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Resumo

Os corantes naturais podem ser extraidos de uma variedade de plantas, animais e
microrganismos. A maioria dos corantes naturais utilizados para diferentes fins é
produzida a partir de plantas, entretanto, pigmentos extraidos de plantas para uso
industrial possuem o gargalo da producdo, estabilidade e custo. Uma alternativa mais
sustentavel para a producdo de corantes naturais é a via biotecnolégica utilizando
microrganismos. O conhecimento de técnicas de cultivo, processamento e facilidade de
manipulacdo, tornam a producdo de corantes por microrganismos em larga escala um
atrativo para a indUstria de cosméticos, de alimentos, téxtil, de pintura, entre outras.
Este trabalho apresenta a prospeccdo de uma colecdo de bactérias associadas a plantas
nativas e cultivadas de diferentes biomas quanto a sua capacidade de produzir corantes.
A prospecgdo foi inicialmente realizada em dois meios de cultura sélidos, sendo
selecionadas linhagens produtoras de col6nias intensamente coloridas nas tonalidades
de amarelo, rosa, vermelho e marrom em pelo menos um dos meios avaliados. A partir
das linhagens de bactérias pré-selecionadas foram escolhidas 6 linhagens (Bioenzi
B-132A, Bioenzi B-480A, Bioenzi B-586, Bioenzi B-648, Bioenzi B-652 e Bioenzi B-584)
para avaliacdo da producdo de corantes em condicdes de fermentacdao submersa em
diferentes meios de cultura liquidos. A linhagem Bioenzi B-480A (Serratia marcescens)
destacou-se por ser capaz de produzir corante vermelho intenso em meio NB jd nas
primeiras 6 h apds a inoculagdo, intensificando a coloragdo nas horas subsequentes
de cultivo (24, 48, 72h). A identificacdo taxonOmica das bactérias selecionadas revelou
novas linhagens de Sphingomonas endophytica, Serratia marcescens, Streptomyces
olivaceus, Luteibacter yeojuensis, Brevibacterium siliguriense e Curtobacterium luteum
com potencial para serem futuramente caracterizadas quanto a identidade de seus
metabdlitos secundarios visando a descoberta de novos corantes naturais com aplicacao
industrial.
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Introducao

Nas ultimas décadas, tem-se observado um aumento na demanda pela troca de
pigmentos sintéticos por pigmentos naturais devido a conscientizagdo do consumidor
por produtos ecoldgicos e sustentaveis. Os pigmentos oriundos de processos ecolégicos e
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gue resultam em um bioproduto, além de aumentar a comercializagdo do produto, pode
possuir propriedades de atividade bioldgica como as a¢des anticancer e antioxidantes
(Tuli et al., 2015).

Os pigmentos naturais podem ser extraidos de uma variedade de plantas, animais
e microrganismos, entretanto, pigmentos extraidos de plantas para uso industrial,
possuem o gargalo da producdo e custo. J& os pigmentos extraidos a partir de
microrganismos (fungos, leveduras, bactérias) sdao fontes em potencial, conhecidos
por produzirem uma variedade de pigmentos, de facil escalonamento e baixo custo
de producdo (Galaffu, et al., 2015), sendo promissores como fonte de pigmentos para
cosméticos. A fermentacdao é uma estratégia importante e muito utilizada na obtencao
dos pigmentos de microrganismos. Ela pode ser por meio de cultivos de fermentacao
estado sdlido (SSF) ou fermentacdo submersa (SmF), onde fatores como: temperatura,
pH, fontes de carbono e nitrogénio, tipo de fermentacado, minerais e taxa de aeracao,
podem influenciar na producdo de pigmentos (Kumar et al., 2015).

Diversos grupos de bactérias, fungos, leveduras e algas tém sido amplamente
estudados pelo seu potencial como fonte de pigmentos (Malik et al., 2012). As bactérias
podem produzir uma variedade de pigmentos como, os carotenoides, melaninas,
violaceina, prodigiosina, piocianina, actinorodina e zeaxantina (Venil et al., 2014).
Além da ampla variedade de pigmentos, as bactérias apresentam ciclo de vida curto
e facil manipulacdo, caracteristicas vantajosas para uso em escala industrial. Dentre os
microrganismos presentes no banco de dados de germoplasma da Embrapa, oriundo
de diversos nichos ecoldgicos, estdo presentes cepas de bactérias de diversas cores e
biomas brasileiros.

Material e Métodos

As bactérias avaliadas quanto a capacidade de produzir corantes foram coletadas
em diversos ambientes (endofiticas, epifiticas e da rizosfera) e associadas a plantas de
diferentes regides e biomas do Brasil. As linhagens encontravam-se preservadas na
“Colecdo de Microrganismos e Microalgas Aplicados a Agroenergia e Biorrefinarias”
(CMMAABIo) da Embrapa Agroenergia.

A estratégia de prospec¢do de bactérias produtoras de corantes foi baseada no
cultivo em 2 meios de cultura sélidos, seguido de selecdo de linhagens promissoras
e cultivo em diferentes meios liquidos. Na etapa de prospeccdo em meio sdlido, os
meios utilizados foram: Tryptic Soy Agar — TSA (Sigma-Aldrich) e Luria Bertani Agar —
LBA (Composicdo por Litro: 10 g de triptona; 5 g de extrato de levedura; 10 g de NaCl;
15 g de agar bacteriolégico; pH 7,2). As bactérias avaliadas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 28°C na auséncia de luz por 7 dias. A avaliacdo das col6nias quanto a
coloragao das células foi realizada apds 3 e 7 dias de incubacdo por inspecao visual.

A andlise da producdo de corantes em fermentacao submersa foi realizada nos meios
Tryptic Soy Broth — TSB (Difco), Luria Bertani Broth Lennox — LB (Sigma-Aldrich) e Nutrient
Broth — NB (Difco). O pré -indéculo foi realizado no meio liquido correspondente (TSB,
LB e NB) com incubacdo a 28°C, 200 rpm por 16 h. Apds o periodo de incubacdo cada
linhagem foi inoculada (em triplicata) em um volume final de 50 mL do respectivo meio
obtendo-se OD, inicial igual a 0,1. Os inoculos foram incubados a 28°C, 180 rpm. As
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curvas de crescimento foram obtidas a partir de medi¢cdes da OD,  realizadas a cada 2
h no intervalo de 8 h, seguidas de medicdes apds 24, 48 e 72 h de cultivo.

A linhagem Streptomyces sp. Bioenzi B-584, devido as suas caracteristicas
morfoldgicas (bactéria filamentosa), teve o seu crescimento avaliado por meio de
medicdo da biomassa seca em 6 diferentes meios de cultura: Tryptic Soy Broth — TSB
(Difco), Luria Bertani Broth Lennox — LB (Sigma-Aldrich), Nutrient Broth — NB (Difco),
Mueller Hinton Broth — MH (Difco), M9 Broth - M9 (Fluka) e Peptone Yeast Extract Iron
Broth (ISP Medium n° 6) (Tresner; Danga, 1958). A inocula¢do nos meios liquidos (em
triplicata) foi realizada com trés discos (8 mm) recortados da cultura crescida em placas
completamente preenchidas de colbnias. Os frascos foram incubados a 28°C, 180 rpm,
por 7 dias. Ao final do cultivo a biomassa bacteriana foi recuperada e seca em estufa por
3 dias a 60°C. Os valores obtidos (trés repeti¢cdes) para o peso seco da massa bacteriana
foram submetidos a analise estatistica.

O DNA gendmico das bactérias selecionadas foi extraido com o Puregene® Yeast/
Bact. Kit B (Qiagen). As reacdes de PCR foram realizadas utilizando como molde a
regido 16S do DNA ribossdmico (Lane, 1999) das bactérias selecionadas. Cada reacao
foi conduzida em 50 uL de volume final contendo: 20ng de DNA gendmico, 0,2 uM de
cada primer PO (27F) e R1378, 1 X do Tampao da Taq (Promega), 2,0 U da Taq polimerase
(Promega), 0,2 mM de dNTPs e 2 mM de MgCl,. As condigbes de amplificagdo utilizadas
em termociclador (Applied Biosystems) foi iniciada por 94°C por 4 min; seguida de 35
ciclos de amplificacdo a 94°C por 30 seg, 67°C por 1 min, 72°C por 1 min; extensao final
de 72°C por 10 min. Os produtos de PCR foram submetidas a purificacdo, utilizando o
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). As sequéncias foram analisadas
com auxilio do software Geneious R11 (https://www.geneious.com) para verificagcdo
da qualidade e obtencdao das sequéncias consenso. As sequéncias de boa qualidade
foram analisadas com a ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) contra
diferentes bases de dados indicadas para identificagdo de bactérias, tais como GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Ribosomal Database Project (https://rdp.cme.
msu.edu/).

Resultados e Discussao

Os resultados da prospeccao em meio sdlido mostraram que todas as 332 bactérias
estavam vidveis e a maioria delas estava pura. Das 332 linhagens avaliadas, 26 produziram
colbnias intensamente coloridas nas tonalidades de amarelo, rosa, vermelho e marrom
em pelo menos um dos meios avaliados (LBA e TSA). Em geral, as bactérias produziram
pigmentacdo intracelular, com excecdo a bactéria Streptomyces sp. Bioenzi B-584, que
além de apresentar colénias de cor marrom/castanha, também secretou compostos de
cor marrom/castanha ao redor das colbnias.

Das 26 bactérias coloridas pré-selecionadas na etapa de prospec¢do em meio sdlido,
foram selecionadas 6 linhagens (Figuras 1 e 2) para avaliacdo da producdo de corantes
em condi¢Ges de fermentacdo submersa (Bioenzi B-132A, Bioenzi B-480A, Bioenzi B-586,
Bioenzi B-648, Bioenzi B-652 e Bioenzi B-584) (Figura 3). A linhagem Bioenzi B-132A
ndo apresentou crescimento no pré-indculo, portanto nao foi cultivada na fermentacao
submersa.
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Figura 1. Linhagem de bactéria Serratia marcescens Bioenzi B-480A selecionada pela capacidade de produzir colénias

de coloragdo vermelha intensa em meio de cultura sélido. A figura mostra o aspecto do crescimento nos meios

sélidos LBA e TSA ap06s 3 e 7 dias de cultivo a 28°C na auséncia de luz.
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Figura 2. Linhagens de bactérias
Streptomyces sp. Bioenzi B-584, Bioenzi
B-586, Bioenzi B-648 e Bioenzi B-652
selecionadas pela capacidade de
produzir colonias de coloragdo marrom
(Streptomyces sp. Bioenzi B-584) e amarela
(Bioenzi B-586, Bioenzi B-648 e Bioenzi
B-652) em meio sdlido. A figura mostra o
aspecto do crescimento nos meios sélidos
LBA e TSA apds 3 e 7 dias de cultivo a 28°C
na auséncia de luz.

Figura 3. Aspecto visual do
crescimento durante 72 horas
(28°C, 180 rpm, na auséncia de
luz) das bactérias selecionadas
Bioenzi B-480A, Bioenzi B-586,
Bioenzi B-648 e Bioenzi B-652
nos meios Tryptic Soy Broth
(TSB), Luria Bertani Broth (LB) e
Nutrient Broth (NB). O controle
(meio sem indculo) é mostrado
do lado esquerdo das imagens.
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A linhagem Serratia marcescens Bioenzi B-480A apresentou coloracao avermelhada
no meio de cultura NB nas primeiras 6 h apds a inoculagdo, intensificando
demasiadamente essa coloragdo nas horas subsequentes de cultivo (24, 48, 72 h). Em
24 h apds a inoculagdo a mesma linhagem apresentou coloragao avermelhada no meio
LB. No entanto, no meio TSB (Difco, o qual contém glicose na composicdo) a produgao
de corante nao foi observada mesmo apds 72 h de cultivo. Vale ressaltar que no meio
sélido TSA (Sigma-Aldrich, o qual ndo tem glicose na sua composicdo) essa linhagem
produziu colbnias intensamente coloridas com 72 h dias de cultivo. De fato, a presenca
de glicose em alguns meios de cultivo leva a uma diminuicdo na producdo ou inibe
a producdo de corantes vermelhos por Serratia marcescens provavelmente devido ao
mecanismo de repressao catabdlica por glicose (Darshan et al., 2015).

As linhagens Bioenzi B-586, Bioenzi B-648 e Bioenzi B-652 apresentaram coloragao
amarelada, levemente amarela/alaranjada e amarelada nos meios TSB, LB e TSB,
respectivamente, ao final das 72 h de cultivo. De acordo com os valores de absorbancia
foi tracado um perfil de crescimento, onde foi possivel concluir que a linhagem Serratia
marcescens Bioenzi B-480A teve um crescimento mais rapido nos trés meios de cultura
(NB, TSB e LB), quando comparada com as linhagens Bioenzi B-586; Bioenzi B-648;
Bioenzi B-652.

A linhagem Streptomyces sp. Bioenzi B-584 foi selecionada por produzir col6nias
de coloragdo castanha/marrom principalmente no meio TSA (Sigma-Aldrich) e também
por ser a Unica bactéria selecionada capaz de secretar corantes no meio sélido. Por
ser uma bactéria filamentosa, o perfil de crescimento em diferentes meios liquidos foi
avaliado pela determinagao de peso seco da biomassa bacteriana, ao invés de medicdes
da absorbancia. Nao foi observada coloragao visivel das células ou do sobrenadante em
nenhum dos meios (TSB, LB, NB, MH, M9 e ISP), embora uma tonalidade levemente
alaranjada/acastanhada tenha sido observada no cultivo em TSB apds 7 dias. A auséncia
de producdao de compostos melanoides pela linhagem Bioenzi B-584 nos meios liquidos
avaliados, pode estar relacionada a diferente composicdo do meio TSA (peptona de
caseina, peptona de soja e cloreto de sédio), meio em que foi observada col6nias de
coloragdo castanha/marrom. A medicdo do peso seco da biomassa bacteriana obtida
apos 7 dias de cultivo nos 6 diferentes meios mostrou que os meios que melhor
estimularam o crescimento e formacdao de biomassa da bactéria Streptomyces sp.
Bioenzi B-584 foram ISP Medium 6, o qual é um meio especifico para Streptomyces, MH
e TSB, os quais sao amplamente usados para cultivo de bactérias.

A fim de caracterizar de maneira mais detalhada, as 6 linhagens de bactérias coloridas
selecionadas da biodiversidade brasileira, tiveram a sua identidade taxondmica revelada
a partir da regido 16S do DNA ribossémico (1.500 pb). De acordo com diferentes
bases de dados, GenBank (Type strain e Nucleotide database) e RDP (Classifier tool),
as linhagens foram classificadas como: Bioenzi B-132A (Sphingomonas endophytica),
Bioenzi B-480A (Serratia marcescens), Bioenzi B-584 (Streptomyces olivaceus), Bioenzi
B-586 (Luteibacter yeojuensis), Bioenzi B-648 (Brevibacterium siliguriense) e Bioenzi
B-652 (Curtobacterium luteum). Todas as sequéncias apresentaram homologia de 99
-100% de identidade com os bancos de dados.

Dentre as linhagens promissoras, a Serratia marcescens Bioenzi B-480A, é conhecida
pela producdao de metabdlitos da familia das prodigiosinas, que conferem a coloragao
avermelhada tipica dessa espécie, sao insolUveis em agua e possuem ampla aplicacao
biotecnolégica (Darshan et al., 2015). A producdo da coloracdo avermelhada pela
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linhagem Serratia marcescens Bioenzi B-480A na fase inicial do cultivo em meio NB é um
diferencial, visto que é reconhecido que a producdo de prodigiosinas por Serratia spp.
ocorre na fase estacionaria de crescimento (Harris et al., 2004).

A linhagem Streptomyces olivaceus Bioenzi B-584 foi selecionada pela capacidade de
produzir células de cor marrom e por secretar compostos marronsno meio TSA. Asecrecao
de compostos marrons, como a melanina e similares, é tipica do género Streptomyces e
€ um critério taxondmico desse grupo. Diferentes espécies de Streptomyces produzem
melanina e compostos semelhantes. Embora ndo existam estudos detalhados sobre a
producdo de melaninas por Streptomyces olivaceus e sua caracterizacao quimica, essa
espécie possui em seu genoma um cluster génico responsavel pela sintese de melanina
(ZHANG et al., 2019). Além disso, esse actinomiceto produz dezenas de antibidticos
conhecidos, muitos de uso comercial, bem como quimicos de importancia para
bioeconomia, como acidos organicos diversos.

As linhagens Bioenzi B-132A (Sphingomonas endophytica), Bioenzi B-586 (Luteibacter
yeojuensis), Bioenzi B-648 (Brevibacterium siliguriense) e Bioenzi B-652 (Curtobacterium
luteum), selecionadas por apresentar cor em diferentes tonalidade de amarelo nos
meios TSA e LBA, possuem poucos estudos com énfase na producao de carotenoides
(Forquin-Gomez et al., 2014).

Conclusao

Os resultados da triagem de bactérias, tanto em meio sélido como em meio liquido,
revelaram varias linhagens com potencial para serem investigadas quanto a extracao dos
metabdlitos secunddrios e investigacdo da identidade quimica dos corantes produzidos.
Essas linhagens também sdo candidatas para o desenvolvimento de bioprocessos
visando aumento da producgdo de corantes de interesse.

Agradecimentos

Este projeto obteve apoio financeiro do Grupo Boticdrio, Embrapii e Embrapa.

Referéncias

DARSHAN N, MANONMANI HK. (2015) Prodigiosin and its potential applications. J Food Sci Technol. 52:5393-5407.

FORQUIN-GOMEZ MP., WEIMER B.C., SORIEUL L., KALINOWSKI J., VALLAEYS T. (2014) The Family Brevibacteriaceae.
In: Rosenberg E., DeLong E.F., Lory S., Stackebrandt E., Thompson F. (eds) The Prokaryotes. Springer, Berlin, Heidelberg.

GALAFFU N, BORTLIK K, MICHEL M. (2015). An industry perspective on natural food colour stability. Colour additives
for foods and beverages. Woodhead Publishing Series in Food Science, Technology and Nutrition. p. 91-130.

HARRIS AKP, WILLIAMSON NR, SLATER H, et al. (2004). The Serratia gene cluster encoding biosynthesis of the red
antibiotic, prodigiosin, shows species- and strain-dependent genome context variation. Microbiology.; 150:3547-60.

MALIK K, TOKKAS J, GOYAL S. (2012). Microbial Pigments: A review. International Journal of Microbial Resource
Technology. v. 1, n. 4, p. 361-365.

SHIRLING EB, GOTTLIEB D (1966) Methods for characterization of Streptomyces species. Int J Syst Bacteriol 16:313-340.

TULI HS, CHAUDHARY P, BENIWAL V, SHARMA AK. (2015). Microbial pigments as natural color sources: current trends
and future perspectives. v. 52, n. 8, p. 4669—-4678.

243

A
©
=

2
0

n

€=
o
S

o




VI Encontro de Pesquisa e Inovag¢do da Embrapa Agroenergia: Anais 244

VENIL CK, ARULDASS CA, DUFOSSE L, ZAKARIA ZA, AHMAD WA. (2014). Current perspective on bacterial pigments:
emerging sustainable compounds with coloring and biological properties for the industry-an incisive evaluation. v. 4,
p. 39523-39529.

ZHANG C, DING W, QIN X, JU J. (2019). Genome Sequencing of Streptomyces olivaceus SCSIO TO5 and Activated
Production of Lobophorin CR4 via Metabolic Engineering and Genome Mining. Mar Drugs.; 17(10):593. Published
2019 Oct 20. doi:10.3390/md17100593.

A
©
(=

2
0

n

=
o
S

a.






