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PEREIRA, Ailton. Produgdo de Violaceina por Janthinobacterium Lividum e
Avaliacao da sua Aplicagdo no Tingimento Téxtil. 2022. 70 f. Dissertagao
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

Biopigmentos s&o moléculas produzidas por microrganismos. Dentre os biopigmentos
mais importantes destaca-se a violaceina produzida pela bactéria gram-negativa
Janthinobacterium lividum. Estes chamam a atencao devido a sua n&o toxicidade, alta
biodegradabilidade e excelentes atividades biologicas, podendo ser bons substitutos
aos corantes sintéticos de origem quimica. Ainda que apresentem grande potencial
de aplicagao, existem poucos processos de produc¢ao devido ao alto custo do meio de
cultura e desafios encontrados no escalonamento. Deste modo, o presente trabalho
teve como objetivo estabelecer parametros de fermentagcdo para a produgéo de
violaceina por J. lividum e avaliar seu uso no tingimento téxtil do tecido de seda. Nos
cultivos realizados com diferentes concentragdes, a combinacao de componentes que
proporcionou a maior produgcdo de violaceina incluiu altos niveis de triptona, L-
triptofano, soja, cevada, whey protein e K2HPO4 e baixo nivel de extrato de levedura.
As condigdes otimizadas de cultivo resultaram na melhoria da producdo do
biopigmento alcangando uma absorbancia de 9,00 em 72 horas de cultivo. Apds o
processo de liofilizacdo, foi obtido 9,88 g/L de extrato bruto de violaceina
representando um aumento de aproximadamente 2,7x em relacdo ao meio controle
Tripticase Glucose Levedura (TGY) referenciado na literatura. Nos estudos sobre a
influéncia dos componentes do meio de cultura, foi identificado que a concentragao
de cada item, influenciam significativamente na biossintese do biopigmento. O método
de tingimento téxtil com a cultura apds o cultivo mostrou o melhor resultado de fixacao,
pois manteve a coloragao original e distribuicdo igual no tecido sem a presenca de
manchas em 1 hora de tingimento. Os resultados obtidos indicam que a producéao de
biopigmentos por cultivo submerso com nutrientes derivados da agroindustria € uma
metodologia promissora para viabilizar a produgao de violaceina para aplicagdo no
tingimento téxtil.

Palavras-chave: biopigmento microbiano; fonte renovavel; residuo agroindustrial.



PEREIRA, Ailton. Production of Violacein by Janthinobacterium Lividum and
Evaluation of its Application in Textile Dyeing. 2022. 70 p. Dissertation (Master’'s
Degree in Biotechnology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Biopigments are molecules produced by microorganisms. Among the most important
biopigments, violacein produced by the gram-negative bacterium Janthinobacterium
lividum stands out. These draw attention due to their non-toxicity, high biodegradability
and excellent biological activities, and can be good substitutes for synthetic dyes of
chemical origin. Although they have great application potential, there are few
production processes due to the high cost of the culture medium and challenges
encountered in scheduling. Thus, the present work aimed to establish fermentation
parameters for the production of violacein by J. lividum and to evaluate its use in textile
dyeing of silk fabric. In cultures performed with different concentrations, the
combination of components that provided the highest production of violacein included
high levels of tryptone, L-tryptophan, soy, barley, whey protein and K2ZHPO4 and low
levels of yeast extract. The optimized cultivation conditions resulted in improved
biopigment production, reaching an absorbance of 9.00 in 72 hours of cultivation. After
the lyophilization process, 9.88 g/L of crude violacein extract was obtained,
representing an increase of approximately 2.7x in relation to the control medium
Trypticase Glucose Yeast (TGY) referenced in the literature. In studies on the influence
of the components of the culture medium, it was identified that the concentration of
each item significantly influences the biosynthesis of the biopigment. The textile dyeing
method with the culture after cultivation showed the best fixation result, as it maintained
the original color and equal distribution on the fabric without the presence of stains in
1 hour of dyeing. The results obtained indicate that the production of biopigments by
submerged cultivation with nutrients derived from the agroindustry is a promising
methodology to enable the production of violacein for application in textile dyeing.

Keywords: microbial biopigment; renewable source; agro-industrial waste.
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1 INTRODUGAO

A industria téxtil possui grande importédncia para o mundo e abrange os
contextos sociais, culturais, politicos e econémicos. A ultima revisdo estatistica
mundial do comércio em 2019, desenvolvida pela Organizagdo Mundial do Comércio
(OMC), contabilizou que o valor das exportagdbes mundiais de téxteis e vestuario
totalizaram US$ 315 bilhdes e US$ 505 bilhdes em 2018, respectivamente (LU, 2019).
A industria téxtil brasileira tem uma participagao histérica e decisiva no processo do
desenvolvimento industrial do pais (LANGE, 2004). De acordo com os dados da ABIT
— Associacao Brasileira da Industria Téxtil e de Confeccdo (2019), no periodo de
janeiro a setembro de 2018, o saldo de exportacdes brasileiras de téxteis chegou a
US$ 717 milhdes.

Anualmente, bilhdes de pecas de vestuario sdo produzidas. As matérias-primas
e até mesmo os processos industriais que dao suporte a sua producgao, podem causar
danos significativos ao meio ambiente. A industria téxtii € uma das maiores
consumidoras de agua do mundo, principalmente na etapa de tingimento. Juntamente
com a producgao de corantes petroquimicos e uma série de produtos quimicos toxicos
e altamente poluentes, é extremamente importante buscarmos alternativas
sustentaveis para minimizar os impactos que o atual processo de tingimento causa no
meio ambiente (KHAN; MALIK, 2013; SIVARAM et al., 2019).

Por meio da Biotecnologia, é possivel desenvolver biopigmentos naturais a
partir dos microrganismos. Eles sdo uma opg¢ao biodegradavel, ndo apresentam
sazonalidade e mostram grande produtividade, além de possuir ativos
antimicrobianos. Isso pode ser feito sem agredir o meio ambiente, comprometer a
qualidade ou confiar na disponibilidade da cadeia de suprimentos. Utilizando uma
abordagem biotecnoldgica, esse processo eliminaria completamente o uso de
quimicos téxicos, algo que também leva a enormes redugdes no consumo de agua,
enquanto atende aos principais padrées da industria (KASHYAP et al., 2016 apud
GURSES, 2019; MENDONCA, 2011 apud VELOSO, 2012).

A importancia dos biopigmentos microbianos foi enfatizada em diferentes
aplicagbes, como cosmeéticos, alimentos e produtos farmacéuticos. Esses compostos
também s&o conhecidos por exibir atividades antioxidantes, antimicrobianas,
antimalaricas, anticancerigenas e outras (RAMESH et al., 2019). Devido ao alto valor

agregado, esse produto poderia encontrar seu lugar no mercado internacional atuando



de forma a minimizar gastos durante a produgdo. Consequentemente, por meio de
alternativas como um meio de cultura mais barato, seu custo final seria mais
competitivo no mercado. Os beneficios sdo inumeros e podem atingir grande parte da
cadeia téxtil, assim como outras areas da industria contribuindo para a movimentagao
da economia brasileira (YUSUF et al., 2017 apud KANELLI et al., 2018).

A bactéria Janthinobacterium lividum é uma bactéria Gram-negativa em forma
de bastonete que produz biopigmentos de cor violeta. Ela pertence ao filo
Proteobacteria e familia Oxalobacteraceae. E comumente isolada de solos florestais,
geleiras da Antartica e aguas de lagos e rios. A J. lividum esta entre as grandes
produtoras do biopigmento violaceina, que nao possui carater citotoxico. A produgao
ocorre no metabolismo secundario e da-se de acordo com as pequenas alteragdes no
meio de cultura, temperatura, pH e fonte de energia. Essas alteragbes sao possiveis
sem grau de dificuldade elevado tornando o processo eficaz (OH et al., 2019; VALDES
et al., 2015; WU et al., 2017 apud KANELLI et al., 2018).

A violaceina € produzida por cepas bacterianas de varios géneros, incluindo
Janthinobacterium, Duganella, Collimonas e Pseudoalteromonas (OH et al., 2019). Ela
pode ser uma alternativa aos corantes sintéticos para a industria téxtil por meio de um
processo livre de produtos quimicos, contribuindo para uma menor degradacéo do
meio ambiente. O uso desse tipo de tingimento contribui para o desenvolvimento de
produtos ecologicamente corretos, atraindo consumidores conscientes por meio da
utilizacao de inovagdes promissoras nesta area de constante expansao. O consumidor
de hoje ndo quer apenas produtos que satisfacam suas necessidades, mas também
que contribuam para a qualidade de vida em longo prazo. Nao basta um bom produto
com prego justo, € preciso haver preocupagdes ecoldgicas, sociais e éticas (FILHO,
2008; KANELLI et al. 2018; LAATSCH et al., 1984; RODRIGUES et al., 2012; RAHUL
et al., 2015; YADA et al., 2008).

As proteinas da seda representam uma familia unica de biopolimeros devido
as suas propriedades estruturais e bioldgicas. Sua produgdo anual é de cerca de
80.000 toneladas, sendo o Japao, o principal consumidor mundial seguido da Italia e
Franca. Do ponto de vista da ciéncia dos materiais, as sedas fiadas pelos bichos-da-
seda (Bombyx mori) representam as fibras naturais mais fortes e resistentes
conhecidas. Elas oferecem propriedades ilimitadas de funcionalidades,
processamento e integragao bioldégica com outros materiais. O processo de tingimento

com o uso de biopigmentos extraidos de microrganismos pode ser aplicado na seda.



Esse tecido possui beneficios para a saude da pele e cabelos, € respiravel,
hipoalergénico, absorve umidade, duravel e possui um toque muito suave. A seda
também é biodegradavel podendo ser de grande relevancia para atuar na integragéo
com biopigmentos microbianos, assim como atender as necessidades do mercado
(ARAMWIT, 2016; BASTIAN, 2009; TAO et al., 2012).

De acordo com os dados apresentados pode-se compreender a importancia da
industria téxtil para o mundo, assim como as problematicas causadas pelo setor. Por
meio da Biotecnologia pode-se desenvolver alternativas viaveis, com o uso de
biopigmentos microbianos, a fim de contribuir para um processo mais ecoldgico de
tingimento téxtil da seda com o uso da violaceina. As perspectivas para esse trabalho
abrangem beneficios em todos os setores sugeridos. Para a pesquisa cientifica, os
estudos podem contribuir grandemente para entender o funcionamento; métodos e
condi¢des de cultura e a produgao e extragao dos biopigmentos. Tais dados poderao
ser utilizados em testes para aplicagdes futuras em outros microrganismos. Para o
meio ambiente, seria uma alternativa viavel aos corantes sintéticos, contribuindo para
uma menor taxa de polui¢do no ar, assim como na redugdo do consumo de agua e
menores indices de efluentes toxicos. Além disso, tais agdes trariam mais beneficios
a saude humana, com produtos inovadores para o mercado. Além de contribuir para
0 meio ambiente, produtos com menos processos quimicos contribuem para menores
problemas de saude aos trabalhadores e riscos de doengas para os usuarios finais.
Uma nova perspectiva para a sociedade e para a economia seria gerada (FEMA,
2017). A interdisciplinaridade esta cada vez mais presente nas diversas areas do
conhecimento. Com a integracdo do setor téxtii e da moda com as areas da
Biotecnologia, ha grande contribuicdo para o crescimento desse setor no mercado
mundial. Com a utilizacdo de biopigmentos microbianos no tingimento téxtil, tém-se

uma alternativa de fonte renovavel para a aplicagao na industria.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer parametros de fermentagao para a produgao de violaceina por

J. lividum e avaliar seu uso no tingimento téxtil do tecido de seda.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os parametros de fermentacdo por J. lividum para a producédo de
violaceina;

e Otimizar a producao de violaceina produzida por J. lividum;

e Testar métodos de tingimento téxtil com o extrato de violaceina produzida por

J. lividum.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 AINDUSTRIA E CADEIA TEXTIL

3.1.1 A Importancia Econdmica da Industria Téxtil no Mundo

De acordo com a Organizagdo Mundial do Comércio (OMC), na ultima reviséo
estatistica de 2019, o valor das exportacbes mundiais de téxteis e vestuario
apresentou o total de US$ 315 bilhdes e US$ 505 bilhdes em 2018, respectivamente
— um aumento de 6,4% e 11,1% quando comparado ao ano anterior. As analises
indicam que foi o crescimento mais rapido em seis anos (LU, 2019). Segundo os dados
da United Nations Industrial Development Organization (Unido), em 2020 a area téxtil
do Brasil ocupou o 16° lugar na industria mundial de transformacao e 13° lugar no
ranking mundial na &rea téxtil (TEXTILIA, 2021).

Tabela 1 — Os dez principais exportadores de vestuario e téxteis do mundo em 2018
(USS$ bilhges).

Vestuario Téxteis
Valor das Valor das
Classificacdo Exportadores exportacoes Classificagdo Exportadores exportacoes
1 China $157,8 1 China $118,15
2 UE $143,5 2 UE $74,0
3 Bangladesh $32,5 3 india $18,1
4 Vietna $31,5 4 EUA $13.8
5 india $16,6 5 Turquia $11,9
6 Coreia do $9.8
6 Turquia $15,7
Sul
7 Hong Kong $13,9 7 Taiwan $9,2
8 Indonésia $8,9 8 Vietna $8,3
9 Camboja $8,2 9 Paquistao $8,0
10 EUA $6,0 10 Hong Kong $7.4

Fonte: OMC (2019).

Com relagéo ao vestuario, a Tabela 1 mostra que China, Unido Europeia (UE),
Bangladesh e Vietna foram os quatro maiores exportadores mundiais de vestuario em

2018, representando 72,3% da participagdo no mercado mundial. Isso sugere mais



uma vez que, devido aos limites de capacidade na produgao, nenhum pais surgiu para
se tornar a "préxima China". A China, a UE e a india continuaram sendo os trés
principais exportadores mundiais de téxteis em 2018. Juntos, eles representaram
66,9% das exportacdes mundiais de téxteis, um novo recorde desde 2011. China e a
UE também teve um crescimento das exportagdes acima da média mundial, 7,9% e
6,9%, respectivamente. Os Estados Unidos continuam sendo o quarto maior
exportador de téxteis do mundo em 2018, representando 4,4% da participagao total,
um pouco abaixo dos 4,6% em 2017 (LU, 2019).

3.1.2 A Importancia Econdmica da Industria Téxtil e de Confecgéo Brasileira

Segundo Lange (2004), “a industria téxtil brasileira tem uma participagao
historica e decisiva no processo do desenvolvimento industrial do pais. Foi um dos
primeiros setores industriais a ser implantado, remontando aos tempos do Império”.
Segundo Fujita e Jorente (2015), o setor téxtil possui grande importancia na economia
brasileira, por ser um forte gerador de empregos, com grande volume de producéo e
exportacdes crescentes. De acordo com os dados de 2019 da Tex Brasil (2020), o
faturamento da cadeia téxtil e de confeccao foi de US$ 48,3 bilhdes. No mesmo ano,
a exportacdo alcangou cerca de US$3,6 bilhdes e a importagdo com
aproximadamente US$ 5,3 bilhdes nos téxteis de fibras naturais, incluindo rami, 13,
juta, linho, seda e outros; os de fibra sintética incluindo o poliéster, polipropileno,
poliamida, acrilico, viscose e acetato; sem incluir as fibras de algoddo. A producao
média de confecgdo foi mais de 9,4 bilhdes de pecas e a téxtil com 2,4 milhdo de

toneladas de tecidos, incluindo os mesmos citados acima.

Os principais destinos das exportacdes dos produtos téxteis e de vestuario

concentram-se nos paises da América do Sul, conforme aponta a Figura 1.
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Figura 1 — Principais destinos das exporta¢des de produtos téxteis e confeccionados
no Brasil (US$ milhdes).
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Fonte: Adaptado de ABIT (2019).

Apesar da queda de cerca de 14% devido a crise econdmica — entre 2018 e
2019 — a Argentina se destaca em relagao aos outros paises como principal destino
de exportagcdo dos produtos nacionais nessa categoria. Pode-se notar que ha um
crescimento notavel de exportagdes para paises como Coldmbia e China, com um

aumento de 25% e 45%, respectivamente, no mesmo periodo.

Na Figura 2, pode-se observar as principais origens das importagdes da
categoria para o Brasil, onde a China é a grande lider do setor com mais de US$ 2
milhées em produtos importados no ano de 2019. Grande parte do valor expressivo
se da com as compras online em sites chineses devido aos pregos extremamente
baixos. A ABIT destaca que em 2019, houve um crescimento elevado na importagao
de tecidos com crescimento de quase 8% e a exportacdo com decréscimo de 7%. As
importacdes vindas de paises como india, Indonésia, Bangladesh, Estados Unidos e
Taiwan mantiveram-se estaveis apesar de apresentarem uma pequena queda. Por
outro lado, nota-se um crescimento consideravel no Vietna e Paraguai, com 10% e

16% de aumento, respectivamente.
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Figura 2 — Grafico das principais origens das importacées de produtos téxteis e
confeccionados para o Brasil (US$ milhdes).
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Fonte: Adaptado de ABIT (2019).

Em 2020, a producéao téxtil e de confecgao pode crescer em torno de 2% a
2,5%, com exportacdes tendo um aumento de aproximadamente 2,5 percentuais e as
importagdes, um incremento de 4,1%. (DIVITIIS, 2019). No entanto, Gandra (2020)
afirma que esses dados deverao sofrer algumas alteragdes devido a pandemia de
Covid-19. Uma pesquisa realizada pelo SENAI Cetiqgt entre os dias 24 e 30 de marco
de 2020 com 62 representantes da cadeia produtiva do setor de moda, téxtil e de
confecgdo, revelou que a maior participagao da cadeia foi a do setor de confecgao.
Cerca de 70% das empresas disseram que nao estavam preparadas financeiramente
para situacdbes como a pandemia de Coronavirus. De acordo com a consultora do
Instituto Senai de Tecnologia Téxtil e de Confecgéo, 20% das empresas do setor ndo
souberam informar como sera seu modelo produtivo depois da pandemia. As
restantes apostam na valorizagao dos produtos nacionais e na compra em mercados
locais, além da automacgao da produgédo e implementagéo de tecnologias 4.0 para

conseguir trabalhar remotamente.

A fibra de algodao ainda é a principal matéria-prima utilizada, com producao,
importacao e exportagao significativas. A média da década foi a produgédo de mais de
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um bilhdo duzentos e setenta mil toneladas de algoddao. Como ha produtos de
altissima qualidade, uma parte dessas fibras é exportada atingindo cerca de 330 mil
toneladas. O consumo pelas industrias nacionais chega a 900 mil toneladas,
necessitando que cerca de 100 mil toneladas sejam importadas para suprir o consumo
nacional. Até metade da década passada, os numeros mais expressivos em fibras
artificiais e sintéticas foram: produgao de 418 mil toneladas; importacao de 218 mil
toneladas e exportagdo de 58,9 mil toneladas (SANFINS, 2021).

De acordo com Sanfins (2021), a industria téxtil brasileira possui quase 200
anos de historia; € especialista em moda praia, confeccdo de jeans e artigos
domésticos, com crescimento também dos segmentos de roupas intimas e de
ginastica; é uma das maiores do pais e representa grande parcela do PIB; é a maior
cadeia téxtil completa e o maior produtor de tecidos do Ocidente; € o quarto maior
produtor de tecidos do mundo e também ocupa as posi¢gdes de quarto maior do mundo
em produgado de malhas e denim; s&do mais de 27 mil empresas em todo o pais
(formais); os principais polos téxteis estdo concentrados no vale do lItajai, agreste
pernambucano, Ceara e Americana e o setor representa 16,7% dos empregos no

pais.
3.1.2.1 A Estrutura Organizacional da Cadeia Téxtil
De acordo com Valh et al. (2011), a cadeia téxtil comega com a produgao ou

colheita de fibra bruta e termina com a compra dos consumidores. As etapas basicas

dessa cadeia s&o representadas esquematicamente na Figura 3.
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Figura 3 — Estrutura de produgao da cadeia téxtil.
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A cadeia téxtil é dividida em varias etapas, e para compreender a fase de
tingimento, incialmente é necessario entendé-la de uma forma geral. De acordo com

Bastian (2009), a cadeia téxtil pode ser dividida com os seguintes processos:

A) Fiagao: etapa de obtengao do fio a partir das fibras téxteis que pode ser enviado

para o beneficiamento ou diretamente para tecelagens e malharias;

B) Beneficiamento: etapa de preparagdo dos fios para seu uso final ou néo,
envolvendo tingimento, engomagem, retor¢ao (linhas, barbantes, fios especiais etc.)

e tratamento especiais;

C) Tecelagem e/ou Malharia: etapas de elaboragao de tecido plano, tecidos de malha

circular ou retilinea, a partir dos fios téxteis;

D) Enobrecimento: etapa de preparacao, tingimento, estamparia e acabamento de

tecidos, malhas ou artigos confeccionados;
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E) Confeccbes: nesta etapa o setor tem aplicagcéo diversificada de tecnologias para

os produtos téxteis, acrescida de acessorios incorporados nas pecas.

Na etapa B, que envolve a etapa foco da pesquisa, alguns processos de
beneficiamento podem ser vistos no Quadro 1, com enfoque no processo de

tingimento téxtil, que sera abordado de forma detalhada a frente.

Quadro 1 — Processos de beneficiamento téxtil.

PRINCIPAIS
PROCESSOS FINALIDADE BASICA
Chamuscagem Eliminar fibrilas da superficie do material téxtil, por meio de

queima

Purga ou Limpeza

Remover materiais oleosos (graxos ou ndo) e impurezas através
de reacoes de saponificacdo, emulsao e solvéncia para
proporcionar hidrofilidade ao substrato. Produtos quimicos
poderéo ser adicionados: agentes oxidantes, enzimas e acidos.

Alvejamento

Remover coloracdo amarelada (natural) do material téxtil.

Mercerizagao e
Caustificacao

Tratamento alcalino do material téxtil com objetivo de melhorar
propriedades fisico-quimicas da fibra (brilho, aumento da
afinidade por corante, estabilidade dimensional etc.). Nota: a

(operagoes diferencga basica entre a mercerizacao e caustificacdo é que a
individuais) primeira trabalha com maior concentragao de alcali, sob tensao
e em equipamento especifico (mercerizadeira).

Tingimento Conferir coloragao ao material téxtil.

Estamparia Conferir coloragdo ao material téxtil de forma localizada.
Secagem Retirar umidade do material, através de energia térmica.

Proporcionar encolhimento do material (através de agéo fisica),
Compactacgao a fim de evitar encolhimento posterior da peca confeccionada,

quando submetida a lavagem.

Calandragem

Eliminar vincos e conferir brilho
(mais utilizada em tecido de malha).

Felpagem

Conferir aspecto de felpa a superficie do material podendo atuar
como isolante térmico (utilizado em moletons, malhas soft etc.)
ou apenas alterar o aspecto (felpado).

Amaciamento

Conferir toque agradavel ao material.

Fonte: BASTIAN e ONISHI (2009).
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3.2 IMPACTOS AMBIENTAIS DA INDUSTRIA TEXTIL

O processo de fabricagao téxtil € caracterizado pelo alto consumo de diferentes
recursos: agua, combustivel e uma variedade de produtos quimicos em um processo
demorado que gera uma quantidade significativa de residuos. Os principais problemas
ambientais s&o tipicamente aqueles associados a poluigdo da agua causada pela
descarga de efluentes nao tratados (UNEP, 1994 apud VALH et al., 2011).

De acordo com Chequer et al., (2013), ao mesmo tempo que esse setor possui
grandes beneficios econdmicos e sociais, convém-nos abordar sobre os problemas
que ele causa ao meio ambiente. As aguas residuais da industria téxtil s&o o principal
problema enfrentado. Elas sdo extremamente alcalinas e contém alta concentracao
ou demanda biolégica de oxigénio, demanda quimica de oxigénio e solidos totais
dissolvidos. Este efluente leva a complicagbes ambientais se nao for tratado

adequadamente antes de seu descarte.

De acordo com os processos e a definicdo das aguas residuais do setor téxtil,
elas sdo compostas por agua de limpeza, agua de processo, agua de resfriamento
sem contato e agua de chuva. A quantidade e a composi¢do das aguas residuais
variam e dependem de diferentes fatores, incluindo a natureza do tecido processado,
tintura aplicada ou acabamento especial; o tipo de processo; o equipamento utilizado;
e afilosofia de gestao prevalecente em relagdo ao uso da agua. A limpeza, tingimento,
estampagem, acabamento e lavagem geram a maior parte das aguas residuais
téxteis. Os residuos de grande volume incluem agua de lavagem da preparagao e
tingimento continuo, agua residual alcalina da preparacéo e agua residual do corante
em lote contendo grandes quantidades de corante, sais, acidos ou alcalis e outros

aditivos téxicos em quantidades menores (VALH et al., 2011).

De acordo com a Figura 4, os impactos negativos da industria téxtil estdo
aumentando drasticamente. Segundo Chequer et al (2013), os métodos de tingimento
nao mudaram muito com o tempo. Basicamente, a agua é usada para limpar, tingir e
aplicar produtos quimicos auxiliares nos tecidos e para enxaguar as fibras ou tecidos
tratados. Segundo dados da FEMA - Fundagao Ellen MacArthur (2017), se a industria
continuar utilizando seus métodos tradicionais na fabricagao de téxteis, em 2050, a
taxa de dioxido de carbono podera aumentar em 26%. O consumo de recursos nao

renovaveis da industria téxtil, incluindo 6leo para produzir fibras sintéticas, fertilizantes
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para cultivar algodao e produtos quimicos para produzir, tingir e finalizar fibras e

téxteis, podem chegar a 300 milhdes de toneladas. Além disso, na tendéncia atual, a

quantidade de microfibras plasticas entrando no oceano entre 2015 e 2050 podem

acumular um excesso de 22 milhdes de toneladas - cerca de dois tergos das fibras de

plastico usadas atualmente para produzir pegas de vestuario anualmente.

Figura 4 — Os impactos negativos da industria téxtil estdo aumentando drasticamente
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até 2050
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Fonte: FUNDAGAO ELLEN MACARTHUR (2017, p.21).
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Na Figura 5, € mostrado um fluxograma geral sobre os processos que utilizam
agua (BISSCHOPS e SPANJERS, 2003 apud VALH et al., 2011). De acordo com

Chequer et al. (2013), o processo de tingimento, ao qual é o enfoque desta pesquisa,

envolve trés etapas: preparagao, tingimento e acabamento.
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Figura 5 — Fluxograma com o uso de agua pelos processos téxteis.
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A preparagao € a etapa em que as impurezas indesejadas sdo removidas dos
tecidos antes do tingimento. Isso pode ser realizado limpando-o com substancias
alcalinas e detergentes aquosos ou aplicando enzimas. Muitos tecidos sao
branqueados com peréxido de hidrogénio ou compostos que contém cloro, a fim de
remover sua cor natural e, se o tecido for vendido branco e n&o tingido, séo
adicionados agentes de brilho 6ptico (CHEQUER et al., 2013).

O tingimento € a aplicacdo aquosa de cor nos substratos téxteis, principalmente
usando corantes organicos sintéticos e frequentemente, sob a temperaturas e
pressdes elevadas em algumas das etapas. E importante ressaltar que ndo ha corante
que tinja todas as fibras existentes e nenhuma fibra que possa ser tingida por todos

os corantes conhecidos. Durante esta etapa, os corantes e auxiliares quimicos, como
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surfactantes, acidos, bases alcalinas, eletrélitos, transportadores, agentes de
nivelamento, agentes promotores, agentes quelantes, O&leos emulsificantes,
amaciadores etc., sdo aplicados ao tecido para obter uma profundidade uniforme da
cor com as propriedades de solidez da cor adequadas para a utilizag¢ao final do tecido.
Esse processo inclui a difusdo do corante na fase liquida, seguida de adsorgao na
superficie externa das fibras e, finalmente, difusdo e adsorg¢ao na superficie interna.
O tingimento também pode ser realizado aplicando pigmentos (os pigmentos diferem
dos corantes por ndo mostrarem afinidade quimica ou fisica pela agua, tornando-os
hidrofébicos) juntamente com ligantes - composto por acrilatos, butadieno ou
poliuretano - que polimeriza sob a agao do calor formando uma pelicula invisivel que
fixa os pigmentos a fibra. O ligante confere ao substrato téxtil o toque e os niveis de
solidez a friccao (CHEQUER et al., 2013).

Por fim, o acabamento envolve tratamentos com compostos quimicos
destinados a melhorar a qualidade do tecido. Tratamentos de prensagem
permanentes, impermeabilizacdo, amolecimento, protecido antiestatica, resisténcia do
solo, liberagdo de manchas e protecdo microbiana/fungica sdo exemplos de
tratamentos de tecido aplicados no processo de acabamento (SCHINDLER e
HAUSER, 2004).

Na Figura 6, pode-se observar que a la e o algodao lideram o ranking com
maior quantidade de agua consumida por quilo de tecido produzido, com um gasto em
torno de mais de 1000 e 700 L, respectivamente. O tecido de seda ndo necessita da
grande maioria dos processos de tratamento pré e pds tingimento, visto que possui
caracteristicas singulares em sua composicao e torna o processo mais simplificado.
O gasto de agua durante o processo de tingimento desse tipo de tecido alcanga cerca
de 10 L para cada quilo produzido. Essa agua possui uma vasta quantidade de

produtos quimicos que auxiliam no processo de tingimento.
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Figura 6 — Grafico do abastecimento médio de agua para diferentes processos
téxteis (L kg ).

1100

1000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0

Litros ALGODAO LA NYLON ACRILICO POLIESTER VISCOSE ACETATO SEDA

Desengomagem @ Limpeza Branqueamento Mercerizagdo @ Tingimento @ Lavagem Final @ Banho de Sal @ Enrolamento
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Segundo Chequer et al. (2013), muitos estudos tém sido realizados com o

objetivo de desenvolver novas tecnologias capazes de minimizar o volume e a

toxicidade dos efluentes industriais. Infelizmente, a aplicabilidade desses tipos de

sistema esta sujeita ao desenvolvimento de procedimentos modificados e ao

estabelecimento de sistemas de reciclagem de efluentes, atividades que implicam

tecnologias evolutivas e que ainda ndo estao universalmente disponiveis. De acordo

com o tratamento das aguas residuais, Valh afirma que:

As aguas residuais téxteis podem ser tratadas por métodos fisicos, quimicos
ou bioldgicos. Para a descoloragédo e degradagédo de aguas residuais téxteis,
muitas tecnologias de tratamento foram desenvolvidas, mas todas as
tecnologias existentes apresentam limitagdes - vantagens e desvantagens. As
aguas residuais téxteis sdo muito complexas, por isso 0 uso de um tratamento
universal de aguas residuais parece ser impossivel. As tecnologias de
tratamento de aguas residuais utilizadas dependerao das caracteristicas das
4guas residuais (tipo, concentragéo de corante e auxiliares e pH). E evidente
que um unico sistema de tratamento de dguas residuais é incapaz de superar
todos os problemas por si sé para fornecer um tratamento eficiente de
efluentes e ao mesmo tempo ter uma boa relagéo custo-beneficio (VALH et al.,
2011).

Devido ao seu perigo consideravel, varios autores tentaram encontrar novas

formas de tratamento para reduzir os graves riscos ambientais e toxicolégicos. Entre

0s muitos casos relatados estdo aqueles baseados no uso de microrganismos
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especificos e degradacao usando processos avangados de oxidagao como o uso de
fenton, foto-fenton e fotocatéalise heterogénea na biorremediacao (CHEQUER et al.,

2013). Para mudar o cenario atual, algumas medidas estdo sendo adotadas.

O desenvolvimento de tecnologias adequadas para tratamento de efluentes
tem sido objetivo de grande interesse nos ultimos tempos devido ao aumento da
conscientizagdo e rigidez das leis ambientais. As principais técnicas para o
descoloramento das aguas no rejeito envolvem principalmente processos de

adsorc¢ao, precipitagao, degradagéo quimica, fotoquimica e biodegradagéo.

Em sua conclusdo, Correia (1995 apud TWARDOKUS, 2004) diz que devido
os efluentes téxteis terem um alto volume e uma composi¢cao quimica muito variada
que podem incluir desde corantes n&do biodegradaveis a substancias tdxicas, é dificil
determinar qual seria o tratamento ideal para ser aplicado, porém é claramente
possivel se aplicar técnicas de tratamento em agua de efluentes individualmente nos
processos geradores de efluentes liquidos. Ele conclui ainda que técnicas de
tratamento de efluentes apropriadas somente serdo empregadas onde as descargas
de efluentes forem severamente exigidas e ou o tratamento de efluentes tiver algum

valor agregado.

Forgacs et al. (2004 apud TWARDOKUS, 2004) apresentam em seu trabalho
os varios métodos de remocgao dos corantes sintéticos de efluentes téxteis. Segundo
eles os corantes sintéticos apresentam uma diversidade estrutural consideravel, a
classe quimica de corantes sintéticos mais frequentemente empregada nas plantas
industriais sao os do tipo Azo, considerados proibidos em alguns paises. Por este
motivo os tratamentos de efluentes tradicionais provaram ser notadamente ineficazes
na remogao dos corantes sintéticos dos efluentes liquidos, devido a estabilidade
quimica destes poluentes. Para o autor, algumas tendéncias como a aplicagdo da
microbiologia tém papel decisivo nas tecnologias futuras. A combinagao de técnicas
que utilizam decomposi¢cdo de microbiologia e substancias quimicas ou tratamentos
fisicos para aumentar a eficacia da decomposigdao microbioldgica pode ser esperada

no futuro.

Segundo a Fundacgao Ellen MacArthur (2017), o mercado necessita de uma

nova economia téxtil, que teria como resultado beneficios substanciais. Ela denomina
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esse novo modelo como ‘economia circular’, conforme mostra o esquema da Figura
7. Esse sistema vai contra o uso e descarte de roupas como é realizado atualmente.
Os beneficios comerciais desse tipo de sistema sdo bem compreendidos e explorados
em paises de alta renda per capta (especialmente na Europa), assim como para
economias emergentes. Além de oferecer beneficios para os negdécios e a economia,
a moda circular é benéfica para a sociedade e regenera o meio ambiente. De acordo
com o objetivo da economia circular, se conclui que:
A economia circular se refere a uma economia industrial que é restauradora
intencionalmente; visa contar com energia renovavel; minimiza, rastreia e, com
sorte, elimina o uso de produtos quimicos toxicos; e erradica o desperdicio por
meio de um projeto cuidadoso. O termo vai além da mecéanica de producgdo e
consumo de bens e servigos, nas areas que busca redefinir (exemplos incluem
a reconstrugao do capital social e natural e a passagem do consumidor ao
usuario). O conceito de economia circular esta alicercado no estudo de

sistemas nao lineares, principalmente vivos (Fundagéo Ellen MacArthur, 2017,
p. 05).

Figura 7 — Fluxograma da economia circular.
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3.3 O TINGIMENTO TEXTIL

O processo de tingimento desempenha um papel de agregar valor a diversas
demandas da industria téxtil, ou seja, um gargalo entre os processos de toda a cadeia,
devido a sua importancia no beneficiamento dos tecidos. Ele € um dos fatores-chave
no sucesso do comeércio de produtos téxteis e sao realizados em grandes industrias
como mostra a Figura 8. Além do design e da cor, o consumidor geralmente procura
algumas caracteristicas basicas do produto, como boa fixagdo da cor em relagéo a
luz, transpiracdo e lavagem. Para garantir essas propriedades, as substancias
(pigmentos e corantes) que dao cor a fibra devem apresentar alta afinidade, cor
uniforme, resisténcia ao desbotamento e ser economicamente viavel (CHEQUER et
al., 2013).

Figura 8 - Etapa de tingimento na Industria Téxtil.

Fonte: Disponivel em: <http://www.sriraghavendratextiles.com/> Acesso em: 24 Nov 2020.

3.3.1 Pigmentos e Corantes

Segundo Saron e Felisberti (2006 apud VELOSO, 2012), a diferenga basica
entre pigmentos e corantes esta no tamanho de particula e na solubilidade no meio
em que estd inserido. Diferentemente dos corantes, os pigmentos ndo séao
hidrossoluveis. Os autores afirmam ainda que a “solubilidade de um determinado
corante pode ser determinada pela presenga de certos grupos quimicos na estrutura

do composto, os quais podem ocasionar as diferenciagcdes entre pigmentos e
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corantes”. Outro diferencial entre os dois produtos diz respeito a cobertura: quando se
usa o pigmento ele promove simultaneamente a cobertura, a opacidade, o tingimento
e a cor; o corante s6 promove o tingimento, sem proporcionar cobertura. Desta forma,
o corante mantém a transparéncia do objeto tingido; ja o pigmento da cor e tira a

transparéncia.

De acordo com Bastian (2009), considerando a divisdo produtiva da cadeia
téxtil ndo se pode deixar de mencionar a importancia dos corantes utilizados nos
processos de acabamento, incluindo as lavanderias acopladas as atividades
produtivas. Existem varias maneiras para se classificar os corantes, por exemplo, de
acordo com a sua constituicdo quimica (Figura 9), sua aplicagao, solidez em geral,

tipo de excitacao eletrbnica, quando exposto a luz etc.

Figura 9 — Principais estruturas quimicas dos corantes.
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Fonte: Adaptado de: <http://wiki.zero-emissions.at/images/c/cd/Overview-

Organic_dyes_%26_pigments1.jpg> Acesso em: 09 Nov 2021.

A classificacdo apresentada no Quadro 2 segue o padrao adotado pelo Colour
Index, publicado pela The Society of Dyers and Colourists, em conjunto com a
Association of Textile Chemists na Colorists. Pode-se observar a classificacdo dos
corantes pelo método de tingimento, substrato, classe quimica e solubilidade na agua.
Os corantes reativos e diretos sdo os mais comuns para os tingimentos em fibras de
origem naturais como algodao e celulose. Ja para as fibras artificiais, como poliéster,

0S mais comuns sao os dispersivos e catibnicos.



Quadro 2 — Principais métodos de tingimento e suas aplicagdes.
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, Substrato . -
Método de preferidol Principal classe Solubilidade na
tingimento PR quimica agua

Aplicagao tipica
Azo, Azo
. ~ metalizado, .
Corantes reativos Algodao o Soluvel
ftalocianina,
antraquinona
Corantes L, a ia )
) . Poliéster Nao ibnico Insoluvel
dispersivos
. Algodao, Celulose A . ,
Corantes diretos 9 Anidnico, poli-azo Soluvel
regenerada
Antraquinona Insoluvel,
Corantes a tina (vat) | Fibras de celulose L ’ Sais de leuco
indigoides .
soluveis
Corantes sulfuricos Algodao Sulfuricos Soluvel
a Papel,
Corantes catidnicos NIRRT . )
.. poliacrilonitrila, Triarilmetano Soluvel
ou basicos .,
poliéster
Nylon, 13, seda,
Corantes acidos couro, papel, Catidnico Soluvel
impressdo em jatos
Plastico, gasolina, . ,
Corantes solventes ! Azo, antraquinona Insoluvel
Oleo, certas

Fonte: Adaptado de: <http://wiki.zero-emissions.at/images/d/df/Overview-

Organic_dyes_%26_pigments2.jpg> Acesso em: 09 Nov 2021.

3.3.2 Corantes Sintéticos x Naturais

Os corantes sintéticos sao constantemente alvo de investigagdes quanto a sua

relagdo com reagdes adversas que possam surgir nos consumidores. A relagao de

corantes sintéticos de uso permitido varia em larga escala de acordo com a legislagao

de cada pais. A maioria dos corantes sintéticos apresenta alta estabilidade (luz,

oxigénio, calor e pH), uniformidade na cor conferida, alto poder tintorial, isencao de

contaminagdao microbioldgica e custo de produgéo relativamente baixo (GODOY;
PRADO, 2003 apud VELOSO, 2012).

Segundo os dados da Fema (2017) anualmente, 43 milhdes de toneladas de

produtos quimicos sdo usados para produzir téxteis. O mercado de produtos quimicos

téxteis estava avaliado em US$ 21 bilhdes em 2015 - cerca de um sexto das vendas
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totais da industria de vestuario - e deve chegar a US$ 29 bilhdes até 2024. No que

tange a respeito dos corantes que sao altamente prejudiciais, pode-se concluir que:
[...] alguns corantes azo podem apresentar efeitos toxicos, especialmente
eventos carcinogénicos e mutagénicos. Os efeitos toxicos dos corantes azo
podem ser decorrentes da agao direta do préprio agente ou dos derivados
arilamina gerados durante a biotransformacao redutiva da ligacdo azo. Os
corantes azo que entram no corpo por ingestdo podem ser metabolizados em
aminas aromaticas pelas azoredutases de microrganismos intestinais. Se os
corantes forem nitro, eles podem ser metabolizados pelas nitroredutases
produzidas pelos mesmos microrganismos. As enzimas hepaticas de
mamiferos e outras organizagdes também podem catalisar a clivagem redutiva
da ligagdo azo e a nitro-redugédo do grupo nitro. Em ambos os casos, se N-

hidroxilaminas sao formadas, esses compostos sdo capazes de causar danos
ao DNA (CHEQUER et al., 2013, p.153).

Existem cinco grupos principais de corantes naturais: os compostos
heterociclicos com estrutura tetrapirrélica; os compostos de estrutura isoprendide; os
compostos heterociclicos contendo oxigénio; as betalainas (compostos nitrogenados)
e as antraquinonas (VELOSO, 2012).

Entre as principais fontes para obtencao de corantes naturais estao as plantas
(folhas, flores e frutos), animais (insetos) e microrganismos (fungos e bactérias)
(MENDONCA, 2011 apud VELOSO, 2012). Os solventes e veiculos de emprego
autorizado na elaboracdo e processamento dos corantes naturais sdo: agua,
agucares, alcool etilico, amidos, cloreto de sddio, dextrina, gelatina, glicerol, éleos e
gorduras comestiveis (BRASIL, 1977 apud VELOSO, 2012).

3.3.3 Desenvolvimento de Processos de Producao e Extracdo de Corantes Naturais

O futuro das cores depende estritamente das fontes naturais de corantes. Hoje,
a tradicdo de tingir por meio de corantes naturais sobreviveu apenas em certas partes
do mundo. Recentemente, a conscientizagdo ambiental voltou a despertar o interesse
por corantes naturais, principalmente entre pessoas ambientalmente conscientes.
Eles podem ser usados em quase qualquer tipo de tingimento de fibra natural e séo
considerados materiais ecoldgicos, renovaveis e biodegradaveis, assim como
materiais ndo patoldgicos para a pele humana (KASHYAP et al., 2016 apud GURSES,
2019).

Pesquisas recentes mostraram que corantes naturais também podem ser
usados para tingir algumas fibras sintéticas. Além das aplicagcbes comuns em téxteis,

os corantes naturais também sao usados no processamento de couro, bem como na
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coloracao de alimentos, medicamentos, artesanato e brinquedos. Os corantes
naturais podem ser abordados no contexto de suas fontes potenciais, quimica e
classificagbes, bem como sua extracdo e aplicagdes funcionais (GURSES, 2019).
Segundo o autor:
Como os corantes naturais sdo biodegradaveis, e auxiliares quimicos
complexos e condicbes extremas de pH ndo sdo usados no processo de
tingimento, os efluentes formados por seu uso séo facilmente manuseados e
nao requerem as estagdes de tratamento de efluentes de alto custo

necessarias para corantes sintéticos (RAJA e THILAGAVATHI, 2008 apud
GURSES, 2019, p.44).

O Brasil carece de empresas que produzem pigmentos de origem natural.
Infelizmente ndo se tém nenhuma empresa com produgao de biopigmentos de origem
microbiana. No entanto, a empresa Quimica Inteligente de Curitiba oferece quatro
op¢des de corantes de origem vegetal, sendo eles: clorofila extraido de plantas como
a alfafa; urucum, obtido da semente da prépria planta (57% da produgdo com 12 mil
toneladas sendo produzidas anualmente no Brasil); curcuma, obtida de rizomas de
curcuma (Infelizmente, o Brasil possui apenas 1% da produgdo mundial, sendo a india
a maior produtora com cerca de 90% com uma produgéo anual de 90 mil toneladas);
e o carmim, de origem a partir da espécie de inseto Dactylopius Coccus (Peru
abrangindo cerca de 85% do mercado mundial e uma produgéo de 2,5 mil toneladas
por ano) (QUIMICA INTELIGENTE, 2021).

3.4 BIOPIGMENTOS E SUAS APLICACOES

Os biopigmentos sao substdncias de cor natural produzidas por
microrganismos, especialmente fungos e bactérias. Os microrganismos produzem
uma variedade de biopigmentos através do processo de fermentagdo, com maior
rendimento de biopigmentos e menor producéo de residuos em comparagao com as
fontes vegetais e animais (DURAN et al. 2012 apud TIRUMALE et al., 2018).

Varios biopigmentos microbianos podem ser antioxidantes poderosos porque
seus sistemas conjugados sao suscetiveis ao ataque eletrofilico. Os carotendides e
xantofilas, sdo mais eficientes do que o acido ascorbico ou hidroxitolueno butilado
(BHT) como antioxidantes. Além disso os biopigmentos também podem atuar como
protetor solar, protegendo a célula ao absorver a radiagao ultravioleta. Microrganismos

fotossintéticos, como cianobactérias e microalgas, dependem de biopigmentos como
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clorofilas e ficobilinas para transferir energia luminosa para elétrons que sao utilizados
no processo de fotossintese. Alguns biopigmentos, como ficobilinas, clorofila e
prodigiosina, também podem atuar como reserva de nitrogénio. A utilizagdo de
microrganismos capazes de sintetizar biopigmentos especificos, tem como vantagens
a consisténcia, alta concentragdo e qualidade. Além dessas vantagens, os
microrganismos podem ser selecionados ou modificados geneticamente em busca de
aditivos de cor e producédo adequados de acordo com a necessidade (CARVALHO,
2013).

“Hoje em dia, os corantes naturais ndo sdo usados para o processamento téxtil
convencional e apenas cerca de 1% do total dos téxteis produzidos séo tingidos com
0 uso de corantes naturais” (GURSES, 2019, p.44). Eles podem ser aplicados em
diversas areas como a farmacéutica, cosmética, téxtil ou até mesmo usados como
corantes alimentares. Dentre os principais, destacam-se: cantaxantina, astaxantina,
prodigiosina, ficocianina, violaceina, riboflavina, beta-caroteno, melanina e licopeno,

conforme mostra a Figura 10 (SEN et al., 2019).

Figura 10 — Principais biopigmentos e sua estrutura molecular (continua).
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Figura 10 — Principais biopigmentos e sua estrutura molecular (conclusao).

Torularhodin

Fonte: Disponivel em: <https://www.frontiersin.org/files/Articles/418288/fnut-06-00007-
HTML/image_m/fnut-06-00007-g002.jpg> Acesso em: 20 Nov 2020 (Adaptado).

Pode-se analisar as suas principais caracteristicas, de acordo com Sen (2019):

e (Cantaxantina - € um carotenoide de cor laranja a rosa profundo, soluvel
em lipidios e um potente antioxidante. E isolado do Bradyrhizobium sp.,
€ um biopigmento trans caroteno e € aprovado como corante alimentar
e usado em uma variedade de alimentos, bem como ragao para salmao
e aves;

e Astaxantina - é um biopigmento vermelho-alaranjado, encontrado
naturalmente na levedura basidiomicetos, microalgas, salmao e
crustaceos, camardes vermelhos, lagostim, penas de algumas aves, e é
solavel em lipideos. E um corante aprovado, usado em peixes e

alimentos de origem animal;
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Prodigiosina - Muitas cepas de Serratia marcescens, produzem um
biopigmento vermelho, que mostra atividade antibacteriana,
antimalarica, antibiética e antineoplasica. Tem sido aplicado com
sucesso como agentes corantes em iogurte, leite e bebidas
carbonatadas;

Ficocianina - € um biopigmento azul produzido pela clorofila A contendo
cianobactérias. Aphanizomenon flos-aquae e Spirulina produzem
ficocianina que esta sendo usada na industria de alimentos e bebidas
como o agente corante natural 'Lina Blue' e € encontrada em doces e
sorvetes;

Violaceina - Chromobacterium violaceum € um dos produtores mais
proeminentes deste biopigmento violeta; outras espécies bacterianas
também produzem o biopigmento e a maioria tem uma tonalidade roxa.
Ele exibe propriedades antifungicas, antibidticas, antitumorais e
antibacterianas. A violaceina tem demonstrado uso potencial nas
industrias alimenticia, cosmética e téxtil;

Riboflavina - Vitamina B2 soluvel em agua, € um biopigmento de cor
amarela e produzida por varios microrganismos. E usado em itens
diarios, cereais matinais, alimentos para bebés, molhos, sucos de frutas
e bebidas energéticas;

Beta-caroteno - Um biopigmento organico de cor vermelho-laranja,
extraido principalmente das algas ricas em beta-caroteno, Dunaliella
salina. A producgao de B-caroteno pela fermentacao de Blakeslea trispora
produz um biopigmento equivalente aos biopigmentos produzidos por
um processo quimico e é um corante aceitavel. Ele é usado em uma
variedade de itens alimentares que variam de cor vermelha a amarela;
Melanina - as melaninas sao biopigmentos naturais presentes em
animais, plantas e em muitos microrganismos. Eles sdao amplamente
utilizados em 6culos, cosméticos, itens alimenticios, cremes de protegcao
solar, produtos farmacéuticos e alimentos;

Licopeno - amplamente presente e consumido no tomate, um
biopigmento vermelho brilhante que consiste em carotendide. Ele foi
isolado de microrganismos como Fusarium, Sporotrichioides e Blakeslea

trispora e tem o potencial de atenuar doengas persistentes, como alguns
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tipos de cancer e doencas coronarias. E utilizado na coloracéo de carnes

em paises como EUA, Australia e Nova Zelandia.

3.4.1 Bactérias Produtoras de Biopigmentos

Existem diversos biopigmentos bacterianos estudados na literatura, mas
devido a suas atividades antimicrobianas e eventual toxicas, ainda ndo foram
incorporados totalmente no mercado. No entanto, eles podem ser usados para evitar
a proliferacao de fungos na superficie de produtos de carne ou usos nao alimentares,
como aplicagdo em tingimento de téxteis. As prodigiosinas sdao uma classe de
biopigmentos antibidticos produzidos por diversos microrganismos, como Serratia
marcescens e Hahella chejuensis (WILLIAMSON et al., 2006 apud CARVALHO et al.,
2013; GULANI et al., 2012) com envolvimento potencial na redugéo da proliferagdo de
algas (KWON et al., 2010 apud CARVALHO et al., 2013).

Também pode-se destacar o biopigmento fenazina azul piocianina, produzido
por Pseudomonas aeruginosa. A piocianina é um metabdlito altamente reativo que,
sendo téxico para células de mamiferos, ndo pode ser usado em alimentos; no
entanto, é possivel estabiliza-lo permitindo seu uso como biopigmento téxtil.
Paracoccus carotinifaciens € uma bactéria que acumula uma mistura de carotendides
(CARVALHO et al., 2013).

A violaceina € um biopigmento violeta (Figura 11) natural produzido por varias
bactérias Gram-negativas, como Chromobacterium violaceum e Janthinobacterium
lividum. Ela possui uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo: antibacteriano,
antiviral, anti-inflamatoério, antitumoral, antileucémico, assim como antifungico,
antiparasitario, antiprotozoario, antioxidante e antiulcerogénico. Essa ampla gama de
atividades bioldgicas tem despertado interesse em entender seu mecanismo de agéo
com o objetivo de encontrar uma aplicacdo potencial como agente terapéutico
(VENEGAS et al., 2019).
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Figura 11 — Extrato de violaceina em microtubo.

Fonte: Disponivel em: <https://clara-davis.com/albums/bacteria-dyes/> Acesso em: 15 Jun 2020.

Segundo Venegas et al., (2019) este metabdlito secundario € um alcaldide
formado por trés unidades estruturais, conforme mostra a Figura 12: um 5-hidroxindol,

um oxindol e um 2-pirrolidona.

Figura 12 — Estrutura molecular da violaceina.

OH

Fonte: VENEGAS et al. (2019).
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3.4.1.1 Janthinobacterium lividum e a produgao de violaceina

A J. lividum (Figura 13) é uma bactéria aerdbica, em forma de bastonete, gram-
negativa, mével e comumente isolada do solo e da agua de regides frias, como
montanhas ou geleiras. E uma bactéria heterotréfica com uma faixa de temperatura
de crescimento entre 4 e 30°C, com um crescimento ideal em torno de 25°C. Apds
varios dias de cultivo em meio nutriente sélido, a maioria das cepas formam colbnias

de ‘borracha’ de cor violeta devido a produgao de violaceina (VALDES et al., 2015).

Figura 13 — J.lividum cultivada em placa de petri com meio TGY por 48h em 25 °C.

Fonte: O autor (2020).

Recentemente, o esbogo da sequéncia do genoma de duas linhagens de J.
lividum foi publicado, revelando a biossintese e regulacdo da producao de violaceina
(WU etal., 2017 apud KANELLI et al., 2018). Dependendo da cepa, do meio de cultura
e das condi¢des de crescimento, uma alternativa diferente é seguida para a produgéo
de violaceina. A produgdo desse biopigmento violeta em microrganismos
possivelmente representa uma resposta a questdes ambientais, e contribui para a
defesa do microrganismo contra perigos externos (PANTANELLA et al., 2007 apud
KANELLI et al., 2018).

De acordo com Menck (2001), Reilly e Pyne foram os primeiros a estudar
detalhadamente a estrutura quimica da violaceina, em 1927. Segundo o autor:

Ballantine e colaboradores deduziram, em 1958, através de estudos de
degradacéo e sintese, a estrutura correta dela. Estes pesquisadores também
propuseram corretamente a estrutura do biopigmento produzido em menor
proporgao: a deoxiviolaceina. A Unica diferenga entre essa Ultima e a
violaceina é que a deoxiviolaceina n&o possui o grupo hidroxila. Os dados
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obtidos por Ballantine e seus colaboradores foram confirmados,
posteriormente, por espectroscopia por Laatsch e Thomson, em 1984
(DURAN; MENCK, 2001; RETTORI, 1996).

A sintese de violaceina é induzida por lactonas acetiladas N-homoserinas, que
sdo descritas como reguladores genéticos em varias bactérias Gram (-), por meio de
quéorum sensing. A produgao de violaceina € induzida especificamente pela N-
hexanoil-homoserinalactona. (BLOSSER, 2000; CHERNIN et al., 1998). A violaceina
€ um biopigmento com origem no metabalito secundario que pode ser utilizada para a
aplicacao no tingimento téxtil (BROMBERG; DURAN, 2001).

Sobre a biossintese de violaceina de forma detalhada (Figura 14), Park et al.,
(2021) destaca que:

A sintese de violaceina dependente de Vio-operon pode resultar na sintese de
varios metabdlitos dependendo das vias de reagéo. A primeira enzima do vio-
operon € a VioA, que catalisa a oxidagdo do L-triptofano em imina do acido
indol-3-pirtvico (IPA) pela redugao do cofator FAD. O IPA é ainda convertido
em um dimero de imina de IPA (composto X) por VioB (2-imino-3-(indol-3-
il)propanoato dimerase). O composto X é transformado espontaneamente em
acido cromopirrélico (CPA) ou convertido em acido protodesoxiviolacénico
(PVA) por VioE. O PVA é submetido a trés vias opcionais dependendo da agao
das enzimas. VioC e a oxidacdo espontanea do PVA levam a geracdo de
desoxiviolaceina via &cido desoxiviolaceina. Subsequentemente, o PVA é
ainda convertido em violaceina por VioD, VioC ou reagdes de oxidagao
espontdnea ou a oxidagao espontinea do PVA resulta na formagdo de
prodesoxiviolaceina (PDV). As estruturas cristalinas de VioD e VioE foram
resolvidas recentemente. As informagbes sobre os principais residuos foram
reveladas por meio de estudos de mutagdo em VioE, que é a enzima mais
critica na sintese de violaceina. Uma vez que ovio-operon € induzido por
moléculas quorum-sensing de acil-homoserina lactona (AHL) em células
produtoras de violaceina, vérios estudos de regulagdo do gene vio
identificaram fatores-chave que poderiam aumentar a produgao de violaceina
em hospedeiros do tipo selvagem e heterogénicos (PARK et al., 2021, p.02).

Como o L-triptofano é o precursor primario na sintese de violaceina, um maior
fluxo da fonte de carbono para L-triptofano leva a uma maior producéo de violaceina,
e organismos hospedeiros projetados para produzir quantidades excessivas de L-
triptofano sao utilizados para a produgao de violaceina. A engenharia metabdlica,
como bloquear a via de passagem e controlar a regulagao da transcricdo para obter
maior fluxo para L-triptofano, também foi tentada. Além disso, varios estudos que
tentam explorar as atividades fisioldgicas/bioldgicas da violaceina nas areas de téxteis
e polimeros de engenharia tém sido relatados (PARK et al., 2021).
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Figura 14 — Via de biossintese da violaceina em microrganismos.
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O desenvolvimento de téxteis durante o processo de criagdo de uma colegao é
ignorado pela maioria dos designers, que costumam se preocupar apenas com a
escolha da matéria-prima que ja disponivel no mercado. “No entanto, avaliar esse
processo pelo viés do biodesign pode levar a uma nova forma de pensar a produgao
de tecidos”. (ABREU, 2015, p.45)

Os biopigmentos podem ser aplicados no tingimento téxtil, que pode ser feito
em qualquer estagio da fabricacdo de fibra, fio, tecido ou um produto téxtil acabado
(KHAN e ISLAM, 2015 apud GURSES, 2019). A qualidade da solidez da cor depende
de dois fatores, como a sele¢cado do corante adequado de acordo com o material téxtil
a ser tingido e o método de tingimento (DABERAO et al., 2016 apud GURSES, 2019).

Sobre um processo de tingimento sustentavel o autor define que:

Durante o tingimento, a fixagdo do corante, a propor¢ao da quantidade de agua
e a necessidade de aquecimento sao criticos durante esse processo. Um ideal
de sustentabilidade seria usar um corante que requeresse menor quantidade
de agua, alta fixagdo, diminuindo a quantidade de quimicos auxiliares no
processo de tingimento e a auséncia de aquecimento, minimizando a energia
gasta no processo (ABREU, 2015, p.45).

Por essas e outras razdes, o estudo integrado da biotecnologia e a industria
téxti com foco em inovacdo, pode fomentar alternativas viaveis para o
desenvolvimento de matérias-primas que se beneficiam das propriedades da natureza
como o tingimento da seda com biopigmento bacteriano. Dessa forma, pode-se
contribuir para o desenvolvimento de roupas que criem vinculo e instiguem o usuario

a refletir sobre as novas relagdes entre a moda e o homem.

3.4.1.2 Aplicagbes biotecnoldgicas da violaceina

De acordo com Park et al. (2021), a violaceina € um biopigmento com fungao
antibidtica tipica que pode exercer efeitos citotoxicos contra o hospedeiro produtor.
Para garantir um alto nivel de produtividade, uma estratégia de melhoria na via
biossintética pode ser implementada. Assim, estudos sobre a introducdo de um
sistema transportador de membrana ou a introdugdo de um mecanismo de resisténcia
em um hospedeiro de produgédo sdo necessarios. Como a violaceina esta localizada
na membrana celular de C. violaceum para proteger contra o estresse oxidativo, a

introdugdo de um sistema de transporte em células nativas ou sistemas heterdlogos
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na membrana do hospedeiro ajudaria a diminuir a toxicidade da célula hospedeira e
aumentar a producgao de violaceina. Curiosamente, o uso combinado de violaceina
com antibiéticos comerciais € eficaz. A violaceina atua em sinergia com os antibioticos
comerciais e pode ser usada como medicamento em combinagdo com outros agentes

antimicrobianos.

As patentes internacionais relacionadas a violaceina depositadas nos Estados
Unidos e na Europa concentraram-se principalmente na identificacdo e
desenvolvimento de cepas produtoras de violaceina, construgdo de cepas
recombinantes para produgdo em massa e desenho de processos. Recentemente, o
uso da violaceina como biopolimero bioldgico e funcional tem aumentado. Além disso,
as aplicacbes médicas, como o tratamento direcionado de doencas e infecgdes
inflamatdrias da pele e intestinais e a aplicacao de biossensores a base de violaceina,
sado de interesse significativo (PARK et al., 2021). No Quadro 3, pode-se observar

algumas aplicagdes praticas de uso.

Quadro 3 — Aplicacao de violaceina para uso final biologicamente assistido.

Fonte Uso
Chromobacterium Dissolver a violaceina em meio aquoso micelar
violaceum usando liquidos ibnicos tensoativos
Chromobacterium ~ i
, Processos regulados por detec¢do de quérum
violaceum
Chromobacterium Nanoparticulas de violaceina de acido .-
violaceum ascorbico antitumoral-PLGA
Chromobacterium Nanoparticulas antitumorais de PLGA-
violaceum violaceina
Chromobacterium Liberagao controlada de microesferas de
violaceum violaceina
Chromobacterium . . . s,
, Atividade antibacteriana sinérgica
violaceum

Compésitos de seda funcionais com violaceina

Violaceina comercial - L :
para atividades antimicrobianas

Janthinobacterium Tecido funcional para atividades
lividum antimicrobianas e antifungicas

Cromoforo resistente ao fotobranqueamento
para imagem bacteriana optoacustica e
atividade antitumoral

Escherichia coli Top10
pVIO1-2

Fonte: Adaptado de PARK et al (2021, p.18).
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3.4.2 Processos Fermentativos para a Produgao de Biopigmentos

A produgao de biopigmentos a partir de microrganismos é independente das
condigdes climaticas. Alternativas de fonte de biopigmentos incluem plantas que sao
altamente influenciadas pelas condi¢gdes climaticas, enquanto o crescimento
microbiano pode ser convenientemente controlado pela regulacédo das condigdes
fisiologicas e nutritivas. A produgdo de biopigmentos de fontes microbianas é,
portanto, vantajosa em relagdo aos biopigmentos a base de plantas (VENIL e
LAKSHMANAPERUMALSAMY, 2009 apud SHARMA, 2018).

Sanchez (2018) afirma que a producgédo fermentativa de biopigmentos € um
objetivo importante da biotecnologia moderna. Por meio da fermentagédo, os
microrganismos que crescem com fontes baratas de carbono e nitrogénio podem
produzir uma ampla gama de produtos valiosos, incluindo biopigmentos de origem
microbiana. O desempenho da fermentacdo - como qualquer outro processo de
fermentacao - é avaliado pelo rendimento do produto, pardmetros de produtividade e
titulo, enquanto normalmente parametros como substrato, utilidades de nutrientes e
custos de processamento a jusante, respectivamente, impulsionam a economia do
processo, e devem ser observados. Um dos principais objetivos da produgao por meio
da rota fermentativa é reduzir o custo dos substratos e melhorar a produtividade. Para
alcangar esses objetivos sdo necessarios a utilizagdo de métodos no planejamento
dos experimentos a fim de efetuar a otimizacado dos parametros pesquisados.

Varios autores tém produzido biopigmentos com origem microbiana. A cepa de
M. purpureus FTC5357 foi utilizada na produgcao de monascurubramina com 6leo de
folna de palmeira como substrato (DAUD et al., 2020). Um procedimento para a
producdo, extracdo e purificacdo de violaceina foi desenvolvido utilizando
Janthinobacterium sp. cepa UV13 em meio TSB (Triptona, digestdo papaica de farinha
de soja, glicose, cloreto de sddio e fosfato dipotassico) e glicose em biorreator de 5 L.
Ap0ds 56 horas os autores obtiveram uma producgéo de 2,92 g/L com absorbancia de
2,56 a 575 nm (ALEM et al., 2020). Um procedimento para a produgéo de violaceina
foi desenvolvido utilizando Janthinobacterium lividum 1522 em meio NB com adicao
de ampicilina e Glicose em biorreator de 2 L. Apés 144h os autores obtiveram uma
producao de 1,80 g/L (KANELLI et al., 2018). A produgao de violaceina por outros

autores esta apresentada na Tabela 2.
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Tabela 2 — Analise demonstrativa da produgao de violaceina utilizando diferentes
componentes como substrato no meio de cultura.

CEPA MEIO DE CULTURA VIOIzQ”C_I)EINA REFERENCIA

C. violaceum ~ . :

MTCC2656 Graos de soja 1,504 Gohil et al. (2021)

lodobacter sp. TSA + Triptofano 0,108 Atalah et al. (2019)
7TMANt ! '

C. violaceum . e Aruldass et al.
UTM5 Residuos de abacaxi liquido 0,367 (2015)

C. violaceum Bagacgo da cana-de-agucar 0,820 Ahmad et al. (2012)

Fonte: Adaptado de GOHIL et al. (2021).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL BIOLOGICO

O microrganismo utilizado para obtencdo da violaceina foi a bactéria
Janthinobacterium lividum NRRL B-4320 equivalente a estirpe ATCC 12473™,
fornecida pela ARS Culture Collection/NRRL (lllinois, Estados Unidos da América).
Esta estirpe foi isolada de amostras de agua do rio lllinois, Peoria-USA. A bactéria foi
cultivada em meio TGY solido complexo contendo 0,5% de triptona; 0,5% de extrato
de levedura; 0,1% de K2HPOs4; 0,1% de glicose; 1,5% agar. A cultura foi preservada
sob refrigeragdo em microtubos com solugéo salina 0,85% (4 °C) e em solugéo de
glicerol 20% v/v (-20 °C).

4.2 ETAPA DE PREPARACAO DO PRE-INOCULO

Antes do preparo do pré-indculo, 5 algadas contendo colbnias de J. lividum
foram retiradas do microtubo e riscadas por esgotamento em placas de Petri contendo
meio TGY solido (conforme descrito no item 4.1) e incubadas por 24h em 25 °C. Apds
esse periodo, 5 alcadas contendo coldnias de J. lividum foram retiradas da placa de
Petri e inseridas em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de meio de cultura
liquido TGY (0,5% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 0,1% de K2HPOs4; 0,1%
de glicose) e, em seguida, a cultura foi homogeneizada utilizando a alga de inoculagao
para desprender e homogeneizar as colénias no meio de cultura. O crescimento
ocorreu sob agitagado de 150 rpm em um agitador orbital (Forma Scientific) por 24h em

temperatura de 25 °C. A cultura obtida apds este periodo foi usada para inoculagao.
4.3 ETAPA DE PREPARACAO DOS RESIDUOS

Para utilizac&o dos residuos de extrato de soja, extrato de cevada e extrato de
casca de aveia como componentes no meio de cultivo, os residuos foram secos em
estufa com circulagéo de ar forgada e, em seguida, foram moidas em moinho industrial
para que as particulas sejam quebradas em tamanhos menores. A farinha obtida foi
peneirada em peneira com abertura mesh 60 (250 mm) para obtengao do pd. Este po

foi usado como componente do meio de cultivo.
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4.4 ETAPA DE SELEGAO DE VARIAVEIS E OTIMIZACAO DO MEIO DE CULTURA

O meio liquido de cultivo para producao de biopigmento em fermentacgao
submersa passou pela etapa de selecdo de variaveis onde continha residuos
agroindustriais, matérias-primas de baixo custo, aminoacidos precursores
biossintéticos, e outras fontes de carbono e nitrogénio, sendo eles: residuo de extrato
de cevada (0,5 - 2 g/L); levedura de cerveja (1 - 4 g/L); residuo de farelo de aveia (01
-4 g/L); sacarose (1 -4 g/L); amido soluvel (1 - 4 g/L); residuo de farelo de soja (0,5 -
2 g/L); soro de leite em po (1 - 4 g/L); triptona (1 - 4 g/L); extrato de levedura (1 - 4
g/L); glicose (0,5 - 2 g/L); residuo de extrato de malte (0,5 - 2 g/L); glicerol (0,5 - 2 g/L);
L-triptofano (0,2 — 0,8 g/L); whey protein (0,5 - 2 g/L); K2HPO4 (2 - 8 g/L).

Com os 15 fatores citados, foi realizado um experimento considerando o
delineamento Plackett Burman com 16 ensaios e 3 repeticdes no ponto central, para
selecionar os fatores que apresentaram efeito significativo para a produgao. Os niveis
dos fatores utilizados sao apresentados na Tabela 3, assim como a unidade e a

codificacado para a analise estatistica.

Os frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura ficaram
incubados no periodo entre 48h e 72h sob agitagcao de 200 rpom em um agitador orbital
(Forma Scientific) por 24h em temperatura de 25 °C. A producao do biopigmento foi
analisada em um espectrofotdmetro (Spectrum SP 2000-UV) a 575 nm (KOTHARI et

al., 2017). Os dados coletados foram analisados no software R (R Core Team, 2021).

Tabela 3 — Fatores determinantes para as condigdes de cultivo (continua).

Codificagao

Variavel Sigla Unidade A 0 +1
1 Triptona TRI g/L 1 2,5 4
2  Extrato de Levedura ELV g/L 1 2,5 4
3 Glicose GLC g/L 0,5 1,25 2
4  K:HPO, KHP g/L 2 5 8
5 Gilicerol GLY g/L 0,5 1,25 2
6 Residuo de Extrato de Malte EMT g/L 0,5 1,25 2
7  Sacarose SAC g/L 1 2,5 4
8 Residuo de Farelo de Aveia FLA g/L 1 2,5 4
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Tabela 3 — Fatores determinantes para as condi¢des de cultivo (conclusio).

Codificagao

Variavel Sigla Unidade -1 0 +1
9  L-Triptofano TRF g/L 0,2 0,5 0,8
10 Levedura de Cerveja LvVC g/L 0,5 1,25 2
11 Residuo de Farelo de Soja ESJ g/L 0,5 1,25 2
12 Residuo de Extrato de Cevada ECV g/L 0,5 1,25 2
13  Whey Protein WHP g/L 0,5 1,25 2
14 Soro de Leite em P6 SOL g/L 1 2,5 4
15 Amido Soluvel AMD g/L 1 2,5 4

Fonte: O autor (2020).

4.4.1 Otimizagao da Producgao de Violaceina por Janthinobacterium lividum

A produgao de violaceina foi avaliada em meio de cultura liquido TGY sob
diferentes condigdes nutricionais e de crescimento. Para isso, a bactéria foi cultivada
em 100 mL do meio TGY (0,5% de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 0,1% de
K2HPO4; 0,1% de glicose), por 24-48h a 25-30 °C sob agitagdo de 150-200 rpm. A
densidade otica (DO) foi avaliada por espectrofotometria a 600 nm, e a densidade
celular da pré-cultura foi ajustada para 1.0. A pré-cultura foi inoculada em frascos

Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio TGY.

As bactérias foram cultivadas em frascos Erlenmeyer de 100 mL com 40 mL de
meio TGY conforme estabelecido no delineamento, utilizando como condi¢cbes gerais
em todos os tratamentos o pH 7.0 e a concentragdo do pré-indculo de 5%. As
condicdes de crescimento e a formulagcdo do meio de cultivo de cada tratamento foram
estabelecidas e o tratamento controle realizado em meio TGY, com trés repeti¢des.
Amostras da cultura foram coletadas durante o periodo de crescimento e utilizadas
para determinacdo da densidade éptica a 600 nm, biomassa, pH e concentracéo de
violaceina.

Os fatores significativos para a producédo de biopigmentos foram avaliados
posteriormente para identificar os niveis 6timos destes fatores e a interacao entre
eles. NoprogramaR (R Core Team, 2021), a matriz do delineamento Plackett Burman
foi elaborada, utilizando o pacote FrF2 (GROEMPING, 2014), e os resultados

analisados, utilizando o pacote rsm (LENTH, 2009).
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4.5 PRODUGAO DE VIOLACEINA POR J. lividum

Frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura (1 a 4 g/L
de triptona; 1 a 4 g/L de extrato de levedura; 2 a 8 g/L de fosfato dipotassico; 0,2 a 0,8
g/L de L-triptofano; 0,5 a 2 g/L de farelo de soja; 0,5 a 2 g/L de extrato de cevada e
0,5 a 2 g/L de whey protein), foram inoculados com 1% (v/v) de células bacterianas
de J. lividum NRRL B-4320 retiradas dos frascos Erlenmeyer de pré-inéculo,
preparado como descrito anteriormente. As culturas foram incubadas em um agitador
orbital (Forma Scientific), nas condi¢des descritas acima. Para aumentar a produgao
de biopigmento, os frascos Erlenmeyer foram cultivados no meio de cultura com pH
corrigido entre 5 a 9, sendo o pH 6timo de 7,0 a 8,0, e a temperatura 6tima entre 20 e
25 °C. A agitacdo da cultura foi mantida entre 100 a 200 rpm. A cultura foi incubada
por um periodo de 24h a 72h. A cultura assim obtida foi utilizada na extragdo e

quantificacdo do biopigmento.
4.5.1 Etapa De Extracao De Violaceina

Para extrair o biopigmento, 1 mL de cultura foi transferido do frasco Erlenmeyer
e inserido em tubo Falcon de 15 mL. Foram inseridos de 2 a 10 mL de alcool etilico
96% e o extrato foi homogeneizada e, em seguida, foi sonicada (temperatura de 80 a
120 °C; frequéncia de 10 a 37 kHz; poténcia de 100 a 200 W) em um Sonicador
(Elmasonic P) por 10 a 30min. Em seguida, a cultura foi homogeneizada por 5min a
10min em um agitador vértex (Marconi MA 162/1) para liberar o biopigmento celular
na solugao de extracdo. Apos estes procedimentos, o extrato obtido foi centrifugado
(8.000 e 10.000 xg; 5 a 10min; 15 a 25 °C) em uma ultracentrifuga (Megafuge 8R,
Thermo Scientific). Apds centrifugacdo, o sobrenadante contendo o biopigmento na
cor violeta foi coletado e as células de tons branco-acinzentados foram sedimentadas

no fundo do tubo.
4.5.2 Etapa De Quantificagéo De Violaceina

A concentragao do biopigmento foi determinada por espectrofotometria em um
espectrofotdmetro (Spectrum SP 2000-UV) de acordo com o padrdo 575 nm (€575 =
2,97+0,09x1072 ml/ug por cm) de acordo com Rettori (2000). Para leitura da
absorbancia, o extrato contendo o biopigmento extraido foi diluido e homogeneizado
com 2 mL de agua destilada.
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4.5.3 Etapa De Secagem da Violaceina

Apds o processo fermentativo em frasco Erlenmeyer e quantificagdo da
violaceina, o biopigmento foi seco em processo de liofilizagdo no Laboratorio de
Analise de Materiais e Moléculas (LAMM/UEL) pela Técnica de Laboratério Cristina
Aparecida Lopes. As amostras foram liofilizadas em tubos falcon de 50 mL, reunidas

(10 tubos x 50 mL) e pesadas.
4.6 TINGIMENTO DO TECIDO DE SEDA

Amostras de tecido (5 cm x 5 cm) de composi¢cao 100% seda foram concedidas
por fornecedores comerciais. Estas foram lavadas em agua destilada com 1% de
sabao neutro por 1h a 70 °C para remover a sujeira e residuos de graxa e 6leo e, em
seguida, foram lavadas em agua corrente. Apos esse procedimento, o tecido foi
tratado com 1 g de alumen (Quimidrol® - FT-120/CAS N°: 7784-24-9) dissolvido em
cerca de 7,5 mL de agua e em 0,3 mL de agua fervente, em 2,5 mL de glicerina por

45min a 70 °C. Posteriormente foi lavado com agua corrente e deixado secar.
4.6.1 Métodos de Tingimento do Tecido de Seda

Para estabelecimento das condi¢gdes mais apropriadas ao tingimento da seda
foram testadas trés abordagens de tingimento distintas: (1) tingimento com o
biopigmento extraido; (2) tingimento apds cultivo; (3) tingimento em co-cultivo. As
amostras de tecido foram cortadas em pedagos de 5 cm x 5 cm e pesadas para

utilizagao no tingimento.

No método 1, o extrato de violaceina foi dissolvido em etanol. As amostras de
tecido (1 g) foram imersas em 20 mL de solugdo aquosa contendo extrato de
violaceina. As concentragdes de biopigmento e o tempo de tingimento foram testados
para estabelecer as condicdes mais eficientes no processo, sendo elas 30min, 1h e
1h30min. Apéds o tingimento, o tecido foi lavado com Triton X-100 a 0,4% por 1h a 80

°C e, finalmente, com agua destilada e seco em temperatura ambiente a sombra.

No método 2, a cultura de células (20 mL) foi fervida por 10min para liberacao
do biopigmento e, em seguida, amostras de tecido (1 g) foram imersas e submetidas

por mais 20min a fervura. Apds o tingimento, o tecido foi autoclavado e lavado com
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Triton X-100 a 0,4% por 1 h a 80 °C e, finalmente, com agua destilada. A secagem foi

em temperatura ambiente a sombra.

No método 3, amostras de tecido (1 g) foram esterilizadas em autoclave,
adicionadas aos frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 20 mL de meio inoculado
com J. lividum. As condi¢des de cultivo foram as mesmas descritas no item 4.5 acima.
Apods incubacdo, as amostras de tecido tingido foram autoclavadas e lavadas com
Triton X-100 a 0,4% por 1h a 80 °C e, finalmente, com agua destilada e secas a

sombra.
4.6.2 Fixagao do Biopigmento Pos-Tingimento

Ap0s o tingimento, para fixagao da cor e resisténcia a luz, os pedacgos de tecido
de seda foram imersos em uma solugéo saturada de tioureia a 1% ~ (1: 300) por cerca
de 3min a temperatura ambiente, escorridos e lavados com agua morna (deionizada

a 40 °C) por 2min e secos a sombra.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SELEGAO E OTIMIZACAO DAS VARIAVEIS DE PRODUCAO DE VIOLACEINA

O estudo mostra a potencialidade do farelo de soja com suplementagdo com L-
triptofano como um possivel substituto para meios de crescimento complexos

comerciais para a produgao de violaceina por J. lividum.

Em seguida, foi realizado o experimento denominado de Bloco 1 com 19
ensaios englobando os 15 fatores analisados, sendo trés deles com as mesmas
quantidades médias (1, 10 e 19), denominados pontos centrais. Os resultados do

experimento estdo indicados na Tabela 4 a sequir:

Tabela 4 — Resultados do experimento de otimizagao com 15 fatores em 48h.

Ensaio Violaceina (575 nm) DO (750 nm)
Bloco 1 Bloco 2 Bloco 1 Bloco 2
1 5,03 6,79 3,360 4,230
2 2,32 3,55 3,951 5,208
3 1,91 3,03 1,422 1,698
4 3,67 3,70 2,448 3,135
5 5,45 N/A 3,318 N/A
6 5,44 6,55 4,197 3,825
7 2,26 2,54 3,708 4,704
8 2,97 4,32 3,024 4,161
9 2,92 3,73 2,733 3,570
10 4,13 6,92 2,727 4,200
1 2,11 5,84 2,994 4,326
12 2,09 3,23 2,565 3,585
13 2,95 4,61 3,480 4,914
14 8,15 8,38 2,490 3,675
15 5,70 6,06 2,085 1,581
16 3,60 4,60 3,099 4,350
17 3,87 3,81 3,120 4,404
18 5,95 6,79 2,928 4,566
19 4,66 7,21 2,406 4,197

Fonte: O autor (2020).

Conforme apresentado na Tabela 4, a DO foi alterada para 750 nm devido a
influéncia da cor do biopigmento na leitura do experimento. O frasco 14 apresentou a
maior producgéo de violaceina indicando uma absorbancia de 8,15. Uma repeticdo do

mesmo experimento para confirmagdo dos dados foi realizada com os mesmos
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parametros, denominado Bloco 2. Apds os experimentos, foi confirmado que o ensaio
14 manteve a maior produgao de biopigmento com uma absorbéancia de 8,38. O ensaio
5 foi danificado durante o experimento e, portanto, esta definido como observacao
faltante. Na Tabela 5 sdo apresentadas as estimativas dos parametros do modelo
completo, considerando todos os fatores, e o teste t, indicando os fatores
significativos. Para a sele¢cao dos fatores foi utilizado o critério de informagao de
Akaike (AKAIKE, 1981).

Tabela 5 — Estimativa dos parametros do modelo selecionado para a variavel resposta
para producao de violaceina por J. lividum utilizando os 15 fatores.

Fatores Estimado Erro padrao Valor-t Valor-p
Intercepto 3.956842 0.225466 17.5496 1.289e-13*
TRI? -0.242880 0.179315 -1.3545 0.190686
ELV® -0.658370 0.179315 -3.6716 0.001514*
GLC® 0.201495 0.179315 1.1237 0.274451
KHP? -0.433505 0.179315 -2.4176 0.025295*
GLY® -0.177745 0.179315 -0.9912 0.333409
EMT' -0.145380 0.179315 -0.8108 0.427051
SAC? 0.041630 0.179315 -0.2322 0.818771
FLA" -0.012745 0.179315 -0.0711 0.944044
TRF! 1.125870 0.179315 6.2787 3.948e-06*
LvC -0.035870 0.179315 -0.2000 0.843471
ESJX -0.473995 0.179315 -2.6434 0.015590*
ECV! -0.528505 0.179315 -2.9474 0.007964*
WHP™ 0.288370 0.179315 1.6082 0.123470
soL" -0.140870 0.179315 -0.7856 0.441310
AMD®° -0.223995 0.179315 -1.2492 0.226026

* p<0,05. aTriptona. PExtrato de levedura. °Glicose. ¢K2HPO4. ¢Glicerol. 'Residuo de extrato de malte.
9Sacarose. "Residuo de farelo de aveia. iL-Triptofano. iLevedura de cerveja. kResiduo de farelo de soja.

'Residuo de extrato de cevada. ™"Whey protein. "Soro de leite em pd. °Amido soluvel.

Fonte: O autor (2021).

Os fatores que apresentaram efeito significativo (p-valor < 0,05) foram o ELV,
KHP, TRF, ESJ e ECV, sendo eles extrato de levedura, K2HPO4, L-triptofano, residuo
de farelo de soja, residuo de extrato de cevada respectivamente conforme mostra a
Tabela 6. Os fatores TRI e WHP, sendo triptona e whey protein, também foram
selecionados utilizando o critério de informacao de Akaike (AKAIKE, 1981). Os niveis,
de cada um dos fatores, utilizados no novo experimento estao apresentados na Tabela
6.
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Tabela 6 — 7 fatores escolhidos para o processo de otimizagéao.

Codificacao
Variavel Sigla Unidade

-1 0 +1
Triptona TRI g/L 1 2,5 4
Extrato de Levedura ELV g/L 1 2,5
KoHPO4 KHP g/L 2 5
L-Triptofano TRF g/L 0,2 0,5 0,8
Residuo de Farelo de Soja ESJ g/L 0,5 1,25
Residuo de Extrato de Cevada ECV g/L 0,5 1,25
Whey Protein WHP g/L 0,5 1,25

Fonte: O autor (2020).

Uma nova matriz do delineamento Plackett Burman com 8 ensaios e 3
repeticdes no ponto central foi realizada e as respostas analisadas em dois blocos

sendo 48h e 72h respectivamente, conforme mostra a Tabela 7.

Tabela 7 — Matriz Plackett Burman com as variaveis estudadas e respectivas
respostas da produgéo de violaceina por J. lividum.

Ensaio TRI? ELV® KHP° TRFY ESJ® ECV' WHP? RESP!

48h 72h
1 2,5 2,5 5 0,5 1,25 125 125 6,56 6,25
2 4 1 8 0,8 2 2 2 8,70 9,00
3 1 1 8 0,2 0,5 2 0,5 295 2,81
4 1 1 2 0,2 2 0,5 2 323 3,44
5 1 4 2 0,8 2 2 0,5 4,88 5,05
6 2,5 2,5 5 0,5 1,25 125 125 580 554
7 4 1 2 0,8 0,5 0,5 0,5 5,75 6,15
8 4 4 8 0,2 2 0,5 0,5 3,28 3,08
9 1 4 8 0,8 0,5 0,5 2 6,00 6,15
10 4 4 2 0,2 0,5 2 2 4,51 4,70
11 2,5 2,5 5 0,5 1,25 125 125 5,73 575

aTriptona. "Extrato de levedura. °K2HPOa. 4L-Triptofano. eResiduo de farelo de soja. ‘Residuo de extrato

de cevada. 9Whey protein. "Resposta em DO 575nm.

Fonte: O autor (2020).
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Os resultados mostram que o ensaio 2 apresenta a maior absorbancia em 48h
e 72h. A produgao do biopigmento violaceina no ensaio 2 possui resultado parecido
com o ensaio 14 apresentado na Tabela 4, sendo 8,70 A e 8,38 A respectivamente. O
Erlenmeyer controle de 250 mL (meio TGY) apresentou uma absorbancia de 3,18. Ha
um aumento consideravel de aproximadamente 2,7x na produgédo de biopigmento
utilizando os residuos agroindustriais no processo otimizado. A relagao entre o valor
de DO difere-se do valor da producdo de violaceina conforme apresentado nas
imagens do Anexo 1.

Analisando a producdo de biopigmento nas condigbes estabelecidas neste
processo, a maior producao foi observada nas condigdes de cultivo presentes no
ensaio 2 com uma absorbancia de 9,00 em 72h (Figura 15). O frasco Erlenmeyer
controle de 250 mL contendo 50 mL do meio TGY, teve uma absorbancia de 3,86, ou

seja, um aumento de cerca de 2,4x.

Figura 15 — Acumulo de biomassa e produg&o de violaceina por Janthinobacterium
lividum em 72h.

5.000

4.000

3.000

2.000

1.000

® Violaceina (575 nm) = Densidade Celular (DO 750 nm)

Fonte: O autor (2022).
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Tabela 8 — Estimativa dos parametros do modelo selecionado para a variavel resposta
para producado de violaceina por J. lividum utilizando os 7 fatores em 72h.

Fatores Estimado Erro padrao Valor-t Valor-p
Intercepto 6.108239 0.298052 20.4939 0.000254 ***

TRI? 0.685000 0.211394 3.2404 0.047836 *
ELV® -0.302500 0.211394 -1.4310 0.247821
KHP® 0.212500 0.211394 1.0052 0.388844
TRF¢ 1.540000 0.211394 7.2850 0.005339 **
ESJ® 0.026746 0.094795 0.2821 0.796176
ECVf -0.098654 0.094795 -1.0407 0.374511
WHP? -0.317787 0.094795 -3.3524 0.043982 *

* p<0,05. aTriptona. PExtrato de levedura. °(K2HPOa. 9L-Triptofano. *Residuo de farelo de soja. 'Residuo

de extrato de cevada. 9Whey protein.

Fonte: O autor (2022).

As condi¢cdes de crescimento e producado de biopigmento estabelecidas no
ensaio 2, nas mesmas concentragdes do ensaio de 48h, possibilitaram o melhor
crescimento, estimado pela densidade celular e a maior produgéo de biopigmento. A
composicao do meio de cultivo e a quantidade destes componentes foram
determinantes para a maior producdo observada no ensaio 2. Conforme mostra a

Tabela 8, os fatores mais significativos foram a triptona, triptofano e whey protein.
5.2 OBTENCAO DO BIOPIGMENTO SECO

Apos o processo de liofilizacdo da cultura desta pesquisa alcangou uma
estimativa de 9,88 g/L de extrato de violaceina com um desvio padrdo de 0,68 g/L. A
suplementagao estratégica de L-triptofano ao meio mostrou excelente competéncia
na produgao de violaceina. Juntamente com o extrato de levedura que € conhecido
por auxiliar no aumento da massa celular, contribuiu-se para a elevacao da violaceina
neste estudo (DEMOSS e HAPPEL, 1959 apud MENDES et al., 2001). No entanto,
uma faceta incontestavel do uso de meios de crescimento comercial é seu custo
elevado no mercado. O meio LB, utilizado por alguns autores para o crescimento de
J. lividum, é vendido a US$ 182/kg (caldo LB Miller, Merck). Em oposig¢éo a isso, o
farelo de soja é vendido a um preco muito barato de aproximadamente US$
360/tonelada métrica (farelo de soja, Market Insider). Embora se possa escolher uma
perspectiva diferente considerando o custo do L-triptofano (US$ 707/kg) (L-triptofano,
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Merck), é importante ter em mente que a concentragao de L-triptofano adicionado
como suplemento € de apenas 100 mg/L, que deve resolver qualquer duvida sobre a

acessibilidade do meio com os residuos agroindustriais.

A produgéo de violaceina foi relatada utilizando meios comerciais ou residuos
agroindustriais (Tabela 9). Alem et al. (2020) teve uma produgao de violaceina de 2,92
g/L de violaceina a partir de Janthinobacterium sp. cepa UV13. Atalah et al. (2019)
utilizaram a cepa de lodobacter sp. 7TMAnt e obteve 0,108 g/L. Usando residuos
liquidos de abacaxi a 10% v/v, Aruldass et al. (2015) obtiveram 0,285 g/L de violaceina
bruta de C. violaceum UTM5. Este rendimento foi ainda aumentado até 0,367 g/L por
suplementacao de 0,150 mg/L de L-triptofano. Da mesma forma, Ahmad et al. (2012)
analisaram diversos residuos agricolas e produziram 0,820 mg/L de violaceina bruta
usando 3% (p/v) de bagago de cana-de-agucar com 100 ppm de L-triptofano. A
otimizacdo dos parametros de fermentacdo do presente trabalho demonstrou

claramente um aumento na produgéo de violaceina.
5.3 TESTES DE TINGIMENTO DO TECIDO DE SEDA

Testes de tingimento foram realizados de acordo com a metodologia descrita
anteriormente. Os resultados nos mostram parametros satisfatorios quanto a fixacao
do biopigmento na fibra, resisténcia a lavagem/luz e solidez da cor conforme

apresentados na Figura 16.

Figura 16 — Métodos de tingimento 1, 2 e 3.

(1) PIGMENTO EXTRAIDO (2) CULTURA APOS CULTIVO (3) co-cuLTivo

24h

Fonte: O autor (2020).
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Todos os métodos foram satisfatérios, com diferentes tipos de resultados. No
meétodo 1 teve a alteragdo de cor quando o tecido entrou em contato com o
biopigmento extraido em etanol. No entanto, visualmente ele apresentou uma cor mais

clara e algumas manchas brancas demonstrando o ndo-tingimento de forma uniforme.

O método 2, o mais simplificado entre eles, mostrou o melhor resultado de
tingimento, pois manteve a coloragao original e distribuicao igual no tecido sem a
presenga de manchas em 1h de tingimento. Ele pode ser inserido no setor industrial
sem que sejam necessarias alteragdes significativas nos processos e maquinarios que

sao utilizados hoje.

O método 3 apresentou a fixagdo do biopigmento de acordo com o formato que
as coldnias bacterianas faziam ao crescer no meio de cultura em contato com o tecido.
Inicialmente, esse método nao seria viavel para aplicacido industrial pois teriam que
ser desenvolvidos novos processos de insergdo na industria ou desenvolvimento
colaborativo entre a industria e laboratorios especializados. Além disso, até a
liberagdo do biopigmento na fibra leva em torno de 24h, um tempo de tingimento alto

comparado aos métodos de tingimentos industriais de hoje.
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6 CONCLUSAO

O processo de otimizagao realizado evidencia a producao de 9,88 g/L de
extrato de violaceina mostrando ter qualificacbes promissoras para futuros testes em
escala piloto e uma posterior aplicagdo industrial. A produgdo com o meio de cultura
otimizado mostrou um aumento de aproximadamente 2,7x em relagao ao meio padrao
TGY. Os parametros analisados mostraram que os fatores mais significativos para a

producao foram a triptona, triptofano e whey protein.

Os trés métodos de tingimento testados sdo bem flexiveis, ajustando-se aos
pontos exigidos pelos padrbes industriais passiveis de poucas alteragdes nos
processos utilizados atualmente, como o método 2 que teve a maior eficacia. O
método 1 ndo € recomendado para aplicacdo industrial, com excecao dos casos em
que o produto deva ter as caracteristicas fisicas explicadas nesse método. O método
3 também nao é indicado, pois ainda possui algumas barreiras de adaptagdo ou

coprodugao com outras empresas especializadas na area biotecnologica.

As perspectivas futuras envolvem testes de produgcdo em escala
piloto/industrial utilizando biorreatores para comprovacao prévia se a producgao tera
as mesmas concentragdes obtidas nesse estudo e as analises laboratoriais de
quantificacado, toxicidade e purificagcdo. Contudo, conclui-se que a definicdo de
parametros e otimizagao do processo fermentativo para producéo de violaceina por
Janthinobacterium lividum e a avaliagdo do seu uso no tingimento do tecido de seda

tiveram resultados satisfatorios.
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Adigao de Invengao e entrada na fase nacional do PCT

Nuamero do Processo:

Dados do Depositante (71)

BR 10 2021 014648 6

Depositante 1 de 1

Nome ou Razéo Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagdo Juridica:
Enderego:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE LONDRINA
Pessoa Juridica

78640489000153

Brasileira

Instituicdo de Ensino e Pesquisa

RODOVIA CELSO GARCIA CD, KM 380 S/N CAMPUS
UNIVERSITARIO
Londrina

PR

86055-900
Brasil

(043) 3371 5812
(043) 3371 5812

aintecpi@uel.br

PETICIONAMENTO Esta solicitacao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletronico em 26/07/2021 as
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Dados do Pedido

Natureza Patente:

Titulo da Invengdo ou Modelo de
Utilidade (54):
Resumo:

Figura a publicar:

10 - Patente de Invengao (PI)

Processo de produgao de biopigmento por Janthinobacterium lividum

A presente invengao descreve um processo de producao de
pigmento violaceina por Janthinobacterium lividum em meio de
cultura formulado com residuos agroindustriais, matérias-primas de
baixo custo e aminoacidos precursores biossintéticos. O método
compreende as etapas de manutengo e crescimento do
microrganismo em meio especifico, sob condi¢des definidas de
temperatura, pH e agitagdo. As condigdes otimizadas de cultivo
resultaram na melhoria da produgdo do pigmento, com a maior
producéo foi alcangando uma absorbancia de 9,00 A em 72 horas de
cultivo. A combinagéao de componentes que proporcionou a maior
producao de pigmento (tratamento 2) incluiu altos niveis de triptona,
triptofano, soja, cevada, whey protein e K2ZHPO4 e baixo nivel de
extrato de levedura. O pigmento pode ser extraido da cultura e
utilizado no tingimento de tecidos, fios e fibras ou passar por
processos de secagem para obtengao do pigmento em p6. O
pigmento em pé assim obtido, pode ser aplicado na industria téxtil ou
na fabricagao de produtos de diversos setores produtivos como
;_arr?acéutica, cosmética, tintas, entre outros.
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Dados do Inventor (72)

Inventor 1 de 3

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Endereco:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 2 de 3

Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Inventor 3 de 3

ELISETE PAINS RODRIGUES
07809388797

Brasileira

Professor do ensino superior
Rua Caracas, 377, Apto 403.
Londrina

PR

86050-070

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

AILTON PEREIRA

01141510243

Brasileira

Estudante de Pés Graduagao

R S FRANCISCO ASSIS, 234 - AP 0401
Londrina

PR

86020-510

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

61

PETICIONAMENTO  Egts solicitacao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrdnico em 26/07/2021 s
ELETRONICO 15:05, Petigdo 870210067715

Peticio 870210067715, de 26/07/2021, pag. 3/21



Nome:

CPF:
Nacionalidade:
Qualificagéo Fisica:
Enderego:
Cidade:
Estado:

CEP:

Pais:
Telefone:

Fax:

Email:

Documentos anexados

GUILHERME BIZ

33829738803

Brasileira

Professor do ensino superior

Rua Eurico Hummig, 255, Torre 1, Apto 801.
Londrina

PR

86050-464

BRASIL

(43) 337 15812

aintecsec@uel.br

Tipo Anexo

Comprovante de pagamento de GRU 200

Desenho

Reivindicagéao

Relatério Descritivo

Resumo

Portaria

Documento de Cessao
Documento de Cesséao

Documento de Cesséao

Acesso ao Patrimdnio Genético

Nome
Liquidagao - Prof.2 Elisete..pdf
DESENHO 26.07.21.pdf
REIVINDICAGOES - 26.07.21.pdf
RELATORIO DESCRITIVO 26.07.21.pdf
RESUMO - 26.07.21.pdf
Decreto nomeacao SERGIO e DECIO.pdf

Declaragéo Elisete (1).pdf

DECLARAA_A O DE CESSA_O - Ailton.docx-
assinado (1).pdf

Declaracao_GuilhermeBiz.pdf

[Z[ Declaragdo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencéo
nao foi obtido em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patrimdnio Genético
Brasileiro, © acesso foi realizado antes de 30 de junho de 2000, ou nao se aplica.

Declaragao de veracidade

[leeclaro, sob as penas da lei, que todas as informagdes acima prestadas sdo completas e

verdadeiras.
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