tool) (SHAEFFER et al. 2001) do “National Center for


http://helix.biomol.unb.br/phph/index.html
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Biotecnology Information”(NCBI) ¢ também foram comparadas com o banco de dados do

“Ribossomal Database Project”(RDP).

2.9 Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com parcelas
subdivididas com quatro repeti¢cdes. Para os dados foi submetida analise de variancia, e as
médias dos resultados comparados pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os dados foram

avaliados no programa Assitat 7.7 Beta

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise de sequéncia, utilizando “GeneBank” da ferramenta BLAST, revelou que o
isolado pertence a 0 género Burkholderia, apresentando uma porcentagem de similaridade no
rDNA 16S do 99% com Burkholderia cepacia GG4, 99% com Burkholderia contaminans
J2956 e 99% com Burkholderia arboris R-24201.

Como foi mencionado, a bactéria estudada foi isolada de solo contaminado com
petroleo. No trabalho de Carrasco (2007) foram isoladas e identificadas bactérias com
capacidade de degradar hidrocarbonetos, de sitios contaminados com petréleo na regido

equatoriana, sendo que entre 0s géneros encontrados estava Burkholderia.

3.1 Efeito das fontes de carbono

A fonte de carbono que apresentou melhores resultados para crescimento celular foi a
glicose demonstrando diferenca significativa com relagdo as outras fontes testadas (Figura 1).
No entanto a producdo do pigmento foi favorecida pelo uso da lactose como fonte de
carbono, sendo diferente de forma significativa as outras fontes (Figura 2). Em relacdo a
idade da cultura, tanto o crescimento celular quanto a producdo do pigmento atingiu os niveis

mais altos entre as 48 e as 72 horas de crescimento.
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Figura 1. Efeito das fontes de carbono no crescimento celular da Burkholderia sp.
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Figura 2. Efeito das fontes de carbono na producdo de pigmento de Burkholderia sp.

3.2 Efeito das fontes de nitrogénio

O teste identificou que a fonte de nitrogénio mais relevante foi o extrato de levedura
para ambos os parametros avaliados. Houve diferenca significativa no crescimento celular e
producdo do pigmento utilizando extrato de levedura como fonte de nitrogénio quando
comparado as outras fontes testadas (Figuras 3 e 4). Como pode ser observado na Figura 4, a

producdo de pigmento foi maior entre as 48 e 72 horas de crescimento da bactéria.

Ocasionalmente as estirpes que sdo isoladas da natureza séo de crescimento lento, por
tanto podem ser estimuladas adicionando compostos como extrato de levedura (GARRITY,
2005). O estudo realizado compartilha a ideia apresentada anteriormente, ja que a fonte que
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forneceu a melhor condicdo para o crescimento celular foi o extrato de levedura, sendo

positivo também para a sintese do pigmento.
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Figura 3. Efeito das fontes de nitrogénio no crescimento celular da Burkholderia sp.
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3.3 Efeito da temperatura

Na avaliacdo da influencia dos fatores fisicos no crescimento e producao do pigmento,
foram testadas cinco temperaturas. Tanto para o crescimento celular quanto para a sintese do
pigmento, as temperaturas de 20 e 25°C foram as que apresentaram melhores resultados
(Figuras 5 e 6). Geralmente para as espécies do género Burkholderia, é utilizada uma
temperatura de 30°C para o crescimento, embora possam crescer também a 37°C e até 40°C
(GARRITY, 2005).



65

No estudo realizado por Karki et al. (2012) foram testadas estirpes virulentas e
avirulentas da espécie Burkholderia glumae, sendo a pigmentacdo um dos fatores de
viruléncia testados. Para determinar o fenotipo da pigmentacdo as estirpes de B. glumae
estudadas foram inoculadas em meio casamino acido-peptona-glicose (CPG) e incubado a
30°C durante 48h (KARKI et al., 2012). A estirpe de Burkholderia cepacia estudada por
Zughaier et al. (1999) foi cultivada a 37°C durante 48h para a obtencdo do pigmento de tipo
melanina produzido. Em um estudo com B. cenocepacia, produtora de um pigmento de tipo
melanina usualmente marrom ou preto, a bactéria foi inoculada para a sintese do pigmento de
interesse a 37°C entre 36 e 48 horas de crescimento (KEITH et al. 2007).

Embora a bactéria trabalhada tenha apresentado crescimento a 30 e 35°C, o0s
resultados mais relevantes foram obtidos em temperaturas mais baixas que as estabelecidas
nas pesquisas mencionadas anteriormente. A producdo do pigmento das espécies trabalhadas
nos estudos mencionados, é obtida &s 48h de crescimento, resultado que coincide com o
tempo de crescimento estabelecido como 6timo na sintese do pigmento para a Burkholderia
sp. deste estudo (48-72h).

/ > o—20°C

Absorbancia (600nm)
O B N W d» U1 O N
[ r
gl

—8-25°C

30°C

—=35°C

/ ——40° C
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (h)

Figura 5. Efeito da temperatura no crescimento celular de Burkholderia sp.
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3.4 Efeito do pH

Outro parametro fisico avaliado foi o pH, e no teste desenvolvido, Burkholderia sp.
mostrou melhores resultados quando o pH do meio de cultura foi de 6 para o crescimento
celular. Para a producdo do pigmento o pH entre 6 e 7 teve a melhor resposta, comprovando
diferenca significativa em relagédo aos outros pH testados (Figuras 7 e 8).

/ 4 =¢=pH6
1,5 /——\. ——pH7
/// —4—pH8

o,: / // P

44/ ~¥=pH10
0 M

10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

Absorbancia (600nm)

Figura 7. Efeito do pH no crescimento celular de Burkholderia sp.
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Figura 8 Efeito do pH na producéo de pigmento de Burkholderia sp.

A bactéria apresentou uma pigmentacdo roxa junto com um pigmento amarelo que
permanecia nas bordas em meio Luria Bertani e agar nutritivo (Figura 9) e coloracdo roxa
escura quando cultivada em meio liquido. Coloracdo similar foi encontrada em uma das
estirpes da espécie Burkholderia glumae estudadas em Karki et al. (2012), apresentando uma

cor roxo forte no centro das coldnias e uma borda de pigmento amarelo.

Karki et al. (2012) testaram estirpes virulentas e avirulentas da espécie Burkholderia
glumae, um agente causante de doencgas nos cachos do arroz, determinando alguns fatores
fenotipicos e de viruléncia. Além da producdo da toxoflavina, fator de viruléncia com
pigmentacdo amarela brilhante que possui atividade antibidtica e fitotoxica, algumas das
estirpes apresentaram outro tipo de pigmentacdo. Com uma purificacdo parcial dos pigmentos
foram obtidas trés fragcdes com diferentes cores: amarelo-verde, roxo e marrom. O pigmento
amarelo encontrava-se restrito as coldnias bacterianas enquanto o pigmento amarelo-verde se
encontrava difundido no agar (toxoflavina). As estirpes avirulentas testadas que apresentaram
pigmento de algum tipo exibiram atividade antifingica sugerindo que a producdo do
pigmento contribui com a atividade antifingica das estirpes de B. glumae testadas. O

pigmento roxo em especial exibiu uma atividade antifingica forte.
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Figura 9. Crescimento de Burkholderia sp. em agar nutritivo.

Outras espécies de Burkholderia tem apresentado algum tipo de pigmentacédo
particular. Por exemplo, a espécie B. cenocepacia produz um pigmento de tipo melanina,
hidrofébico usualmente marrom ou preto que também pode ser produzido por variedade de
fungo, bactéria e helmintos. O pigmento produzido pela espécie B. cenocepacia C5424 era
marrom escuro, solivel em agua e podia ser precipitado pela adicdo de etanol (KEITH et al.
2007). Como o caso do estudo mencionado, a bactéria estudada neste trabalho apresentou alta
solubilidade em agua e para a obtencdo do pigmento, este foi precipitado utilizando etanol

também.

No estudo de Zughaier et al. (1999) a estirpe B. cepacia, produtora também de um
pigmento de tipo melanina, estabeleceu que o pigmento possui propriedades para atenuar a
producdo do anion superdxido pelos macréfagos. Uma ruptura do gene codificador da enzima
requerida para a producdo de pigmento, resultou em uma estirpe ndo-pigmentada da espécie
B. cenocepacia incrementando a sensibilidade na frente de peroxido de hidrogénio e
superdxido diminuindo a sobrevivéncia. Estudos tem sugerido que o pigmento protege B.
cenocepacia de espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio (LOUTET e
VALVANO, 2010).

Karki et al. (2012) observaram que a estirpe B. glumae 411gr-6, produziu trés
pigmentos diferentes (marrom, roxo e compostos fluorescentes), mas ndo pode afirmar que
sejam de tipo melanina devido a auséncia da caracterizacdo quimica das moléculas.
Adicionalmente o estudo reportou que as espécies deficientes em pigmentacao apresentaram
uma reducdo na viruléncia em plantas de arroz, sugerindo que a pigmentacéo age de forma

positiva aumentando a tolerancia ao estresse ambiental do microrganismo.
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Além da pigmentacdo, outras propriedades ou subprodutos tém chamado a atencdo do
género Burkholderia. Muitas das espécies desse género que tém sido examinadas sdo capazes
de acumular PHB (polihidroxibutirato) ou biopolimeros em geral como reserva de carbono,
podendo acumular até um 90% do seu peso, o qual podem degradar quando 0s nutrientes no
meio acabam (GARRITY, 2005). Esta e outras caracteristicas mencionadas fazem deste

género, um alvo importante de pesquisa na area da biotecnologia e agricola.

Poucos estudos foram encontrados com relagdo ao uso de pigmentos ou estudos da
obtencdo de pigmentos do género Burkholderia, no levantamento bibliogréafico realizado.
Conhecendo o potencial biotecnoldgico que apresentam varias das espécies deste género,
muito ainda deve ser estudado sobre os pigmentos sintetizados por estes microrganismos,
incluindo a caracterizagdo quimica que permitam encontrar um possivel uso para estas

biomoléculas de interesse.

Figura 10. Pigmento resuspendido em agua destilada (esquerda). Pigmento suspendido no
meio de cultura base (direita).

4. CONCLUSOES

Compostos nutricionais e fatores fisicos, envolvidos no crescimento da espécie de
Burkholderia, podem influenciar de forma positiva ou negativa na biomassa e na producédo do
pigmento.

O crescimento celular da bactéria foi favorecido pelo uso de glicose como fonte de
carbono, extrato de levedura como fonte de nitrogénio, a uma temperatura de 20 e 25°C e um
pH de 6.



70

As maiores producdes de pigmento foram observadas quando a lactose foi utilizada
como fonte de carbono, extrato levedura como fonte de nitrogénio, a uma temperatura de 20 e
25°Ceum pHentre6e 7.
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6. DISCUSSAO GERAL

Tal como foi definido na literatura, fatores ambientais e nutricionais no crescimento
de um microrganismo podem influenciar de forma direta na producdo de metabolitos
primarios e secundarios, como é o caso dos pigmentos. Os resultados deste estudo
demonstraram que o crescimento celular foi influenciado de forma positiva utilizando a
glicose e a sacarose como fontes de carbono. Estas sdo fontes de carbono comumente
utilizadas em processos de fermentacdo, e apresentaram os melhores resultados para o
crescimento celular das bactérias trabalhadas, porém néo foram as fontes mais eficientes na
producdo de pigmentos. Estudos tem identificado um efeito de inibicdo ou diminuicdo da
producdo dos pigmentos produzidos por algumas espécies do género Serratia ao utilizar
como fonte de crescimento a glicose. (ZANG et al. 2014; WEI e CHEN 2005).

Para Serratia sp. e Microbacterium sp. foi evidenciado que a fonte de carbono com
melhores rendimentos para a producdo de pigmento foi o amido solGvel, e no caso da
Burkholderia sp. a lactose. O amido € o polissacarideo mais importante de reserva vegetal, é
uma das maiores moléculas encontradas na natureza (GUIMARAES, 2011). Considerando
que as bactérias apresentaram resultados relevantes na producdo de pigmento utilizando o
amido soluvel, sugere-se que esta e outras fontes de carbono complexas ou residuos
industriais com contetdo de amido (fécula de batata, fécula de mandioca entre outros),
podem ser utilizadas para produzir os pigmentos de interesse.

Na avaliacdo das fontes de nitrogénio, as trés bactérias apresentaram os melhores
resultados no crescimento celular e producdo de pigmentos utilizando o extrato de levedura
como fonte de nitrogénio. Ao contrario das outras fontes de nitrogénio testadas, o extrato de
levedura se encontra constituido por proteinas, nucleotideos livres, sais e vitaminas
fornecendo os componentes essenciais para o desenvolvimento adequado das bactérias. Além
das vantagens que apresenta o extrato de levedura com relacdo aos nutrientes que o
compdem, é um composto que pode ser produzido a partir de residuos de industrias de
bebidas fermentadas entre outras matérias primas de baixo custo. Este fato pode ser
aproveitado para produzir o extrato de levedura, servindo como fonte de crescimento ideal
para a sintese de pimentos por estes e outros microrganismos de interesse (REVILLION et
al., 2000).

Ambos os fatores ambientais testados, mostraram ter influéncia tanto no crescimento

das bactérias quanto a produgdo dos pigmentos. Mesmo as bactérias tenham apresentado
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crescimento na maioria das temperaturas e pH testados, houveram faixas onde o crescimento
celular e a sintese de pigmentos foi maior. No caso da temperatura, as bactérias exibiram
melhores resultados em temperaturas de 20-30°C. Quando a temperatura foi aumentada, a
quantidade de pigmento diminuia de forma significativa.

O teste de pH mostrou resultados um pouco mais variados entre as trés bactérias
trabalhadas. No caso da Serratia marcescens, o pH no qual o crescimento celular e a
producdo de pigmento resultou melhor, foi entre 7 e 8. A Burkholderia sp. mostrou melhores
resultados em um pH entre 6 e 7,e a Microbacterium sp. em uma faixa um pouco mais ampla

que variou desde 6 a 9.

Muitos estudos tém sido feitos com relacdo &s espécies de Serratia produtoras de
pigmentos devido a importancia comercial destes compostos, no entanto poucos trabalhos
foram encontrados dos pigmentos de géneros como Microbacterium e Burkholderia. Devido
as limitacbes do estudo ndo foi possivel caracterizar os pigmentos obtidos das bactérias
trabalhadas, pelo qual € dificil indicar uma aplicacdo direta para os compostos produzidos por
elas. As pesquisas levantadas sugerem que 0s pigmentos estdo presentes nos microrganismos
por varios motivos. Pigmentos como os carotenoides, sdo antioxidantes que podem proteger o
organismo contra varias espécies reativas de oxigénio (mohammadi et al., 2012), outros
estudos tem sugerido que a pigmentacdo fornece viruléncia em certas espécies microbianas
que lhes permite tolerar o estresse ambiental (KARKI et al., 2012), ou que jogam um papel
de defesa contra predadores exibindo atividade antibiotica e antimicrobiana (SOLIEV et al.,
2011). Por estes e outros motivos, 0s pigmentos microbianos sdo um alvo de pesquisa

importante.

O cenario para 0 uso de pigmentos microbianos nas distintas areas de interesse
destaca a importancia de procurar estratégias para produ¢des em grande escala, novas estirpes
de microrganismos produtores de pigmentos, e processos e meios para a obtencdo de
rendimentos altos, como foi o caso das avalia¢des dos fatores fisicos e quimicos realizados. A
extragdo e purificagdo dos pigmentos continuam sendo um desafio, sendo que caracteristicas
como a pigmentacdo intracelular adiciona a etapa de rompimento celular no processo de
extracdo (NIGAM; LUKE, 2016).
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os testes desenvolvidos foram capazes de determinar que compostos nutricionais e
fatores fisicos, envolvidos no crescimento de trés espécies de bactérias diferentes, podem

influenciar de forma positiva ou negativa na biomassa e na producgdo do pigmento.

Foi comprovado que nem sempre os melhores parametros para o crescimento celular
sdo os mais favoraveis para a producdo do pigmento. Estes resultados podem ser utilizados

para obter melhores rendimentos na producéo do pigmento de interesse.
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9. ANEXOS

Tabela 3. Efeito dos pardmetros nutricionais e fisicos no crescimento celular e producgéo de
pigmento por Serratia marcescens

Testes Crescimento Producéo de
celular pigmento
Absorbancia Absorbancia
Fontes de carbono  Sacarose 4,030 a 0,131 ¢
Glicose 3,651 a 0,047 d
Amido Soluvel 2,658 b 0,643 a
Lactose 2,387 b 0,296 b
Extrato de malte 1,448 d 0,256 b
Fontes de nitrogénic Cloreto de aménio 0,773 b 0,088 b
Sulfato de ambnio 0,685 b 0,069 ¢
Extrato de levedura 2,017 a 0,368 a
Ureia 0,007 d 0,007 d
Nitrato de sodio 0,283 ¢ 0,013 d
Temperaturas 20°C 1,756 bc 0,020 ¢
25°C 2,741 a 0,391 a
30°C 1,940 b 0,259 b
35°C 1,623 ¢ 0,017 ¢
40°C 0,950 d 0,014 ¢
pH pH 6,0 1,803 b 0,052 bc
pH 7,0 2,172 a 0,084 b
pH 8,0 1,966 ab 0,182 a
pH 9,0 1,527 ¢ 0,061 bc
pH 10,0 1,171 d 0,034 ¢

Medias na coluna, para cada tratamento, seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4. Crescimento celular e producéo do pigmento por Serratia marcescens nas
diferentes idades do cultivo.

Testes Crescimento celular Producéo de pigmento
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Absorbancia Absorbancia

Fontes de carbono 2,832a 2,828a 2833a 0,337a 0,281b 0,206c

Fontes de 0,737a 0,739a 0,784a 0,154a 0,106b 0,067 b
nitrogénio

Temperaturas 2,092a 1805b 1508c 0,176a 0,130ab 0,115b
pH 1529¢ 1,922a 1,732b 0,033b 0,122a 0,093 a

Medias na coluna, para cada tratamento, seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 5. Efeito dos pardmetros nutricionais e fisicos no crescimento celular e producédo de
pigmento por Microbacterium sp.

Testes Crescimento Producéo de
Celular pigmento
Absorbancia Absorbancia
Fontes de carbono  Sacarose 4,207 a 0,088 ¢
Glicose 3,674 b 0,069 c
Amido Soluvel 2,672 ¢ 0,222 a
Lactose 2,312 cd 0,145 b
Extrato de malte 2,077 d 0,060 c
Fontes de nitrogénic Cloreto de aménio 0,137 b 0,012 b
Sulfato de ambénio 0,144 b 0,011 b
Extrato de levedura 1,404 a 0,130 a
Ureia 0,064 b 0,005 b
Nitrato de sodio 0,061 b 0,006 b
Temperaturas 20°C 0,496 b 0,044 a
25°C 0,855 a 0,041 a
30°C 0,842 a 0,050 a
35°C 0,518 b 0,022 b
40°C 0,492 b 0,027 b
pH pH6 0,624 a 0,030 a
pH 7 0,560 a 0,030 a
pH 8 0,511 ab 0,029 a
pH 9 0,418 b 0,028 a
pH 10 0,154 ¢ 0,007 b

Medias na coluna, para cada tratamento, seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 6. Crescimento celular e producéo do pigmento nas diferentes idades do cultivo.

Testes Crescimento celular Producéo de pigmento
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Absorbancia Absorbancia

Fontes de carbono 1603b 3,692a 3,669a 0054b 0,138a 0,158a
Fontes de 0,196b 0,169b 0,721a 0,012b 0,015b 0,071a
nitrogénio

Temperaturas 0,7177a 0,614b 0590b 0,029b 0,039a 0,041a
pH 0,464ab 0502a 0,393b 0,013c 0,028b 0,035a

Medias na coluna, para cada tratamento, seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 7. Efeito dos parametros nutricionais e fisicos no crescimento celular e producéo de
pigmento por Burkholderia sp.

Testes Crescimento Producéo de
Celular pigmento
Fontes de carbono  Sacarose 4,233 bc 0,083 b
Glicose 10,259 a 0,048 cd
Amido Soluvel 4,007 ¢ 0,063 bc
Lactose 5547 b 0,128 a
Extrato de malte 2,105 d 0,021 d
Fontes de nitrogénic Cloreto de aménio 1,927 b 0,017 b
Sulfato de ambnio 2,307 b 0,014 b
Extrato de levedura 4,275 a 0,085 a
Ureia 0,149 ¢ 0,016 b
Nitrato de sodio 0,496 ¢ 0,021 b
Temperaturas 20°C 4,727 ab 0,115 a
25°C 5,262 a 0,122 a
30°C 3,583 bc 0,073 b
35°C 3,400 ¢ 0,032 ¢
40°C 0,022 d 0,004 d
pH pH6 1,696 a 0,047 ab
pH 7 1,249 b 0,057 a
pH 8 1,107 b 0,041 b
pH 9 0,042 ¢ 0,009 ¢
pH 10 0,002 ¢ 0,002 ¢

Medias na coluna, para cada tratamento, seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 8. Crescimento celular e producdo do pigmento nas diferentes idades do cultivo.

Testes Crescimento celular Producéo de pigmento
24h 48h 72h 24h 48h 72h

Fontes de carbono  3,783b 6,328a 5580a 0,028b 0,084a 0,094a

Fontes de 2,041a 1648a 1,803a 0,022b 0,033a 0,038a
nitrogénio

Temperaturas 2,629b 4234a 3,334b 0,025b 0,093a 0,090 a
Ph 0,256¢c 1,221a 0981b 0,004c 0,041b 0,049a

Medias na coluna, para cada tratamento, seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



