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CAVALCANTI, Thiago Gongalves. Piocianina como biocorante de material téxtil. Jodo
Pessoa, 2021. Dissertacdo (Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular) —

Universidade Federal da Paraiba, 2021.

RESUMO
A bioprospecgdo de microrganismos permite a utilizacdo de produtos do metabolismo para o
beneficio da sociedade, empregando por exemplo, moléculas biodegradaveis em substitui¢ao
a substancias nao ecologicamente corretas, tais como pigmentos bacterianos como substitutos
naturais para corantes sintéticos empregados no tingimento de fibras. Este trabalho teve por
objetivo produzir, extrair e caracterizar piocianina de dois isolados selvagens de
Pseudomonas aeruginosa, TGCO02 e TGC04, e empregar o pigmento em duas fibras téxteis.
Caldo King A suplementado com bagaco de malte 2% (m/v) foi utilizado para a produgdo do
pigmento e produziu-se cerca de 30 mL de solugdo de piocianina (585 pg/mL), com alto grau
de pureza. Foram determinados parametros cinéticos de produgdo mdaxima de células,
producdo maxima de pigmento e coeficiente de rendimento. Além disso determinou-se a
concentracdo celular e taxa de crescimento. O tingimento com 50 ¢ 100 pg/mL de piocianina
nas fibras de algoddo e poliéster/elastano ocorreu pelo método da exaustdo, utilizando
bicarbonato de s6dio como mordente. O desempenho de TGC02 e TGC04 foi similar. Houve
incremento da populacdo em até 9,5 vezes a partir do indculo, produzindo uma concentragao
méxima de piocianina cerca de 1,0 pg/mL.h"!, aumentando significativamente a partir de 36h
de bioprocesso, permanecendo crescente e parecendo modular a populagdao celular. O
coeficiente de rendimento foi de até 240 pug/mL.UA’'. A piocianina foi mais funcional ao
algoddo, produzindo duas tonalidades de azul, sem sofrer alteracdes significativas apds
lavagem e secagem. Adicionalmente, foram registrados os maiores percentuais de absor¢ao do
pigmento e os menores percentuais de exaustdo. O oposto foi verificado na fibra de
poliéster/elastano. A adsor¢cdo do pigmento foi baixa, influenciando na cor obtida, cuja
percepcao a luz branca foi de um lilds-azulado muito palido. Os tons variaram em funcdo da
concentracdo aplicada. Concluiu-se que a piocianina pode ser uma alternativa de agente de

coloragdo para a fibra de algodao.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, reuso de residuos industriais, pigmentos bacterianos, tingimento por

exaustdo, fibra de algodao




CAVALCANTI, Thiago Gongalves. Pyocyanin as biocolorant of textile material. Jodo
Pessoa, 2021. Masters Dissertation (Programme of Post-Graduation in Cellular and Molecular

Biology) — Universidade Federal da Paraiba, 2021.

ABSTRACT
Bioprospecting of microbes allows the use of their metabolites, such as biodegradable
molecules in substitution of not eco-friendly compounds, for example of pigments as good
natural substitutes for synthetic dyes. This work aimed to produce, to extract and to
characterize pyocyanin from two wild isolates of Pseudomonas aeruginosa, TGC02 and
TGCO04, and to apply the pigment as dyeing agent in two fibers. King A broth added with 2%
(w/v) of malt bagasse were used to produce about 30 ml of pyocyanin (585 pg/ml) with a high
degree of purity. Kinetic parameters of maximum cell production, maximum pigment
production and yield coefficient were determined. In addition, cell concentration and growth
rate were determined. The dyeing of 50 and 100 pug/mL of pyocyanin in cotton and
polyester/elastane fibers was done using the exhaustion method, using sodium bicarbonate as
mordant. Both isolates were similar in terms of microbial parameters. The cell population was
increased up to 9.5 times from the inoculum, producing a maximum concentration of
pyocyanin about 1.0 pg/mL.h"!, and increased significantly after 36 h and seemed to modulate
the microbial growth. The yield coefficient was up to 240 pg/mL.UA™!. Pyocyanin was more
functional to the cotton fiber and produced two shades of blue, without undergoing significant
changes after washing and drying. Additionally, the highest percentages of pigment
absorption and the lowest percentages of exhaustion were recorded. The opposite was found
in the polyester/elastane fiber. The adsorption of the pigment was low, influencing the color
resulted, whose perception in white light was a very pale lilac-bluish color. Additionally, the
shades poorly varied as a function of the concentration of pyocyanin applied. In conclusion,

pyocyanin may be used as alternative biocolorant on cotton fibers.

Key Words: Pseudomonas aeruginosa, reuse of industrial waste, bacterial pigments, exhaust dyeing, cotton fiber
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Piocianina como biocorante de material téxtil Thiago Gongalves Cavalcanti

1 INTRODUCAO

A cor ¢ uma interacdo perceptual com origem na habilidade do olho humano
discriminar entre diferentes comprimentos de onda de luz de dentro de uma estreita
faixa de radiagdo eletromagnética (SIUDA-KRZYWICKA et al., 2019). O uso de cores
pelo homem possivelmente nasceu da necessidade caracteristica da espécie em se
adornar, embelezar objetos ou representar figuras que simbolizam a natureza ou
divindades (LEGGETT, 2009).

Neste contexto, o tingimento de materiais figura como uma das atividades
humanas mais antigas, confundindo-se a préopria historia da civilizagdo e com registros
que datam a Idade do Bronze (WISNIAK, 2004). Acredita-se ainda que a descoberta de
pigmentos naturais pode ter ocorrido empirica e ingenuamente, ou mesmo por
persisténcia e curiosidade de nossos ancestrais, ao observarem plantas, insetos e a
secrecdo de gastropodes marinhos' como fontes de agentes de cor (MELO, 2009).

O tingimento de materiais consiste numa modificacdo fisica ou quimica do
substrato, de forma que a luz refletida sobre ele, provoque percep¢do de cor ao olho
humano. Os componentes que interagem num sistema de tingimento sdo: a fibra, a dgua,
o agente de cor e os aditivos (PERKINS, 1995). Os primeiros registros do uso de
pigmentos para tingimento de vestimentas coincidem entre 3500-2500 a.C., em
diferentes culturas em diferentes regides do globo, tais como China (HAN, 2015),
subcontinente indiano (GOKHALE et al., 2004), Japao (YOSHIOKA, 2010), Egito
(AHMED et al., 2019), Pérsia (SHIBAYAMA et al., 2015), Roma (YUSUF et al., 2017)
e Grécia (BRECOULAKI, 2014). Em complemento, na América pré-colombiana,
diferentes fontes naturais eram utilizadas como corantes, com destaques para:
cochonilha, garanca, indigo e pau-brasil, que mais tarde no século XVI nomeara o
territorio colonizado por Portugal (FERREIRA et al., 2004).

Os pigmentos e corantes sintéticos possuem grupos funcionais que podem
deslocar elétrons. Quando a luz visivel (A=380-760 nm) atinge estas moléculas, a
radiacdo ¢ absorvida num determinado comprimento de onda. Em seguida, o olho
humano detecta os comprimentos de onda ndo absorvidos. Se por exemplo, um
determinado objeto absorve um comprimento de onda medindo cerca de 600 nm, o
cérebro o percebe na cor azul por meio desta informagdo (CHARKOUDIAN et al.,
2010).

! Principais espécies Murex brandaris, Bolinus brandaris, Hexaplex trunculus e Stramonita haemastoma
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O azul tem destaque na historia como a cor mais preciosa, representando
nobreza e calma. Este sentimento estd presente em diversas civilizagdes antigas,
especialmente por questdes religiosas ou evocando a natureza, especialmente o mar € o
céu de um dia claro (McGOVERN et al. 1990). Sentimentos positivos em torno da cor,
fazem do azul a preferéncia da maior parcela da humanidade, identificado desde os
primeiros estudos sobre o tema, datados do século XIX (HURLBERT e LING, 2017).
Em complemento, a cor azul ¢ universalmente mais utilizada, tendo o jeans como maior
representante desta simbologia na cultura moderna (LEGRAND, 2013).

De forma natural, a cor azul pode ser obtida da extragdo de antocianinas em
bagaco de frutas como a uva e o mirtilo (BECHTOLD et al., 2007), contudo, o indigo ¢
o principal e mais valioso pigmento azul de ocorréncia natural. O indigo e o purpura-de-
Tiro foram considerados por antigas civilizagdes como os mais valiosos pigmentos
naturais e igualmente estdo registrados em diferentes documentos antigos, incluindo o
Talmude e a Biblia (ZIDERMAN, 1986). O composto majoritario, indigotina, pode ser
extraido de algumas plantas, especialmente Indigofera spp., assim como das Polygonam
tinctorium, Perisicaria tinctoria e Isatis tinctoria (GARCIA-MACIAS e JOHN, 2004).
Por ser compativel com diferentes tipos de fibras, a histéria do indigo se confunde com
a historia das relagdes comerciais da Idade média, passando pelo periodo das circum-
navegacdes até a revolucdo industrial, quando passou a ser sintetizado (LEGRAND,
2013).

O primeiro agente de cor industrial moderno, mauveina, foi sintetizado em
1856 pelo quimico britdnico William Henry Perkin (1838-1907), revolucionando a
indtstria da cor, por produzir materiais de baixo custo, altamente estaveis e
possibilitando producdo em larga escala, podendo substituir com eficécia os pigmentos
naturais (GMOSER et al., 2018). No entanto, o fato de os corantes sintéticos estarem
relacionados a impactos negativos a saide e ao ambiente, a demanda por pigmentos
extraidos de fontes naturais tem sido uma tendéncia mundial crescente. O fato de o
pigmento ser natural, agrega forte apelo ao produto, servindo como bons substitutos aos
corantes sintéticos, € consequentemente possuem grande aceitagdo publica, atraindo
interesse cientifico e da industria, em razdo aos beneficios e possibilidades de
aplicagoes (MALIK et al., 2012). Neste cendrio, ha poucas décadas foi cunhado o termo
biocorante (tradu¢do do inglés bio-colour), como sinonimia para denominar e identificar
qualquer matéria natural empregada com o propdsito de atribuir cor ou tingir um

material (HEER e SHARMA, 2017). Esta matéria natural pode ser de origem vegetal,
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animal ou microbiana. Dentre os microrganismos, as bactérias despontam como
potenciais produtoras de pigmentos num campo de estudo que esta em franca expansao
(PARMAR et al., 2015).

Os pigmentos naturais de origem bacteriana apresentam diversas vantagens, a
saber: sao moléculas ambientalmente corretas em termos de disposicao de residuos e
exposi¢ao ocupacional; sdo de cultivo simples em meios com substratos de baixo custo;
sdo faceis para manipular e selecionar linhagens mais produtoras; ha possibilidade de
manipulagdo de genes dos organismos produtores; possibilitam grande espectro de
cores; ha disponibilidade de biomassa produtora; os processos fermentativos de
obtencdo sdo inerentemente mais rapidos quando comparados a qualquer outro processo
de sintese quimica; a extragcdo do pigmento utiliza técnicas simples de extracao liquido-
liquido; a complexidade estrutural para produgdao de pigmentos se adapta as demandas
da industria e; a biomassa produzida pode ser reciclada como fonte para producao de
energia ou substrato de crescimento de novas culturas (USMAN et al., 2017; VENIL et
al., 2013).

Contudo, ha de se destacar que certas propriedades indesejadas dos pigmentos
e organismos produtores sao relevantes, tais como, instabilidade a luz, calor e variagdes
de pH, bem como as altera¢des na capacidade de exibir o pigmento e variagdes nos tons,
em razdo das imperfeicdes nos parametros operacionais aplicados. Além disso, estas
variagdes podem implicar na redugcdo do percentual anual de producao
(SARVAMANGALA ¢ APARNA, 2016).

Os pigmentos bacterianos, como demais pigmentos naturais sdo metabodlitos
secundarios das mais variadas coloragdes, dotados de estrutura molecular heterogénea e
baixa massa molecular (HAJJAJ et al., 1998). O metabdlito secundario nao ¢ um
requisito essencial para promover o crescimento de um dado organismo, porém estd
atrelado aos fendmenos de sua persisténcia e manutencdo num determinado ambiente
(CHADNI et al., 2017, KURBANOGLU et al., 2015). Muitas bactérias produzem
pigmentos e a eles, estdo atribuidas diferentes fungdes, tais como: fotossintese
(NOWICKA e KRUK, 2016), protecao contra radiacao ultravioleta (MOELLER et al.,
2005), captacao de ferro (CORNELIS e DINGEMANS, 2013), antibiose/amensalismo
(VIANA et al., 2017) e na sinalizagdo que modula expressdes génicas dependente de
densidade celular, ou guorum sensing (LIU e NIZET, 2009), dentre outros.

A piocianina ¢ uma fenazina de exuberante coloracdo azul (MM= 210,23 g/mol),

produzido exclusivamente por 90-95% das linhagens de Pseudomonas aeruginosa
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(MAVRODI et al.,, 2001). Em comum, todas as fenazinas compreendem anéis
heterociclicos contendo nitrogénio (Figura 1), que se diferem nas propriedades fisico-
quimicas, baseadas no tipo e posicdo dos grupos funcionais presentes (PIERSON e

PIERSON, 2010).

Figura 1 — Estrutura comum das fenazinas

N

N

~

N

Fonte: adaptado de Blankenfeldt e Parsons (2014)

A sintese de fenazinas ocorre em Bacteria e nas Archaea e estdo relacionadas as
diferentes coloracgdes exibidas por estes microrganismos. Embora sejam expressadas por
um numero limitado de géneros bacterianos, ao menos 10 tipos de fenazinas podem
ocorrer simultaneamente em um Unico organismo, contudo mais de 50 fenazinas de
ocorréncia natural foram descritas, por exemplo, iodinina (ptrpura), clororafina (verde-
esmeralda), acido fenazino-1-carboxilico (amarelo), mixina (vermelho) e piorrubina
(ferrugem), entretanto, a piocianina ¢ o composto mais importante da classe
(SHANMUGAIAH et al., 2009; MARGALITH, 1992).

A piocianina’® foi descrita em meados do século XIX e isolada em 1924,
tornando-se a primeira fenazina natural obtida em laboratério (SCHOENTAL, 1941). A
molécula se apresenta como um zwitterion, ou seja, um composto quimico eletricamente
neutro, porém dotado de cargas opostas em diferentes atomos. O grupo fenol a atribui
um carater acido, pKa = 4,9 (HALL et al., 2016). A molécula apresenta trés estados
(Figura 2): ionizado em pH fisiolégico (cor azul), protonado, em ambiente acido (cor
vermelha) e neutro (azul). Assim, a piocianina pode atravessar a membrana e penetrar
nas células, assumindo um papel multifuncional para P. aeruginosa (OZCAN e
KAHRAMAN, 2015).

Em complemento, a bactéria pode mediar um ciclo de auto-oxidagdo da

piocianina (Figura 2). Dois elétrons sdo transferidos para a forma oxidada, gerando a

2 Nome derivado da jungdo das palavras gregas empregadas para designar pus € a cor azul, em referéncia
as primeiras observacdes, na segunda metade do século XIX, de secre¢des purulentas azuladas, cuja
coloragdo era causada pela presenga do pigmento nas infecgdes por Pseudomonas aeruginosa

1
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forma reduzida, que pode ser novamente convertida a sua forma oxidada pelo oxigénio

molecular, formando também compostos reativos de oxigénio (HUNTER, et al., 2012).

Figura 2 — Ciclo de auto-oxidagdo da piocianina e formacao de compostos reativos de
oxigénio por Pseudomonas aeruginosa. A forma oxidada apresenta-se na coloracao azul

enquanto a forma reduzida, na coloragdo vermelha

OH

i reduzida
|
N r\\\ R
. O;
Sy \N S~
CH
2e- :
o
Nl N 20
F’/’/ ~ ‘E‘\ \j
S /\
| .
CHg oxidada

Fonte: adaptado de Hunter et al. (2012)

A piocianina ou sanazina, ¢ composta por duas subunidades de N-metil-1-
hidroxifenazina e tem o acido corismico (AC) como precursor (Figura 3). A conversao
do AC em 4cido fenazino-1-carboxilico (PCA) ¢ controlada por sete genes, codificados
por dois operons (phzAIBICIDIEIFIGI e phzA2B2C2D2E2F2G2). Em seguida, dois
passos a partir do PCA, sdo sugeridos para a sintese de piocianina, regulados por outros
dois genes, phzM e phzS. No primeiro, o acido S-metilfenazina-1-carboxilico betaina
(MPCBA) ¢ formado por meio de uma metiltransferase fenazina-especifica (PhzM). O
segundo passo ¢ catalisado pela mono-oxigenase flavina dependente (PhzS),
envolvendo a hidroxilagdo da betaina do MPCBA em 1-hidroxi-5-metil fenazina, isto é,
a propria piocianina (JAYASEELAN; RAMASWAMY e DHARMARAIJ, 2014;
MAVRODI et al., 2001).

Figura 3 — Via proposta para biossintese de piocianina por Pseudomonas aeruginosa a
partir do acido corismico

COOH phzAIBICIDIEIFIG] COOH CHS
o ° PhzA2B2C2DIE2F2G2 PhzM PhzS
pi—s e Eautte
\ADH

O COOH S-adenosil S-adenosil
L-metionina L-homocisteina + 1-1 (o]
+CO,

acido corismico (AC)  Acido fenazino-1-carboxilico (PCA) Acido 5-metilfenazina- 1-hidroxi-5-metil fenazina
(amarelo) 1-carboxilico betaina (MPCBA) (piocianina)
(vermelho)

Fonte: adaptado de Parsons et al. (2007)
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A bactéria produtora de piocianina, P. aeruginosa, ¢ um bacilo Gram-negativo
membro do grupo das pseudomonadas fluorescentes. As células medem cerca de 0,5 pm
de largura por 1,5 um de comprimento e sdo dotadas de um flagelo polar (ABDUL-
HUSSEIN e ATIA, 2016). Além da piocianina, a espécie pode sintetizar outros cinco
pigmentos: fluoresceina, amarelo (ALLYDICE-FRANCIS et al., 2012), pioverdina,
verde (YIN et al., 2017), piorrubina A e B, tons de ferrugem (ABU et al., 2013) e
piomelanina, marrom claro (FERGUSON, CAHILLI; QUIILTY, 2007), estes trés
ultimos, também fenazinas.

A produgdo de piocianina em meios tradicionais empregados na rotina de um
laboratério de Microbiologia, fundamenta-se no estado energético da bactéria, que ¢é
reduzido em condi¢des de baixa concentracdo de nutrientes, resultando na diminui¢ao
da taxa de crescimento e aumentando a concentracdo do pigmento. A escassez
nutricional, especialmente relacionada aos ions POs4> e Ca'™, for¢a as linhagens
produtoras de piocianina desenvolverem o pigmento, que se difunde no meio
(WHOOLEY e MCLOUGHLIN, 1982). Esta produ¢do ocorre geralmente no inicio da
fase estacionaria, que depende do tempo de geragao das linhagens. A bactéria sob estas
condigdes de cultivo tende a apresentar um tempo de geragdo variando entre 3 e 6h
(TAGMANINI ¢ GONZALES, 1997), justificando a apari¢do da coloragio azul-
esverdeada entre 48-72h apds o inicio da incubagao.

A maioria dos estudos envolvendo a produ¢do de piocianina implicitamente
trata a sintese como mecanismo de resposta as agressdes do ambiente, no entanto, se
concentra em temas voltados a saude, tais como, multirresisténcia (KERR e
SNELLING, 2009), atividade antimicrobiana (MARTINS et al., 2014), quorum sensing
(DIETRICH et al., 2016) e alteragdes imunoldgicas ou respostas inflamatorias (SALES-
NETO et al., 2016). Baseado na premissa de que a sintese de piocianina esta associada
ao mecanismo de resposta da P. aeruginosa as altas pressoes seletivas exercidas pelo
ambiente (BAHARI et al. 2017), o pigmento pode ter participagdo nos processos que
envolvem a producao de agentes de cor, com especial atencao a industria téxtil.

Assim, o presente trabalho objetivou produzir piocianina e utiliza-la como
pigmento de tingimento de dois tipos de fibras téxteis. Sempre que o termo pigmento
foi empregado, se referiu as moléculas organicas de ocorréncia natural, sintetizadas por
microrganismos, enquanto o termo corante se referiu aos compostos sintéticos,
utilizados como aditivos de cor em diferentes produtos e materiais (MARGALITH,

1992).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Produzir piocianina utilizando substrato alternativo ao meio de produgdo e
aplicar o pigmento como agente de cor em fibras de material celuldsico natural e fibra

sintética.

2.2 Objetivos especificos
+¢ Selecionar isolados produtores de pigmento;
+¢ Extrair e quantificar a piocianina produzida;
% Caracterizar o pigmento produzido;
¢ Determinar parametros cinéticos da produgé@o da piocianina;
¢ Produzir variedades da cor aparente do biocorante;
¢ Determinar o percentual de absor¢ao do pigmento no tingimento;
¢+ Avaliar o percentual de exaustdo do pigmento sobre a fibra;

+ Classificar a cor aparente, obtida no tingimento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local da realizacao da pesquisa

O estudo foi conduzido no Laboratorio de Microbiologia Ambiental (LAMA)

do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba.

3.2 Microrganismos

Foram empregados isolados de Pseudomonas aeruginosa TGC02 e TGCO04,
provenientes de solo de postos de gasolina de Jodo Pessoa e mantidos no banco de
culturas do LAMA. O projeto estd cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cédigo
AA1970F (titulo da atividade: O microcosmo azul: desvendando as interagdes da

Pseudomonas aeruginosa com o meio).

3.3 Fibras

Foram utilizados dois tipos de amostras de tecido branco, comercialmente
disponiveis no mercado, sendo uma celuldsica natural e a outra sintética (Quadro 1). De
cada fibra foram preparados dois tipos de amostras com a seguintes dimensdes: 1 cm
(comprimento) x 1 cm (largura) para os ensaios descritos nos itens 3.9 e 3.11 e amostras
de 15 cm (comprimento) x 4 cm (largura), equivalente a massa de 1g de tecido para o

ensaio descrito no item 3.10.

Quadro 1 — Especificacdes das amostras de tecido

Tipo de fibra Marca (modelo) Especifica¢oes técnicas

Algodao 100% FioSul (215 0101) Cor branca, malha fio 30.1, fibra
média, fiacdo  penteada e

gramatura de 160 g/m?

Poliéster 92%-elastano 8% | Costa Rica (Suplex | Cor branca, meia malha ramada

178CLA) 1,70 m, com gramatura de 290

g/m?

Observagdo: especificacdes técnicas obtidas com os fabricantes
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3.4 Sintese, extracido e quantificacdo do pigmento

Inicialmente os isolados P. aeruginosa TGC02 e TGC04 foram testados quanto
a produgdo do pigmento para posterior selecdo neste trabalho. Foi utilizado o protocolo
adotado por Oliveira et al. (2019), modificando apenas o meio de crescimento das
células empregadas no pré-indculo. De forma breve, o pré-inoculo foi cultivado em agar
cetrimida (Acumedia, Lansing, USA), incubado por 48 h a 29+1 °C (EL FEGHALI e
NAWAS, 2018). Apos, as células do cultivo recente foram suspensas em NaCl 0,85%,
com turbidez padronizada com o tubo n° 1 da escala de MacFarland (=10 UFC/mL). A
seguir, aliquotas de 2 mL foram transferidas para frascos contendo 200 mL de caldo
King A (KING; WARD e RANEY, 1954), suplementado com 2% (m/v) de bagago de
malte de cerveja (OLIVEIRA et al., 2019), cujo teor de nitrogénio total era de 1.45
mg/kg, determinado pelo método Kjeldahl (USEPA, 1993). Os frascos foram incubados
sob agitagao de 150 rpm a 29+1 °C por 72 h (EL-FOULY et al., 2015).

A extracdo da piocianina foi realizada em triplicata, empregando o protocolo
descrito por Devnath et al. (2017), com pequenas modificacdes. Apos a incubacio,
aliquotas de 50 mL foram tomadas e misturadas a 10 mL de cloroférmio. Apos agitagao
em vortex (Warmnest VX-28) durante 1 minuto, a fase organica (com coloracao azul)
foi separada e em seguida, acidificada com 5 mL de HCl 0,2 mol/L, agitando-se
novamente por 1 minuto. Apoés repouso, a fase acidificada, contendo a piocianina
protonada (com coloragao vermelha), foi neutralizada com gotas de solucao-tampao
Tris-Base concentrada (1,5 mol/L), retornando a coloracdo azul. Esta operacdo foi
repetida por trés vezes.

A concentragdo de piocianina (PYO), em pg/mL, foi determinada como
descrito por Hassani et al. (2012). Apds um repouso de 1 h, uma aliquota de 10 puL da
fase neutralizada foi diluida em 990 pL de agua destilada e a absorbancia da solucao foi
medida a 690 nm (Quimis U2M). O valor da absorbancia (ABS) foi inserido numa
equagdo, obtida por meio da curva padrio (1> = 0,9999), preparada com piocianina com

grau de pureza >98% (Sigma-Aldrich).

[PYO] = [(ABS — 4x107%) + 8,9968 (Eq. 1)
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3.5 Obtencao da piocianina

A piocianina foi exaustivamente extraida com cloroférmio como descrito no item
3.4, porém a razdo inicial de meio e cloroférmio foi maior, 2:1, uma vez que o propdsito
foi conseguir maior quantidade de pigmento. As aliquotas obtidas do sobrenadante do
meio de producao foram filtradas a vacuo. Ao filtrado foi adicionada solu¢ao de Na>SO4
(10 mg/mL) com intuito de remover umidade. Em seguida foi tratada em papel de filtro
analitico Whatman n° 1, eliminando o solvente por rotaevaporacio (Buchi Rotavapor®,

R-3). O produto obtido era um p6 de coloragdo azul intensa e brilhante.

3.6 Caracterizacio quimica do pigmento produzido

Cerca de 1 mg da amostra (mistura dos pigmentos dos dois isolados) foi tratada
com solugdo de agua destilada-metanol grau HPLC (1:1), obtendo-se cerca de 250 ng/mL
de pigmento. A caracterizacdo quimica deste produto foi realizada pelo Laboratério
Multiusuario de Caracterizagdo e Analises (LMCA-UFPB), empregando espectrometria
de massa de baixa resolucdo (Bruker, lon Trap-amaZonX), com infusdo direta da amostra
por ionizagao por eletrospray (ESI), em equipamento com as seguintes especificagoes:
capilar 7 kV, bloqueio de saida -200 V, saida 140 V, ESI no modo negativo e positivo,
offset da placa final -500 V, nebulizador 8 psi, atmosfera de nitrogénio seco com fluxo de
5.0 L/min e temperatura de 220°C. Os espectros (m/z 50-1000) foram registados a cada 2

segundos.

3.7 Determinacao da concentracio celular e da taxa de crescimento

Os isolados de P. aeruginosa foram semeados em agar cetrimida como descrito
no item 3.2. O volume de 100 pLL do in6culo foi transferido para o frasco contendo 200
mL de caldo King A, suplementado com bagaco de malte de cerveja 2% (m/v). A
incubacdo ocorreu sob agitacdo de 150 rpm a 29 °C. Para determinagdo da curva de
crescimento e tempo de geragcdo foram coletadas em triplicata, aliquotas de 500 pL nos
tempos: 0, 2, 4, 6, 8, 12, 18, 24, 30, 36, 48, 60 ¢ 72 horas. Ao material coletado foram
adicionados 500 pL de solucdo de glicerol 40%. Os mesmos intervalos foram utilizados
para coleta de 1000 uL para os ensaios destinados a cinética da producdo de piocianina.
Os microtubos foram mantidos a -20°C. A concentragdo celular média foi determinada
por densidade optica (OD) a 600 nm (CAWLEY et al., 2019), construindo um grafico
de crescimento em funcao do tempo. A taxa de crescimento foi calculada por intervalo

de tempo como descrito e expresso por Sezonov et al. (2007). As relagcdes da ODeoo
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entre a massa e concentragao celular média foram calculadas segundo Kim et al. (2012),
em que 1 unidade de densidade optica (600 nm) da suspensdo de P. aeruginosa equivale

a 2,085 mg/mL e 2,4x10® células/mL, respectivamente.

3.8 Parametros cinéticos

Foram determinados trés parametros: produtividade maxima de células (Qpcel),
produtividade méxima de piocianina (Qppyo), € 0 coeficiente de rendimento (Ypx),
empregando as Equacdes 2 a 4 (BUHLER et al., 2013):

Qpeel = [(Xt — Xi0) + (t-t0)] (Eq. 2)

Em que: X; — maxima formacdo de biomassa no tempo t, X — biomassa no
tempo 0, t — tempo para atingir valor maximo da biomassa e to — tempo inicial do
cultivo.

Qppyo = [(Pc—Po) = (t-to)] (Eq. 3)

Em que: Pt — maxima concentragdo de piocianina no tempo t, Pyo —
concentragdo de piocianina no tempo 0, t — tempo para atingir valor maximo da
concentracdo de piocianina e to— tempo inicial do cultivo.

Ypx = [(P1 — Po) ~ (UA1-UAy)] (Eq. 4)
Em que: P; e Po — concentracdo final e inicial de piocianina e UA; e UAg —

unidade de absorbancia no tempo final e inicial, respectivamente.

3.9 Tingimento da fibra

Inicialmente o tecido foi imerso em &agua destilada a 50°C por 30 min para
remog¢ao das impurezas. Posteriormente foi enxaguado e seco a temperatura ambiente e
cortado em amostras medindo 1 cm de largura por 1 cm de comprimento (LV et al.,
2012).

O protocolo do tingimento foi conduzido como descrito por Kramar et al.
(2014) pelo método da exaustdo. As solugdes de tingimento foram preparadas diluindo
as quantidades correspondentes ao tom desejado em solucdo etanol/agua 1:1 v/v em pH
8, ajustado com solucao de NaHCO3 1,5 mol/L, sob agitacdo continua por 10 min a
40°C. A mistura dos pigmentos produzidos por TGC02 e TGCO04 permitiu preparar dois
tons de azul, correspondentes a 100 e 50 pg/mL de piocianina em solucdo
hidroalcéolica. Em seguida, amostras de tecido, umedecidas com agua destilada foram
adicionados e agitadas a 40 °C por 5 min. O processo continuou com o aumento gradual

da temperatura para 85 °C dentro de 15 min e depois mantido por mais 60 min. Ao final,
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resfriou-se a 40 °C por 5 min e procedeu-se uma cuidadosa lavagem e enxdgue com

agua destilada morna e deixadas para secar a temperatura ambiente.

3.10 Determinac¢ido do percentual de absor¢iao do pigmento

As amostras foram submetidas ao tingimento empregando NaHCOs (0,05g/g de
tecido) como mordente. Para isso, amostras de 1g das fibras foram imersas em 50 mL
da solucdo de piocianina, na tonalidade pré-definida, como descrito no item 3.9. As
amostras foram deixadas em repouso por uma noite a temperatura ambiente. ApOs,
foram lavadas com agua fria e deixadas para secar ao sol (CHADNI et a., 2017). Para a
determinagdo do percentual de absorcdo do pigmento nas fibras, foi medida a ODggo da

solucdo de tingimento, antes e apds o procedimento, aplicando a Equacao 5.

Y0abs = [(OD690 antes — ODs90 ap(')s) + ODg9o antes] x 100 (Eq 5)

3.11 Determinacio do potencial de exaustio do tingimento
Para determinar a extensdao da exaustao do pigmento, foram medidas as ODe9o
da solugdo de tingimento, antes e apds o tingimento a quente, realizado como descrito

no item 3.9. O percentual de exaustdo foi calculado empregando a Equacgao 6 (LV et al.,

2012).

Yoexaustio = [(OD690 antes — ODe90 apo's) + ODg9o antes] x 100 (Eq 6)

3.12 Determinacio da cor aparente apos lavagem

A cor aparente foi determinada nas amostras tingidas apos lavagem com
solugdo detergente neutro 0,5% (v/v) a 40 °C por 30 min, enxdgue com agua destilada
morna e secagem a 60 °C (ABNT, 2010). Para codificagdo hexadecimal (#) e
representacdo da cor aparente nos formatos RGB (red, green and blue) e XYZ (matiz,
saturagdo e brilho), foi utilizado o densitdmetro FalaCor® versdo 1.6.1. As amostras
tingidas foram dispostas em um suporte com uma lampada de LED branca (Nitrolux®,
12V, 2,4W/m, 50-60 Hz), disposta a 10 cm de distancia da amostra, de modo que os
feixes incidiram a 90° e as imagens foram produzidas com um aparelho celular

(Motorola, g(6) play) num angulo de 45° da amostra.
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4 RESULTADOS
4.1 Ensaio para verificacio da viabilidade dos isolados

Houve produg¢do de piocianina pelos isolados TGC02 e TGCO04, contudo, nos
frascos com presenca do bagaco de malte de cerveja, a produgdao do pigmento foi
significativamente maior (Tabela 1), representando um incremento de mais de trés vezes

para ambos isolados.

Tabela 1 — Produgao de piocianina pelos isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa

Meios de producao

Isolado Caldo Caldo King A
King A modificado

TGC02 17,8+0,1 58,2+0,1

TGC04 16,9+0,1 58,3+0,1

Visto que nao houve diferencas com relagdo a producao de pigmento entre os
isolados TGCO02 e TGCO04, ambos foram considerados para este trabalho. O meio de

produgdo selecionado foi caldo King A, suplementado com bagago de malte de cerveja
2% (m/v).

4.2 Producio e caracterizacio de piocianina
Foram produzidos cerca de 30 mL de solucao de piocianina com concentragao
de 585 pg/mL. Para isto, foi gasto aproximadamente 2000 mL de cloroférmio. A Figura

4 ilustra os aspectos da amostra diluida, destacando a marcante coloragdo azul.

Figura 4 — Aspectos da piocianina diluida em cloroférmio (A) e agua destilada (B)

Crédito das fotos: Bianca Oliveira (A) e o autor (B)
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A Figura 5 representa a caracterizacdo molecular da amostra do pigmento
obtido. No eixo das abcissas estdo os valores de massa (m/z) e no eixo das ordenadas, a
intensidade relativa (razao entre intensidade do pico e o pico base). Foram observados
pequenos ruidos € um pico maior medindo 210,8909 m/z, sugestivo da piocianina como
o composto majoritario da amostra (MM PYO = 210,23 g/mol). Foi possivel também
identificar um precursor medindo 211,8817 m/z, valor aproximado ao do precursor da

piocianina em analises espectrais (211,0870 m/z).

Figura S — Espectro fragmentado da amostra do pigmento (250 ng/mL)
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Imagem produzida pelo equipamento. PYO - pyocyanin

4.3 Parametros cinéticos

Houve crescimento satisfatorio dos isolados TGC02 e TGC04 e o tempo de
duplicacdo durante o crescimento nas primeiras 24 h foi cerca de 3,5 h. Os valores
maximos de piocianina foram alcancados com 72 h de bioprocesso, coincidindo
também com os valores maximos de densidade Optica.

Os parametros escolhidos para caracterizar fisiologicamente as células foram o
nimero de células por mililitro e a massa celular média, calculada em unidades
arbitrarias, proporcionais a ODsoo. Assim, os resultados também foram similares para os
isolados TGC02 e TGCO04: a populagio inicial a partir do inéculo foi de 10° células/mL,

aumentando cem vezes até o fim do ensaio. Isto representou uma massa celular média
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de 0,082+0,001 mg/mL, incrementada em 9 vezes para TGCO02 (0,739+0,012 mg/mL) e
9,5 vezes para TGC04 (0,773+0,015 mg/mL).
As Figuras 6 e 7 ilustram as curvas de crescimento celular e da producdo de

piocianina ao longo de 72 h de bioprocesso.

Figura 6 — Curva de crescimento e producao de piocianina por TGC02
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Figura 7 — Curva de crescimento e produgdo de piocianina por TGC04
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A concentragdo maxima de piocianina produzida pelos isolados selvagens P.
aeruginosa TGC02 e TGCO04 foi respectivamente, 65,8+0,1 e 70,2+0,1 pg/mL. Um
aumento significativo na sintese do pigmento ocorreu a partir de 36 h de incubagao.

Para uma melhor visualizagdo da relagdo entre a cinética de producdo de
piocianina com os estagios de crescimento dos isolados de P. aeruginosa, foi calculada
a taxa de crescimento de TGC02 e TGCO04, por meio da variacdo da ODeoo para cada

intervalo de 12 h (Figura 8).

Figura 8 — Taxa de crescimento dos isolados

Pseudomonas aeruginosa TGC02 e TGC04
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A linha escura com circulo representa isolado TGC02 e a linha clara com o quadrado, o
isolado TGC04

Por considerar a variagdo de dois parametros: absorbancia e tempo, a
representacdo grafica da taxa de crescimento ¢ uma curva descendente, em que o
comportamento da linha no inicio representa as variagdes mais pronunciadas,
relacionadas as fases iniciais de crescimento apo6s inoculagdo. Por outro lado, a
estabilidade populacional alcancada no final da fase logaritmica e caracteristica da fase
estaciondria, a variacao se torna mais sutil. Assim, foi possivel verificar que a partir das
36 h de incubacdo, quando os valores de piocianina comecaram a aumentar
significativamente, TGC02 e TGC04 comecavam a entrar na fase estaciondria.

Adicionalmente, o intervalo entre 36-60 h foi crucial, uma vez que a concentragdo de
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piocianina pareceu modular a multiplicacdo celular. Contudo, os isolados TGCO02 e
TGCO04 ainda se encontravam na fase estacionaria ao final do experimento.

Os parametros cinéticos avaliados neste estudo se encontram na Tabela 2. Por
ter apresentado um tempo de geracdo menor, o isolado TGCO04 obteve os maiores
valores de produtividade maxima de células, produtividade maxima de piocianina e

coeficiente de rendimento, comparados ao isolado TGCO02.

Tabela 2 — Parametros cinéticos da producao de piocianina

pelos isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa

Ensaio TGCO02 TGC04

Qpeel (mg/L.h") 9,13 x1073+0,02 9,74 x10°+0,01
Qppyo (ug/mL.hY)  0,93+0,01 0,99+0,01

Ypx (ug/mL.UA™")  212,38+0,01 240,83+0,01

g (h) 3,76+0,04 3,59+0,02

Qpeel — produtividade maxima de células; Qppyo — produtividade maxima
de piocianina; Ypx — coeficiente de rendimento; g — tempo de geragdo nas
primeiras 24h

4.4 Tingimento do tecido

Foram produzidas duas tonalidades com a piocianina disponivel. Nas Figura 9
e na Tabela 3 estdo apresentados o aspecto das solugdes de tingimento, bem como as
descrigdes sistemadticas das cores aparentes, produzidas com 50 e 100 pg/mL de

piocianina.

Figura 9 — Piocianina diluida em solugdo hidroalcéolica 1:1 (v/v) em pH 8,05

Loopgmi. | S,

Fonte: autor
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Tabela 3 — Descricao sistematica da cor aparente obtida das solugdes de piocianina

Cor PYO Hex RGB XYZ
- 100  #016B93 1,107,147 0.1046, 0.1262, 0.2905

50 #69A2B5 105,162,181  0.2697, 0.3217, 0.4778

PYO - piocianina (ng/mL), Hex — codificacdo hexadecimal
RGB - sistema red, green, blue; XYZ — Sistema matiz (X), saturacdo (Y) e brilho (Z)

O algodao foi a fibra que melhor adsorveu o pigmento apds o tratamento,
produzindo duas tonalidades de azul, sem sofrer alteragdes significativas apds lavagem
e secagem. O oposto foi verificado na fibra de poliéster/elastano. A adsor¢do do
pigmento foi baixa, influenciando na solidez da cor, cuja percepcao a luz branca foi de
um lilas-azulado muito palido. A figura 10 apresenta os resultados do processo de

tingimento.

Figura 10 — Aspecto das fibras de algodao e poliéster/elastano tingidas com piocianina

fibra natural fibra sintética

controle 50 pg/mL 100pg/mL controle 50 pg/mL 100pg/mL

Fonte: autor

As descrigdes sistemdticas das cores aparentes produzidas com as fibras

testadas estdo sumarizadas nas Tabelas 4 ¢ 5.

Tabela 4 — Descrigdo sistematica da cor aparente obtida na fibra de algodao

Cor Hex RGB XYZ Piocianina

- #0B91DO0 11,145,208  0.2007, 0.2420,0.4780 100 pg/mL

#69A2B5 105,162,181 0.2697,0.3217, 0.4778 50 pg/mL

#FFFFFF 255,255,255 0.9642, 1.0000,0.8252 Controle

Hex- codificacdo hexadecimal, RGB — formato red, green, blue; XYZ — formato matiz, saturacdo e
brilho
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Tabela 5 — Descricao sistematica da cor aparente obtidas na fibra de poliéster/elastano

Cor Hex RGB XYZ Piocianina

#EBEEFF 235238255 0.8346 0.8584 0.8088 100 pg/mL

#69A2B5 105162 181  0.2697 0.3217 0.4778 50 pg/mL

#FEFEFE 254254254 0.9556 0.9911 0.8179 Controle

Hex- codificacdo hexadecimal, RGB — formato red, green, blue; XYZ — formato matiz, saturacdo e
brilho

Nos resultados apresentados nas Tabelas 6 € 7 observa-se que a piocianina teve
mais afinidade com a fibra de algoddo do que com a sintética, tendo sido mais funcional
a primeira. Os tons variaram em fun¢do da concentracdo aplicada. A maior retengdo de
pigmento ¢ representada pelos maiores valores percentuais de absor¢do e do potencial

de exaustdo, em comparagao a fibra de poliéster/elastano.

Tabela 6 — Parametros do tingimento da fibra de algodao (ODe9o)

—

Piocianina (ng/mL) 100 50
Absorcao do pigmento (%) 65,0£0,2 47,2+0,1
Potencial de exaustao (%) 77,5+0,1 75,3+£0,3

Tabela 7 — Parametros do tingimento da fibra de poliéster/elastano (ODsoo)

Cor

Piocianina (ng/mL) 100 50
Absorcao do pigmento (%) 11,4+0,2 3,8+0,5
Potencial de exaustao (%) 36,8+0,3 28,6+0,2
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5 DISCUSSAO

5.1 Producio da piocianina

Certas caracteristicas dos pigmentos naturais, tais como, biodegradabilidade,
ndo carcinogenicidade e baixa toxicidade fazem deles uma fonte atraente para uso
humano (JOSHI et al,, 2003). Embora o preco do biocorante ainda ndo seja
comercialmente competitivo: 1 mg de piocianina custa entre US$ 90-130, o uso
industrial de pigmentos bacterianos aumentou muitas vezes nas ultimas décadas por
conta das diversas vantagens sobre os compostos sintéticos (DUFOSSE, 2006).

Apesar disso, o uso de corantes ainda domina o movimento no mercado. O
gasto com cerca de 1,5 milhdes de toneladas de corantes e seus precursores, produzidos
e consumidos no inicio do século XXI custou cerca de US$ 23 bilhdes para a industria
(MAPARI et al., 2005). O maior setor consumidor de corantes ¢ o de alimentos
(SHARMA, 2014; NAGPAL et al., 2011), seguido pela industria cosmética (EL-
BANNA et al., 2012; DURAN et al., 2012). Em comparacao, o uso de pigmentos na
industria téxtil ¢ menor que os dois primeiros setores citados, contudo, representa uma
parcela significativa. Seguindo a ldgica, a maioria dos corantes da industria téxtil ainda
¢ de origem sintética, evocando preocupagdes em termos dos riscos a saude e dos
impactos ambientais que podem causar, tornando cada vez mais limitante sua utilizacao,
encorajando interesse pela bioprospeccdao (NUMAN et al., 2018).

A principal abordagem em termos da producdo de pigmentos bacterianos se
baseia na estratégia do quorum sensing, isto €, mecanismo que modula a resposta da
bactéria as células vizinhas baseada no controle da expressao génica em funcdo da
densidade celular. Esta resposta ¢ produzida pelo acumulo de moléculas autoindutoras
produzidas em concentragdes basais e assimiladas pelas células proximas num processo
de sinalizacdo e comunicacdo celular (RAINA et al., 2011). Assim, pigmentos
comercialmente desejados podem ser superproduzidos por meio da indugdo da
comunicagdo celular. Sao fornecidos os nutrientes minimos requeridos pela bactéria e
maior quantidade de autoindutores (RAINA et al, 2011). Isto pode otimizar a
produtividade e o rendimento do processo, como foi observado em alguns estudos para
obtengdo de prodigiosina (THOMSON et al., 2000) e violaceina (McCLEAN et al.,
1997).

Neste contexto, baseado na premissa de que a presenca da piocianina pode

organizar a popula¢do e sincronizar a expressdo de genes que promovem a sintese de
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mais piocianina (VAN DER BERGE et al., 2015), sua presenca no meio utilizado no
pré-indculo visou garantir que o pigmento estivesse presente no momento da introducao
do indculo, bem como permitiu o aumento gradual da concentracdo de piocianina ao
longo das 72 h seguintes de incubacao. Para isso, o agar cetrimida foi utilizado como
meio de preparacdo do pré-indculo, uma vez que esse meio de cultura possui dois
componentes importantes, os quais podiam estimular a sintese de piocianina nos
isolados TGCO02 e TGCO04: o primeiro, glicerol, composto mandatorio nos meios para
obten¢do de piocianina (LEISINGER ¢ MARGRAFF, 1979) e o segundo, brometo de
cetiltrimetilamonio, que age como um detergente cationico, liberando seletivamente
nitrogénio e fosforo para Pseudomonas aeruginosa (LOWBURY e COLLINS, 1955).

O fosforo, na forma de PO4>, ¢ o nutriente crucial para regulacio de diferentes
metabolitos secundarios em microrganismos e especialmente, P. aeruginosa ¢ muito
sensivel a variacdo da concentracdo do ion fosfato (WHOOLEY e McLOUGHLIN,
1982). Valores limitantes de fosfato implicam redugdo de energia e a piocianina age
como uma resposta contra o estresse nutricional, regulando a concentragdo intracelular
de ATP (TUNER e MESSENGER, 1986). Este ¢ um dos mecanismos propostos para
uma das suas maiores caracteristicas exibidas pela P. aeruginosa: versatilidade,
resiliéncia e persisténcia em ambientes com elevadas pressdes seletivas (MORADALI
etal., 2017).

Materiais ndo convencionais e¢ de baixo custo, por exemplo: chifre de carneiro
(KURBANOGLU et al.,, 2015), glicerol bruto obtido da producdo de biodiesel
(BUHLER et al., 2013) e residuos de origem agroindustrial sio reportados como
substratos alternativos potenciais para a producdo de diferentes pigmentos microbianos
(CHADNI et al., 2017; ARULDASS et al., 2015; BHARATHI et al., 2011; SAENGE et
al., 2011). Ressalta-se que o aproveitamento de residuos, no contexto do emprego de
substratos ndo convencionais como fontes de carbono e energia, permite destinagao
mais nobre a estes materiais. Em complemento, o uso destes substratos pode desvelar
outros impactos positivos, tais como a reducdo de custos. E, no contexto deste trabalho,
a ressignificacdo de residuos da industria cervejeira artesanal.

Para a producdo de piocianina, o reuso de residuos como substrato ja foi
demonstrado. Oliveira et al. (2019) obtiveram entre aproximadamente 20 e 60 ug/mL do
pigmento, estudando diferentes concentragdes de bagaco de malte de cerveja.
Adicionalmente, Cavalcanti et al. (2017) observaram produgdo de piocianina em

reatores contendo tortas de amendoim, algoddo e gergelim durante a remocdo de
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hidrocarbonetos por P. aeruginosa no solo. Este achado atribuiu a piocianina uma
possivel participacdo nos mecanismos utilizados pela bactéria durante a assimilagao de
compostos recalcitrantes como fontes de carbono e energia, possivelmente associado
aos mecanismos de quorum sensing para sintese de biossurfatantes e outros agentes
tensoativos (DAS e MA, 2013; VIANA et al., 2018).

Os carotenoides sdo os compostos mais investigados no contexto da producao
de biocorantes para a industria téxtil (KRAMAR et al., 2014). Na extensa literatura
consultada, ndo hé praticamente referéncia direta a exploracdo da piocianina com fins
de coloragdo de fibras. Apenas um estudo identificou um pigmento descrito como
solivel em cloroférmio, de cor azul, produzido apo6s 48 h de incubacdo a 37 °C, durante
a fase estaciondria de uma bactéria isolada de solo contaminado por petréleo. O
manuscrito ndo apresentou detalhes sobre a identificacdo da bactéria, tampouco da
caracterizacdo do pigmento, mostrando apenas um espectrograma com Amax= 380 nm
(CHATTERJEE e BHOWAL, 2016).

Apesar das poucas informagdes prestadas pelo estudo, as caracteristicas
descritas sugerem que o organismo em questdo se tratava de P. aeruginosa € o
pigmento, a piocianina. Numa das primeiras investigacdes mais aprofundadas sobre a
produgdo do pigmento, foi descrito que na sua forma oxidada (azul), o composto exibiu
bandas de absor¢do com Amax entre 238-311 nm (KURASHI, 1958). Mais de meio
século depois, o melhoramento da acurédcia das técnicas e equipamentos, permitiu a
identificacdo do Amax= 380 nm e um segundo, mais baixo, por volta de 700 nm,
relacionado as formas protonada e ionizada do pigmento (MOAYEDI et al., 2017;
MULLER, 2011).

Na caracterizacao do pigmento realizada para o presente trabalho, a presenga
do maior pico em 210,89 m/z foi indicativa de piocianina, cuja massa molecular ¢ um
valor relativamente proximo, 210,23 g/mol (VIPIN et al., 2017). Os ruidos relativos a
sensibilidade do equipamento na identificagdo de analitos complexos, como os extratos
naturais sdo caracteristicos, podem justificar esta diferenca. Contudo, os estudos que
utilizam uma transi¢do de m/z para caracterizar a identidade de um analito sao
considerados autoconfirmativos, uma vez que o analito pode ser identificado pela
relacdo m/z, cujo padrdo também analisado, permite conhecer o tempo de retencao
caracteristico do determinado composto (WATSON e SPARKMAN, 2007).

O aparente desinteresse pela piocianina como pigmento téxtil pode estar

associado a condicao de oportunista creditada a P. aeruginosa. Entretanto, cabe ressaltar
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que pigmentos extraidos de microrganismos patdégenos ou de plantas e animais
venenosos nao sao 0s responsaveis por essas caracteristicas, embora alguns casos, certos
pigmentos sdo associados aos fatores de viruléncia do microrganismo produtor, como
no caso da piocianina (MORKUNAS et al., 2012).

Cabe ressaltar que para um determinado organismo produtor de pigmento,
estes metabolitos estdo associados a fendmenos com muito mais importancia. Fungdes
importantes as células sdo realizadas por estes pigmentos, como por exemplo, prote¢ao
e suplantagdo dos estresses ambientais (ABAD et al., 2010; HASSETT et al., 1992),
além de atividades fisiologicas importantes como a fotossintese (MOORE et al., 2020).
Em complemento, os pigmentos podem também servir como sinalizagdo biologica para
uma complexa diversidade de interacdes entre diferentes organismos (LI e NIZET,
2009). Esta sinalizacdo pode orientar uma infinidade de informacdes, seja por exemplo,
perigo para possiveis predadores (LEV-YADUN, 2016), seja dominancia (PEREZ-
RODRIGUES, 2017) ¢ até conspicua® de parceiros sexuais (KEMP et al., 2012)

Determinados pigmentos naturais também demonstram atividade bioldgica
e/ou farmacologica, podendo ser considerados potenciais agentes para aplicagdo em
diversas func¢des que nao apenas como agente de cor. Dentre as fungdes exploradas em
biocorantes se destacam: acdo antitumoral (YADAV et al., 2014), antioxidante
(GUYOMARC’H et al, 2000), imunorreguladora (ANTONISAMY e
IGNACIMUTHU, 2010), anti-inflamatéria (KANG et al., 2011), protetora contra
radiacao ultravioleta (KIM et al., 2007), antiparasitaria (ARUN e SINGH, 2013),
antimicrobiana (MELLOUILI et al., 2003) e antibiofilme (BONIFACIO et al., 2020).
Em complemento, a avaliacdo in silico sugeriu uma atividade antiviral potencial de
alguns pigmentos, como o caso da prodigiosina, cuja atividade ocorre por meio de

interacao proteina-ligante (SURYAVANSHI et al., 2016).

5.2 Parametros cinéticos

Em condi¢des 6timas de incubagdo, a producdo de piocianina em meios
sintéticos, especialmente King A, ocorre a partir de 48 h apos o inicio do crescimento,
coincidindo com o final da fase logaritmica e o inicio da fase estacionaria (CABEEN,
2014). Entretanto, diante escassez e estresse nutricional, ¢ comum para que P.

aeruginosa mantenha seu crescimento, a piocianina seja produzida em niveis basais

3 Identificagdo da diferenciagdo de géneros pelas cores, como ocorre em aves e artropodes, por exemplo
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(DAS e MANEFIELD, 2012). Isto permite a conservagao da viabilidade, uma vez que o
pigmento regula a concentragdo de ATP intracelular (McDERMOTT et al., 2012).

Embora determinados estresses ambientais ndo favorecam a P. aeruginosa
durante as fases de crescimento, a piocianina exerce um importante papel relacionado a
adequacdo da viabilidade celular em um ambiente estressante, bem como de sua
colonizacdo e permanéncia. Neste cenario, ¢ sugerido que a piocianina seja reconhecida
como um metabélito multifuncional (OZCAN e KAHRAMAN, 2015), ou ao menos
assumir que, embora seja um metabodlito secundario por ser produzido tardiamente, a
importancia primaria deve ser reconhecida, uma vez que o pigmento consegue
sincronizar as células em resposta a um estado fisiologico particular (DIETRICH et al.,
2006).

Ressalta-se que a piocianina, por desempenhar diferentes papeis fundamentais
a P. aeruginosa, ndo se enquadra na definicao classica do termo metabolito secundario,
isto ¢, molécula de baixa molecular produzida durante a idiofase, quando o crescimento
¢ limitado pela exaustdo nutricional, contudo ndo estd envolvida diretamente no
metabolismo, no crescimento ou na reproducao de seus produtores (PATHMA et al.,
2011). Na era das 6micas, um conceito mais abrangente para os metabolitos secundarios
estd emergindo, especialmente por considerar a diversidade de compostos produzidos
por uma Unica espécie, bem como da importancia ecologica que exercem nas interagdes
microbianas (TYC et al., 2017).

A produgao de piocianina também ¢ regulada por comunicagdes quimicas
dependentes de concentracdo celular usados para coordenar comportamentos em grupo
(BORGES et al., 2018; LI et al., 2017). Em razao disto, o tempo de duplicagdo ¢ um
fator importante para P. aeruginosa. Sob condi¢des controladas de crescimento, a
bactéria pode duplicar a populagdo entre cerca de 3-6 h (TAMAGNINI e GONZALES,
1997). O tempo de duplicacdo dos isolados selvagens deste estudo coincidiu com o
intervalo tedrico, alcangando entre 3,0-3,5 h, valores préximos aos observados por
Viana et al. (2017) e menores aos obtidos num estudo de competicdo entre P.
aeruginosa e bactérias coliformes (VASCONCELOS; LIMA e CALAZANS, 2010).

A quantidade de piocianina pode ser varidvel para uma mesma linhagem ou
isolado, submetida as mesmas condigdes de incubagdo, em diferentes ocasides. Isso
possivelmente relaciona-se aos possiveis estresses a que as bactérias sdo expostas
quando mantidas em laboratério (GARAY-ARROYO et al., 2004). Em meio aquoso, ao

qual incluem o caldo King A, com formulacdo original ou modificada, podem ser
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obtidos entre 0,31 até¢ 80 pg/mL de piocianina (HASSANI et al., 2011; EL-SHOUNY;
AL-BIDANI ¢ HAMZA 2011). Contudo, diversos estudos relatam uma média de
produgdo entre aproximadamente 10 e 65 pg/mL (OLIVEIRA et al., 2019; VIANA et
al., 2018; DAS e DAS, 2015; EL-FOULY, 2015; BARAKAT et al., 2015). Ressalta-se
que as obtencdes de concentragdes acima de 60 pg/mL de piocianina foram conseguidas
aumentando o tempo de incubacdo para 96 ou até 120 h, bem como incrementaram-se
os meios com maiores concentragdes de peptona (AGRAWAL e CHAUAN, 2016;
GHARIEB et al., 2013). Esta estratégia ¢ contraria ao aplicado no presente trabalho,
uma vez que repetidas operagdes de extracao e concentracao permitiram a obtencao de
uma quantidade significativa de pigmento.

A maxima producdo de células ocorreu por volta de 60 h, num processo de
estabilizacdo da populagdo iniciado por volta de 48 h de incubagdo, enquanto a
piocianina continuou sendo produzida. Além disso, a associagcdo entre o crescimento
celular com a produgdo de piocianina entre 8 e 72 h sugere que TGC02 e TGC04
utilizaram o substrato tanto para a formagdo de biomassa, como para a produgdo de
pigmento. Esta observacdo também foi reportada num estudo prévio (SAHA;
THAVASI e JAYALAKSHMI, 2008). A maxima producao de biomassa foi alcancada
em 66 h de processo e permaneceu estdvel enquanto a piocianina continuou sendo
produzida até 72 h. Os autores atribuiram a manutencao da estabilidade da populagdo, a
variacdo de fenazinas produzidas durante a fase de crescimento, em respostas aos sinais
difundidos no meio.

A massa celular média ¢ um pardmetro conhecido por variar bastante em
fungdo do meio de cultura empregado e essa variagdo ¢ maior nos meios de
enriquecimento. A diferenca entre a massa celular média, de um meio rico para um
meio pobre em nutrientes, pode exceder um fator 5 vezes durante a fase estacionaria
(KUBITSCHEK, 1974; SCHAECHTER; MAALOE e KIJELDGAARD, 1958).
Contudo, a determinacdo da massa celular média ¢ um indicador sensivel do estado
fisiologico das células (KIM et al., 2012). Quando a ODeoo se aproxima de 0,3 (=10’
células/mL), o crescimento se torna desequilibrado, marcado inicialmente por uma
repentina inclinagdo da curva e geralmente indicando um estado estacionario, que
continua até a saturacdo, quando ocorre reducdo da taxa de crescimento, culminando
numa curva decrescente, marcando também o final da fase estacionaria (SEZONOV et

al., 2007).
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Todavia, a reducao da concentragdo celular média nem sempre esta relacionada
apenas ao empobrecimento gradual de nutrientes no meio. O acimulo de metabolitos ¢
um segundo fator associado a inibicdo ou a desaceleragdo da taxa de crescimento
(PINHAL et al., 2019). Neste contexto, sugere-se que a piocianina também pode
modular o crescimento de P. aeruginosa a partir dos estagios finais da fase logaritmica
e inicio da fase estaciondria. Neste estudo, isto parece ter ocorrido quando a
concentragdo do pigmento se encontrava por volta de 60 pg/mL.

Esta hipotese ¢ sustentada por resultados de estudos prévios (DAS e DAS,
2015; DANTAS et al., 2013; DIETRICH et al., 2006). Sugere-se que o fendmeno ¢
diretamente relacionado a formagdo do sistema de transporte de ions, bem como
geracdo de CN, produto do metabolismo da glicina (LUNDGREN et al., 2013). Ainda
ndo esta claro o papel do ion cianeto para a bactéria. Como fator de viruléncia, o CN™ ¢
extremamente toxico e se liga irreversivelmente ao terminal das oxidases da cadeia
respiratéria, inibindo a respiracdo aerdébica (LENNEY e GILCHRIST, 2006).

A piocianina também promove aumento da expressdo de genes e operons que
funcionam no transporte e controle redox, assim como diminui a expressao de genes e
operons envolvidos na aquisi¢io de Fe**. Em contraste, a reducio da expressdo de
piocianina também permite que as células ndo sejam fisiologicamente perturbadas (EL-
FOULY et al., 2015).

Cabe destacar que P. aeruginosa possui um sistema de resisténcia ao estresse
oxidativo, bem como para os efeitos toxicos causados pela piocianina nas células
sensiveis ao pigmento. A ativacdo desse mecanismo ¢ associada a concentracdo de
fosfato intracelular. De forma breve, ocorre a expressdo de catalase, superdxido
dismutase e oxidorredutases, que promovem um ciclo redox mediado pelo NADPH,
neutralizando a piocianina de seu estado protonado e com isso, balanceando o meio
intracelular, mantendo a célula estdvel no ambiente e prolongando seu estado
estacionario (HASSET et al., 1992). Existe igualmente um mecanismo para evitar os
efeitos toxicos do cianeto. A bactéria parece fazer uso de mecanismos ativos de
desintoxicacdo e sintese da cadeia respiratoria, na qual as oxidases sdo insensiveis ao

CN™ (CUNNINGHAM e WILLIAM, 1995).
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5.3 Processo de tingimento

A cor de um determinado produto ou material ¢ o primeiro, o mais importante
€ 0 mais prazeroso parametro atribuido pelo observador. Isso deve ser visto mais além
do que um mero valor estético e sensorial de determinado produto, porque sobre a cor
estdo atribuidas percepgdes importantes associadas a seguranca, frescor, aceitacdo,
reconhecimento, pertencimento e decisao (TULI et al., 2015).

As malhas sdao formadas pelo entrelagamento do fio consigo mesmo, num
processo denominado por trama ou urdume, quando os fios sdo organizados
longitudinalmente, com lacadas passadas sobre lagcadas, sem ponto fixo de ligagdo entre
eles, atribuindo flexibilidade, elasticidade, porosidade e estabilidade dimensional
(LOBO; LIMEIRA e MARQUES, 2014). As malhas de algodao assumem um
importante lugar em termos da utilizagdo de fibras téxteis naturais pela humanidade, ao
longo da historia. Por mais de 7000 anos, elas foram envoltas de riqueza e exploragdo
humana. O algoddo ¢ um material hidrofilico empregado nos tecidos lavaveis em
diversos fios de malharia. Ele € constituido por cerca de 90-93% de celulose derivada de
Gossypium spp. e exibe diferentes propriedades, pelas quais seu uso ¢ bastante
difundido (LAWS, 2013).

Por outro lado, o poliéster ¢ uma fibra sintética de cadeia longa, com
propriedades hidrofobicas e quimicamente composta por ao menos 85% em peso de um
éster, produto da reagdo de um dalcool di-hidrico e o 4cido tereftalico, derivados de
hidrocarbonetos do petroleo. O material € muito comum no mercado porque ¢ uma fibra
de baixo custo e muito duravel. Além disso, pode ser combinado com diferentes outras
fibras, naturais ou sintéticas, como o elastano. Esta combinagao resulta no aumento da
resisténcia a abrasdao, bem como a durabilidade (GUARATINI e ZANONI, 2000).

Os corantes téxteis sdo substancias que impregnam as fibras reagindo ou nao
com o material durante o processo de tingimento. Nas fibras naturais, especialmente o
algoddo, sdo empregados corantes de diferentes classes, contudo os que apresentam os
melhores resultados sdo os corantes reativos, que se fundem a fibra, e os corantes
diretos, hidrossoltiiveis e que se ligam a fibra por meio de forcas ionicas, interagcdes de
Van der Waals e pontes de hidrogénio. Isto pode explicar os maiores percentuais de
absor¢ao do pigmento e do potencial de exaustdo terem sido observados na fibra de
algoddo, comparada a fibra sintética, que em tese exige um corante com natureza

hidrofébica ou se for um corante hidrofilico, exigird um processamento de forma a se
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apresentar como um sistema de dispersdo, por exemplo, micelas (HU et al., 2012;
CHNG e CHAO, 2007).

Nas fibras sintéticas como o poliéster, os corantes mais empregados sdo do tipo
dispersos. Como o proprio nome sugere, estes corantes sdo dispersdes aquosas ou
suspensoes coloidais que formam solugdes solidas nas fibras. Neste contexto, a
velocidade e o sucesso do tingimento de uma fibra dependem de diferentes variaveis
tanto da fibra, como do agente de cor. As variaveis mais importantes da fibra sdo o tipo
e a permeabilidade. Em complemento, as caracteristicas mais importantes do
corante/pigmento sdo a natureza e as interacdes com a fibra. Estas caracteristicas sao
dependentes de fatores fisico-quimicos cruciais, por exemplo, atragdo elétrica, adsor¢ao
e difusdo do corante, estado de agregacdo, solubilizagdo e ligagdes quimicas, dos tipos
10nica, covalente e de pontes de hidrogénio (GUARATINI e ZANONI, 2000).

O processo de tingimento de uma fibra ocorre em duas fases. Na primeira,
denominada por fase cinética, ocorrem a transferéncia do corante do banho para a fibra,
a adsor¢cdo do composto a fibra e finalmente a difusdo. A segunda fase, termodinamica,
esta relacionada a expansao do corante por todo o espago entre a fibra e o banho até que
o equilibrio seja atingido no sistema (GAMAL et al., 2010; VIEIRA et al., 2009). Isto
estd também relacionado a saturagdo do pigmento a fibra e este fenomeno ¢ governado
pelas isotermas de adsor¢io*, relacdes lineares da concentragio do corante no banho e
na fibra, em uma dada temperatura, finalizado no ponto de saturagdo da fibra
(MACHADO et al., 2014).

Os biocorantes ou pigmentos bacterianos sao aplicados as fibras em processos
semelhantes aos corantes por meio de dois métodos: por banho a quente, do pigmento
extraido de uma célula produtora ou por mergulho a quente, no extrato colorido. A
intensidade da cor pode variar dependendo do tempo de duragdo do banho e do
mergulho, pH e concentragdo do pigmento (RAIANEN, 2018; AHMAD et al., 2011).
Certos pigmentos bacterianos, como por exemplo prodigiosina e violaceina, podem ser
aplicados com sucesso em diferentes fibras naturais e sintéticas, tais como seda,
algodao, 13, nailon, poliéster e fibras acrilicas (VENIL; ZAKARIA ¢ AHMAD, 2013;
ALIHOSSEINI et al., 2008).

4 Relagdo de equilibrio entre a concentragio de determinado material na fase fluida e a concentra¢io nas
particulas adsorventes, em uma dada temperatura
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As fenazinas sdao moléculas hidrofilicas produzidas por muitos géneros
bacterianos e juntos representam todas as cores do espectro visivel (TUNER e
MESSENGER, 1986). Sdo conhecidos mais de 100 tipos de fenazinas e outras mais de
6000 moléculas contendo fenazinas como composto central (PIERSON e PIERSON,
2010). A piocianina ¢ um pigmento com potencial para utilizacdo na industria téxtil
porque nao altera a cor aparente quando submetida as temperaturas altas. Saha; Thavasi
e Jayalakshmi (2008) verificaram esta propriedade por meio de um método simples de
difusdo do pigmento em agar, aplicado ainda com ele no estado liquido. Entretanto, a
variacao da cor da piocianina tem mais relagdo as flutuagoes do pH (BARON e ROWE,
1981).

O desempenho do tingimento depende das propriedades da fibra, bem como do
método aplicado. Além disso, o resultado do tingimento ¢ diferente para cada espécie de
fibra testada (SHIRATA et al., 2000). Infortunadamente, por ndo aprensentarem
afinidade quimica forte a diferentes fibras, o uso de biocorantes, especialmente de
natureza hidrofilica, pode se tornar limitado. Esta caracteristica faz mandatoria a
aplicagdo de mordentes’, tais como sais metalicos, taninos ou 4cidos organicos fracos
que atuam incorporando os pigmentos ao formarem complexos com a fibra,
consequentemente dificultando a remocdo. A depender do mordente empregado, cores
muito fortes podem ser produzidas (WISNIAK, 2004). Uma estratégia mais inovadora
foi testada com algoddo, utilizando copolimeros de PEG-VTES®, que reduziram a
tensdao superficial, permitindo a resisténcia do corante/pigmento a fibra ao longo do
tingimento (CHAO et al., 2012).

Ressalta-se que o bicarbonato de so6dio foi o mordente usado neste estudo,
indicado para fins de tingimento de fibras naturais (YAQUB et al., 2018). Outros
mordentes podem produzir tingimentos com maxima qualidade de coloracao, porém foi
escolhido por sua natureza alcalina, a qual garantiu a manutenc¢ao da piocianina em seu
estado ionizado, percebido pelo olho humano como da cor azul. Embora os mordentes
acidos costumem ser mais eficazes do ponto de vista da producao de cores fortes e
maior solidez, em pH acido (< 4), a piocianina muda para seu estado protonado,
assumindo uma coloragao vermelha (HERIYANTO et al., 2012) e esta cor nao era

desejada para os objetivos do presente trabalho.

> Do latim mordere (morder) em referéncia a agdo quelante
& Combinagdo de polietilenoglicol e viniltrietoxissilano
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Ressalta-se que o uso do bicarbonato de sédio como mordente pode produzir
resultados compraveis aos obtidos quando os 4cidos taninico e oxalico sdo empregados.
Resultados similares também podem ser alcangados com aplicagdo do extrato do tanino,
extraido de sementes de tamarindo (WIN; KHAING e KHAING, 2019;
MARISELVAM et al., 2018).

Os problemas relacionados ao tingimento e solidez da cor da fibra sintética,
com natureza hidrofobica, representada neste estudo pelo poliester/elastano, poderiam
ser resolvidos, por exemplo, utilizando nanosistemas contendo os biocorantes (REN et
al.,, 2017), bem como, de uma forma mais simplificada, realizar uma triagem do
mordente (SINGH e BHARATI, 2015). O sulfato de cobre, por exemplo, ¢ considerado
um dos melhores mordentes na obtengao de bons resultados, em termos de tons fortes
de azul e amarelo. Além disso, garante rapidez durante o tingimento (ZUBAIRU e
MSHELIA, 2015). No entanto, o mordente foi preterido em razdo do apelo ecologico
deste estudo. O cobre ¢ associado a riscos a saude e ao ambiente (FAGNANO et al.,
2020). Além disso, o sal poderia mascarar o resultado final sobre a matiz azul pretentida
apenas com o uso da piocianina.

A cor aparente resultante em ambas as fibras tingidas com piocianina foi entre
o azul claro e o lilds-azulado. Segundo Lobo; Limeira e Marques (2014), a solidez da
cor no tecido ¢ uma propriedade alcancada com o mordente durante o processo de
tingimento. Entretanto, o conjunto das variaveis em todo o processo de tingimento, ou
seja, propriedades da fibra, do pigmento, do mordente e da agua, interferem nos
resultados. Em complemento, a adsorcdo do pigmento numa fibra envolve dois
processos que podem estar diretamente relacionados aos tons atingidos. O primeiro
ocorre pela precipitacdo do pigmento no interior da fibra. O segundo, por meio de
reacdes quimicas entre o pigmento com a fibra. Quanto maior a afinidade quimica entre
os dois, mais fortes as tonalidades se apresentam (SHANG, 2013).

A piocianina é um pigmento muito solivel em d4gua, além de exibir
termoestabilidade a 90 °C por at¢é 72 h, com um ponto de ebulicdo de 350 °C
(HERIYANTO et al., 2012). Por sua natureza hidrofilica, a piocianina tende a se
adsorver melhor as superficies hidrofilicas, como ocorrido no algodao. Por outro lado,
pouco interage com materiais hidrofobicos, representado neste estudo pelo
poliéster/elastano. Adicionalmente, o poliéster ndo apresenta grupos acidos ou basicos,

limitando a fixagdo de corantes, que tendem a nao resistir a lavagem ou sofrem
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sublimacao (GUARATINI e ZANONI, 2000). Isto pode justificar as diferencas
marcantes nas cores aparentes, resultantes nas fibras testadas.

Contrariamente ao obtido por este estudo, Kramar et al. (2014) alcancaram os
melhores resultados, em temos de tingimento, nos tecidos sintéticos. Foram utilizados
dois extratos de coloragao vermelha, isolados de Streptomyces sp. do solo. Os autores
observaram um tingimento muito pobre sobre o algoddo, enquanto o poliéster foi
tingido, ainda que em menor intensidade, ao comparar os resultados das outras fibras
sintéticas testadas: viscose, poliamida, acrilico e triacetato. Os diferentes tons podiam
ser conseguidos, variando o pH. A anélise molecular revelou que os extratos possuiam
derivados de prodigiosina. Os compostos majoritarios eram formados por cadeias
alifaticas conectadas a um corpo de prodigiosina, composto por trés anéis
heterociclicos. Por se tratar de uma mistura complexa e nao uma molécula purificada, os
autores atribuiram isto a pouca adsor¢do do pigmento ao algoddo e a afinidade aos
polimeros sintéticos. Eles ainda fizeram uma ressalva sobre o fato da prodigiosina
extraida de Serratia marcescens quando purificada, pode alcangar funcionalidade com
as fibras naturais, especialmente o algodao.

Identificado, mas nao caracterizado, um novo pigmento, de coloragdo azul
intensa foi apresentado por Fujikawa e Akimoto (2011). Os autores descreveram o
organismo produtor como uma linhagem selvagem de Pantoea agglomerans. A espécie
foi incluida na lista de bactérias habeis em produzir pigmentos azuis ou roxos,
ressaltando o fato de que essas cores sdao muito raras, em termos microbianos.
Especialmente o pigmento foi sensivel a temperatura, variando do azul intenso & um
amarelo-palido, sendo discutido num contexto de aplicacdio como indicador de
temperatura durante a estocagem de produtos sensiveis as alteragdes drasticas de
temperatura, tais como alimentos e insumos farmacéuticos. Contudo, o estudo parece
ndo ter evoluido, uma vez que ndo houve trabalhos em sequéncia, de acordo com a
pesquisa bibliografica levantada, tampouco a molécula recebeu nome, até o
conhecimento da publicagdo desta Dissertacao.

Por outro lado, de Britto et al. (2020) isolaram piocianina num estudo focado
na atividade da molécula como um potencial agroquimico’. De forma secundaria, os
autores aplicaram uma solu¢do do pigmento diretamente sobre amostras de algodao

branco, em seguida lavaram com sabdo e desvincaram a quente, num periodo de 24 h.

7 Molécula bioativa natural com potencial uso como pesticida
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Como resultado desta curiosidade, o resultado foi bastante interessante, uma vez que
foram obtidas cores solidas e duradouras, variando entre tons de rosa, possivelmente
obtida por ndo haver corre¢cao do pH, no entanto, os autores destacam em sua conclusao,
que a piocianina apresenta-se como fonte alternativa para uso como agente de cor para
materiais té€xteis, de origem natural, dotado de forte durabilidade e um interessante
espectro de cores.

Neste contexto, sendo reconhecidas mundialmente as questdes ecoldgicas e
¢ticas, o consenso do mundo de hoje ¢ a garantia de um futuro mais sustentavel,
carecendo de esfor¢os concretos por parte de cada cidaddo. Por razdes oObvias, esta
mudanca de atitude também alcanca a industria téxtil, que deve evoluir e convergir a

tecnologia verde, ambientalmente correta.
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6 CONCLUSOES

X/
L X4

O bagaco de malte serviu como uma boa alternativa de substrato para producao de
biomassa e piocianina com alto grau de pureza;

A piocianina pareceu regular o crescimento celular dos isolados selvagens
Pseudomonas aeruginosa TGC02 e TGC04;

Os isolados TGCO02 e TGCO04 produziram piocianina em quantidade suficiente
para ser preparada duas tonalidades de cor, proporcionais a concentragdo do
pigmento em solucao hidroalcoolica;

A fibra de algoddo demonstrou maior afinidade a piocianina, resultando matizes
azuis solidas;

Nas condi¢des experimentais aplicadas, o biocorante ndo foi ideal para o
tingimento da fibra de poliéster/elastano. Contudo, sugere-se futuras investigacdes
para otimizacdo e melhoramento da funcionalidade da aplicagdo da piocianina

como agente de cor em diferentes fibras, incluindo as sintéticas.
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Abstract: Pyocyanin was the first natural phenazine described. The molecule is synthesized by
about 95% of the strains of Pseudomonas aeruginosa. From discovery up to now, pyocyanin has been
characterised by a very rich and avant-garde history, which includes its use in antimicrobial therapy,
even before the discovery of penicillin opened the era of antibiotic therapy, as well as its use in electric
current generation. Exhibiting an exuberant blue colour and being easy to obtain, this pigment is the
subject of the present review, aiming to narrate its history as well as to unveil its mechanisms and
suggest new horizons for applications in different areas of engineering, biology and biotechnology.

Keywords: bacterial pigments; Pseudomonas aeruginosa; pyocyanase; bioprospecting

1. Introduction

Secondary metabolites are essential requirements for promoting the maintenance and
persistence of producing organisms [1,2]. Bacterial pigments are secondary metabolites
with varied colours, endowed with a heterogeneous molecular structure and low molecular
weight [3]. A large number of bacteria produce pigments which are assigned different
functions, such as photosynthesis [4], protection against ultraviolet radiation [5], iron up-
take [6], ecological interactions with other organisms [7] and participation in the signalling
that modulates gene expressions dependent on cell density [8].

Phenazines are molecules with heterocyclic rings containing nitrogen, which have
different physical and chemical properties based on the type and position of the functional
groups present [9]. In addition, phenazines are synthesized by a limited number of
Bacteria and Archaea. At least 10 types of phenazine occur simultaneously in a single
organism, however more than 50 naturally occurring phenazine have been described, with
an emphasis on pyocyanin, considered the most important compound in the group [10].

Pyocyanin is an exuberant blue-coloured phenazine, produced exclusively by 90-95%
of Pseudomonas aeruginosa strains [11]. Given the physical-chemical and biological prop-
erties of pyocyanin, the molecule has great potential to be applied to different areas of
biology, engineering and biotechnology. The pigment exhibits several advantages, namely:
(1) it is natural, biodegradable and environmentally-friendly; (2) the producing organism
is easy to manipulate and selects the strains with the highest yield, using simple means
of cultivation with low cost substrates; (3) it may be used to produce biomass and; (4) the
collection and extraction processes are quick and simple compared to any other chemi-
cal synthesis process [12,13]. This work presents some considerations about the history;,
chemistry, collection and applications of pyocyanin.

2. History and Chronology of Studies with Pyocyanin

The pigment was first described in 1860 by Fordos, when observing a bluish purulent
sample, from an infection caused by P. aeruginosa. The name of the pigment was proposed
by the combination of Greek words, used to designate pus and the colour blue [14]. Dr.
Fordos also described different properties of the pigment, such as its solubility and the
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colours it exhibited at different pH levels. He proposed that the bacterium exhibits four
different types of colours. This was later known as the chameleon effect [15].

The first isolation of the pigment from the “pyocyanic bacillus” occurred in 1882
when Gessard attempted to verify the parasitic origin of the phenomenon that gave the
colour blue to pus and tissues close to an infection [16]. In addition, Jordan in 1899
identified pyocyanin spread throughout a common laboratory culture medium [17]. The
pure compound was isolated only in 1924, becoming the first natural phenazine obtained
and purified in a laboratory [18]. In 1929, Wrede and Straek proposed the chemical structure
of pyocyanin, later corrected by Hillemann, in 1938 [19].

Waksman, in his last published manuscript, presented a retrospective on antibiotic
therapy and reminded the reader that between late 1941 and early 1942, he coined the
word “antibiotic”, in response to a request to create a word to designate compounds and
preparations with a defined chemical structure, which produced a therapeutic effect against
infectious diseases [20]. In this work, he cited pyocyanase as one of those compounds.
Pyocyanase was the first formulation to use the potential of pyocyanin in therapy [21].

The term antibiosis was coined by Vuillemin in 1889 to designate the natural selection
of one organism over another. Ten years later, Ward extended the term to define microbial
antagonism. At the same time, it was understood that not only the presence of certain
microbes prevented the growth of others, but that the phenomenon also occurred due to
the action of substances produced by these organisms [22].

In the same year, Emmerich and Léw isolated pyocyanase from a macerate of P. aeruginosa
cultures. The lysate was not initially identified as a molecule, being erroneously described
as an enzyme mixture, reflected in the nomenclature used to designate the compound.
Scientists also observed that the pyocyanase produced by the “pyocyanic bacillus” could be
used to treat diphtheria and against meningococci. In addition, it served as a mouthwash
and years later it was shown to be effective against anthrax. Pyocyanase in the form of
eye drops, sprays and mouthwashes were the most common presentations because the
systemic use proved to be very toxic. Thus, pyocyanase was probably the first antibiotic
produced industrially and applied therapeutically in humans, decades before the discovery
of penicillin and the era of antimicrobial chemotherapy [23,24].

In the early years of interest in this pigment, encouraged by the attraction for the
colour, the most investigated function was its antimicrobial activity. In the early 20th
century, pseudomonads were the largest group of non-differentiating microbes used to
produce antibiotics. Three compounds reached the stage of clinical application: pyocyanin
acids, pyrrolnitrin and pyocyanase [25]. With the advancement of research, pyocyanase
demonstrated protection of experimental animals against rabies and the vaccinia viruses.
From the beginning, however, the compound was identified as more effective against
Gram-positive bacteria than Gram-negative bacteria and other organisms [26].

A hydroalcoholic solution containing 10,000 to 20,000 units/mg of pyocyanase was
seen to provide antimicrobial activity when diluted 1:10 and 1:20. Antimicrobial activity
was reported against staphylococci, streptococci, pneumococci, gonococci and V. cholerae,
however, there was no consensus on the active principle of the lysate, given the fact that
pyocyanase was not an enzyme. Between 1909 and 1928, much controversy was raised
regarding the use of pyocyanase. The aqueous solution was unstable and lasted only a
week [22]. On the other hand, the cell suspension or the lipid extract obtained from the
cultures, containing a suspension of a crystalline material, appeared to be more effective,
leading scientists to deduce that the active substance of pyocyanase was the lipids derived
from P. aeruginosa. The clinical use of pyocyanase however became secondary due to
significative side effects reported, including severe damage to tissues and mucosa [27]. In
1935 Kramer discovered that not all the strains of P. aeruginosa produced pyocyanase or
lost it, for some unrevealed reason [28].

Over the passage of time, pyocyanin fell into disuse. The 1950s, however, marked a
decade of studies interested in the development of culture media for obtaining the pigment.
The production of pyocyanin by traditional means, as commonly used in the routine of a
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microbiology laboratory, is based on the energetic state of the bacterium. This is reduced to
a low concentration of nutrients, resulting in decreased growth rate and increased pigment
concentration [29]. Nutritional scarcity, especially related to PO, =3 and Ca*?, forces the
pyocyanin strains to develop the pigment that propagates through the medium [30]. This
production generally starts at the beginning of the stationary phase, which is dependent on
the generating time of the strain. The bacterium under these cultivation conditions tends
to exhibit a generation time ranging between 3-6 h [31], resulting in the blue-green colour
that appears between 48-72 h after the beginning of the incubation.

Chorismic acid as a precursor molecule of pyocyanin was discovered in the 1960s, a
decade dedicated to understanding the biochemical pathways of P. aeruginosa in pigment
synthesis. The following two decades explored the physiological role of pyocyanin for the
bacterium. The mechanisms of action of pyocyanin began to be understood, opening up old
questions and revealing the metabolic and ecological advantages of P. aeruginosa, compared
to other organisms [32]. Competition is a natural process and occurs when one organism
produces a substance with an inhibitory effect on the growth of another; this relationship
ensures the balance of species in coexistence, as well as the entire ecosystem [33]. These
substances may be of various natures, such as pigments, enzymes, organic acids and
antibiotics. In addition, variations in temperature, pH, nutrient and oxygen levels, as well
as population concentration are extrinsic factors that influence the pyocyanin synthesis. In
this context, P. aeruginosa naturally has an advantage over other microbes [34-37].

Between the 1990s and 2010s, the focus of studies involving pyocyanin tried to eluci-
date the genetic, molecular and biochemical basis of the regulation of phenazine synthesis,
including pyocyanin [37-39]. It was observed that the locus responsible for phenazine
biosynthesis is highly conserved in Pseudomonas spp. The production varies according to
the specie and is strongly influenced by nutritional factors or genes. The expression of
their regulatory systems is dependent on temperature [40]. From this epoch on, pyocyanin
gained new status and different applications were tested and proposed, as discussed below.

3. Pseudomonas aeruginosa: The Exclusive Natural Pyocyanin Producer

Pseudomonas aeruginosa is a ubiquitous Gram-negative rod preferring a saprophyte
terrestrial and aquatic environment. P. geruginosa is the main representative of fluorescent
pseudomonads, the most diverse group of Pseudomonas ssp. fluorescent pseudomonads
are composed of more than 140 species, which are constantly being reclassified, given
the biodiversity of the genus Pseudomonas [41,42]. The bacterium has a polar flagellum
and measures about 0.5-1.0 um wide by 1.0-1.5 pm long [43]. Its remarkable metabolic
versatility guarantees greater resistance and tolerance of P. aeruginosa to a myriad of
compounds, confirming its reputation as resilient in environments with different degrees
of selective pressures and oxidative stresses [44,45].

The P. aeruginosa genome measures a considerable 6.3 Mpb (6,264,403 bp). To it may
be attributed, among other characteristics, phenotypic diversity and metabolic versatility,
reflected in the ability to use more than 90 molecules as sources of carbon and energy [46,47].
In addition, the bacterium is not a fastidious microbe and can grow in simple culture media
and low-cost substrates. When cultivated in a solid medium, the colonies have an average
diameter between 0.8 and 2.2 pm and take on a greenish colour due to the synthesis
of two main pigments produced, blue (pyocyanin) and yellow (fluorescein). Another
characteristic of laboratory cultivation is its fruity aroma of grapes, derived from the
synthesis of 2-aminoacetophenone [48,49].

The bacterium is not considered an obligate pathogen, but a primarily opportunistic
pathogen. The species exhibits different phenotypes associated with virulence factors,
such as alginate production, adhesins, neuraminidases, lipopolysaccharide, exotoxin A,
enterotoxin, exoenzyme S, phospholipase C, elastase, leukocycline and pigments [50,51].
In addition, P. aeruginosa may synthesize at least six different pigments: fluorescein [52],
pyoverdine [53], pyomelanin [54], aeruginosin A, aeruginosin B [55] and pyocyanin [7].
The last three listed pigments are phenazines.
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The production of pigments, especially pyocyanin, enhances the expression of viru-
lence factors and other phenotypes that converge on P. aeruginosa. In addition, antibiotic
resistance does not appear to be associated with pyocyanin production. The differences
in the resistance profile demonstrate that P. aeruginosa applies simultaneous multifac-
torial mechanisms. The strains that exhibit pyocyanin however, have a prevalence of
higher multidrug-resistance, as well as more virulence factors, compared to non-producing
strains [56].

Phenazine-producing organisms exhibit an increase in life-span in any environment
in which they develop. This is extremely relevant for maintenance in the environment [57].
P. aeruginosa can grow in oligotrophic environments and produces less pyocyanin when
exposed to water, compared to enriched media or soil [58]. The preferred lifestyle of the
bacteria is in biofilm [59]. Biofilms are sessile microbial communities in which cells live
in a complex closed association network, surrounded by an adhesive polymeric matrix
(EPS) [60]. The carbon source and nutrient levels are the main factors that govern the
establishment of a biofilm [61]. The reduction of nutrients to produce EPS obliges the
bacteria to maintain a planktonic lifestyle [62].

The current model of architecture and organization of microbial biofilms is based
on the P. aeruginosa lifestyle. The biofilm exhibits a complex three-dimensional dynamic
structure composed of numerous microenvironments, characterized by different gradi-
ents [63]. This makes it possible to establish a variety of phenotypes in a single biofilm [64].
In addition, the architecture is dependent on the type of available carbon present in the
medium, taking the form of a pillar in the presence of citrate, or a mushroom in the presence
of glucose [65,60].

4. Pyocyanin: Fundamentals and General Properties of the Molecule

Pyocyanin is a compound soluble in chloroform and diffusible in water, produced at
an optimum pH ranging from 7.4 to 8.4, but not less than 6.0 or greater than 9.0 [15]. The
most striking property of this metabolite is its intense blue colour, however the absorption
characteristics in the spectrum are pH dependent. In the oxidized form, the compound
exhibits absorption bands with Apnax between 230 and 380 nm and one second, lower,
around 700 nm, related to the protonated and deprotonated forms of the pigment [46,67].

Pyocyanin is a zwitterion with a molecular weight of 210.23 g/mol [68,69]. Since it
is a phenazine, the core structure of the molecule is a pyrazine ring (1,4-diazabenzene).
Pyocyanin is composed of two subunits of N-methyl-1-hydroxyphenazine and easily
crosses biological membranes, serving as an electron carrier for P. aeruginosa. Preferably, the
pigment donates an electron to molecular oxygen, resulting in a blue colour. In addition,
the greatest role of pyocyanin in P. aeruginosa occurs under anaerobiosis or microaerophilia.
In these cases, pyocyanin accepts electrons generated from NADH during the oxidation of
assimilated carbon sources [26].

The phenol group attributes an acidic characteristic to pyocyanin, pKa = 4.9 [68]. The
molecule however has three states: ionized at physiological pH (blue colour), protonated
in an acidic environment (red colour) and neutral (blue colour). Thus, pyocyanin can cross
the membrane and penetrate cells, assuming a multifunctional role for P. aeruginosa [70]. In
addition, the bacteria can also mediate a cycle of autooxidation of pyocyanin. In this case,
two electrons are transferred to the oxidized form, generating the reduced form, which can
be converted back to its oxidized form by molecular oxygen. During the autooxidation
cycle, reactive oxygen species (ROS) may also be generated [71].

The precursor molecule of pyocyanin is chorismic acid (CA), the end product on the shiki-
mate pathway [72]. The conversion of CA to phenazine-1-carboxylic acid (PCA) is controlled
by seven genes, encoded by two operons (phzA1B1C1D1E1F1G1 and phzA2B2C2D2E2F2G2).
Then, the synthesis of pyocyanin appears two steps from the PCA (Figure 1). These
steps are regulated by two main genes, phzM and phzS [26]. PCA is converted to 5-
methylphenazine-1-carboxylic acid betaine (MPCBA), by means of a phenazine-specific
methyltransferase (PhzM). In the second step, MPCBA is catalysed by flavin-dependent
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seclises

A

monooxygenase (PhzS), involving the hydroxylation of the MPCBA betaine to 1-hydroxy-
5-methyl phenazine, i.e., pyocyanin [11,73].

Shikimate —— Corismic acid = Phenazine-1-carboxylic acid

1 PhzM

2 N

CH,
B

Figure 1. Steps of the biosynthesis of pyocyanin by Pseudomonas aeruginosa and its oxidated (A) and reduced (B) states.

It is noteworthy that PCA is an active phenazine in P. aeruginosa [34]. In addition,
other intermediate phenazines produced by the bacterium also exhibit antimicrobial ac-
tivity [74]. The result implies that these molecules can offer ecological benefits similar to
those attributed to pyocyanin in non-producing strains of P. aeruginosa [75]. In addition,
PhzM is only active in the presence of PhzS, suggesting that a protein-protein interaction
is involved in the formation of pyocyanin. PhzS displays disorder near the binding site
and this can be part of the substrate recognition process, which allows PhzM to form the
PhzM-PhzS complex [76]. In addition, PhzM has no activity on PCA. Pyocyanin is only
produced when PhzS and NADH are present because a transient physical interaction is
required to activate pyocyanin production [77].

5. Modulation and Regulation of Pyocyanin Production

Pyocyanin is predominantly produced by edaphic strains of P. aeruginosa, more than
in any other environment in which it develops. Interestingly, there are no geographical
differences between the producing strains [78]. The phenazine-producing microbes are
dominant, compared to the non-producing organisms. Phenazine production is virtually a
requirement for ecological competence and persistence of soil microorganisms, including
in the presence of allochthonous microbiota [79].

The synthesis of pyocyanin is modulated by a quorum-sensing (QS) mechanism
that has been widely studied in P. aeruginosa [80]. The QS is a mechanism dependent
on information from the bacterial population delivered by small diffusible molecules,
called autoinducers, produced by each cell individually, regardless of the concentration of
nutrients in the medium and secreted at basal level from a minimum of 500 cells [59,81].

The main autoinducers of P. aeruginosa are acyl-homoserine lactone (AHL) and Pseu-
domonas quinolone signal (PQS). Both are involved in the expression and modulation of
pyocyanin [82]. The increase in AHL concentration results in an increase in the production
of pyocyanin by the bacterium [83]. Additionally, P. aeruginosa has two main QS systems,
extensively studied: LasR-Lasl and RhIR-RhlI systems. They upregulate different bacterial
expressions, such as alginate, thamnolipid and pyocyanin synthesis. Negative control
for the case of pyocyanin expression is exercised by the PtsP gene that interacts with the
two QS systems, in addition to a repressor, QscR. This repressor encodes the gscR gene,
responsible for the downregulation of QS systems in P. aeruginosa [84,85].

Pyocyanin also integrates the QS network indirectly by increasing the expression of
the MvaT and MvaU proteins, related to the regulation of the PQS system. When the levels
of these proteins are increased, pyocyanin production increases, because the PQS system
is stimulated. These same proteins are involved in the QS responses to the formation of
biofilm in P. aeruginosa [86], indirectly recognizing pyocyanin as a crucial element in the
events associated with the establishment of biofilm by the bacterium [87].
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Environmental conditions also influence the production of pyocyanin, particularly pH,
temperature, oxygen tension and oxidative stress. The availability of nutrients however
governs production more significantly. Deficiency of Mg and some important ions, such
as Fe*, 50,%2~, PO4%2~ and NH,", also plays a crucial role [88]. In addition, the presence
of glycerol and TCA intermediates are required as a carbon source, as well as peptone
and certain amino acids as nitrogen sources to build the phenazine ring. Additionally, a
curious characteristic of P. aeruginosa is its expression of pyocyanin via AHL produced by
coexisting microbes [89].

Suppression of pyocyanin synthesis may also occur in response to the availability of
preferential carbon sources. P. aeruginosa prefers TCA intermediates, for example, succinate,
because the compound interacts with PhzM mRNA, which encodes the key enzyme to
produce pyocyanin. In addition, pyocyanin production appears to require excretion of
pyruvate to reduce the intracellular NADH/NAD™ ratio, suggesting that the P. aeruginosa
regulates primary metabolism during the exponential phase and the primary metabolism
regulates pyocyanin production. In short, the NADH/NAD" ratio is balanced by the
inactivation of the pyruvate dehydrogenase complex by pyocyanin. The reduction of
NAD"* can be avoided because pyruvate may be excreted without further oxidation [90].

The pigment is responsible for pyruvate secretion also in the stationary phase, influ-
encing the intracellular redox state by reducing the flow of carbon through the central
metabolism pathways. The reaction with NADH may represent an adaptation of the
bacteria to modulate its intracellular redox state. Homeostasis is regulated after reducing
pyocyanin when oxygen is available, resulting in increased aerobic respiration and NADH
reoxidation. The reduction of pyocyanin also provides redox balance in the absence of
electron acceptors. With a limited amount of electron acceptors, there are two types of
NADH reoxidation, either with a reduction of pyocyanin directly or mediated by phenazine
reductase [91].

In addition, protein degradation products under the action of alkaline protease are
used to produce pyocyanin. P. aeruginosa also regulates the pigment concentration by
means of an autoinducer secreted in accumulated basal concentrations; alkaline protease,
however, is not mandatory for this [92]. In addition, nitrous oxide (NO) also exerts activity
in the pyocyanin biosynthesis. Accumulation of NO induces a reduced pigment production.
This is because NO strongly suppresses the nor gene, which encodes NO reductase, an
enzyme that participates in the NO reduction reaction to N,O [93].

6. Mechanism of Action of Pyocyanin

P. aeruginosa was the first microbe studied in terms of the ability to inhibit other
organisms [94]. Pyocyanin acts by causing oxidative stress in susceptible prokaryotes and
eukaryote cells, through the flow of electrons and the accumulation of ROS, especially
02~ and H,O,, after reaction with molecular oxygen [11,32]. The lethal concentration of
pyocyanin against bacteria, filamentous fungi, yeasts, protozoa, algae and small animals
varies significantly from study to study, depending on the model organism evaluated,
and may occur from minute concentrations up to about 2000 ng/mL [95,96]. In Table 1,
some organisms susceptible to the action of pyocyanin are summarized. The virulence
mechanism used by P. aeruginosa is evolutionarily conserved and applied to different
susceptible organisms [97].

As a planar molecule with hydrophobic and hydrophilic properties, pyocyanin inter-
acts easily with the membrane of several organisms [98]. The formation of intracellular
ROS in host cells after exposure to pyocyanin results in oxidative damage to the compo-
nents of the cell cycle, depletion of NAD(P)H and enzymatic inhibition [68], in addition to
specific damage to DNA [99]. The reduction of NAD(P)H and subsequent generation of
ROS is irreversible possibly involving ring cleavage of the pyocyanin skeleton; however,
pyocyanin can be oxidized by H,O,, formed in the oxidation of NAD(P)H by pyocyanin
itself and catalysed by microperoxidases. This may be a relevant strategy for P. aeruginosa
in in vivo conditions [100].
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Initial investigations have already shown that oxygen is essential for the activity
of pyocyanin against its competitors, and that the bactericidal effect depends on the
concentration of the pigment. This may result in reductions ranging from one to 8 log unit
cells/mL of the sensitive organism [101].

In eukaryotes, on the other hand, the interaction of pyocyanin can occur at the level of
the cell wall or membrane, as well as in the respiratory chain of the mitochondria [102].
This interaction results in the release of mitochondrial ROS, accelerating the process of
senescence and apoptosis [103]. In addition, concentrations less than 5 pg/mL of the
pigment can disturb the vegetative state of certain filamentous fungi, promoting significant
inhibition of the growth of the vegetative mycelium and the development of reproductive
myecelia [10].

The formation of O?~ is the primary mechanism of the antimicrobial effect of py-
ocyanin. The ion interacts with the membrane, resulting in inhibition of respiration and
active transport of solutes from the sensitive cell. There is no specific site in the respiratory
chain where pyocyanin can interact; but the fact that the pigment also promotes cyanide
inhibition suggests that the binding site occurs before the action of cytochrome oxidase [92].

Additionally, pyocyanin alters the redox state of the cell preferentially depleting
NADPH, but it can also act on glutathione, a fact that is advantageous for P. aeruginosa.
Concentrations from 130 uM of glutathione result in the formation of HyO,, 30 times less
when compared to the NADPH-Pyocyanin system [67]. In addition, glutathione inhibits
the toxicity of pyocyanin in the host cell given that the molecule is an important antioxidant
that can prevent the oxidative stress through the removal of ROS [104].

Table 1. Summary of some susceptible organisms to pyocyanin.

Organisms References
Prokaryotes
Bacillus sp. [43,105-107]
Bacillus cereus [108]
Bacillus megaterium [108]
Enterobacter aerogenes [35]
Escherichia coli [7,34,35,43,95,105-109]
Klebsiella oxytoca [95]
Proteus mirabilis [95,105,106]
Pseudomonas sp. [34]
Salmonella typhi [108]
Shigella sp. [110]
Staphylococcus aureus [43,95,105,106,108]
Staphylococcus epidermidis [110]
Xanthomonas oryzae [10]
Vibrio sp. [111]
Eukaryotes
Alternaria sp. [110]
Amoeba sp. [94]
Aspergillus fumigatus [112,113]
Aspergillus niger [34,43,110,113]
Candida spp. [34,43,102,107,110,114]
Candida albicans [112]
Candida neoformans [114]
Caenorhabditis elegans [115]
Fusarium sp. [34]
Penicillium sp. [110,113]
Rhizoctonia solani [10]
Rhizopus sp. [110]
Rhodutorula sp. [110]
Trichophyton sp. [110]
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Most microbes, however, can synthesize some metabolites with an inhibitory action
that can affect P. aeruginosa. These compounds are secreted to inhibit, but not to kill
potential competitors [102]. Negative ecological interactions between coexisting microbial
species play a crucial role and thus maintain the balance between populations in a given
microsystem. In this way, none of them is expected to become dominant, avoiding the
collapse of the entire trophic chain involved [116]. In this context, the antimicrobial
activity of pyocyanin can also be reduced by some organisms sensitive to it, for which
they experience amensalism as the most obvious response strategy [117]. Amensalism is
an ecological relationship in which the production and secretion of metabolites occurs to
promote inhibition of a potential competitor, without favouring the antagonistic microbe,
except to remain in that environment, coexisting with its competitor [118].

The relationship between Escherichia coli and P. aeruginosa is a good example of amen-
salism. E. coli can exhibit a diversity of metabolites to restrain the physiological advantages
of P. aeruginosa. Some of them have been exploited as in the production of indole and
acetate. Especially indole in concentrations between 0.5-2.0 mM can reduce the produc-
tion of pyocyanin, as well as the formation of biofilm by P. aeruginosa [109]. In addition,
the response to oxidative stress caused by pyocyanin may result from the expression of
Mn-superoxide dismutase (Mn-SDO) and other SDO [32].

Enzyme expression is the preferred mechanism of many microbes against phenazine
action, for example S. aureus which involves peroxidases in addition to persistence such as
small colony variants (SCV) [119]. Bacillus subtilis produces NO, stimulating the synthesis
of SDO [9]. On the other hand, given the need for oxygen to enhance the effect of pyocyanin,
facultative microbes and strict anaerobes may naturally be more resistant to pyocyanin [50].

7. Benefits of Pyocyanin for Pseudomonas aeruginosa

As discussed earlier, pyocyanin is not merely a secondary metabolite related to the
competitive advantages of P. aeruginosa. The pigment is important for cellular respiration
because with the increase in the concentration of pyocyanin, the assimilation of oxygen
by the cell is also increased [120]. Additionally, the pigment is a physiological signal for
upregulation of the genes of the QS systems during the stationary phase. This function
gives the pigment a primary importance in tuning cells to a particular physiological state,
transcending the simple antibiotic effect in coordinating responses by microorganisms and
communities to changes in the environment [37].

Pyocyanin also participates in the release of eDNA into the environment. The origin
of eDNA has been assumed to be primarily from lysed cells [121]. The release occurs
through lysis promoted by the accumulation of HyO,. The release of eDNA is mediated
by the QS, AHL, and PQS systems, via flagella and pili type IV. The result of this is the
greater cell-cell interaction, due to changes in the properties of the cell surface, as well
as in the physical-chemical interactions, important for the establishment and stability
of biofilms [122]. The pyocyanin-eDNA complex interferes with the hydrophobicity of
the cell, creating conditions for the formation of robust biofilms. In addition, aromatic
amino acids, especially proline, histidine, arginine, leucine, tyrosine and valine, promote
an up-regulatory effect on biofilm [123]. Thus, the ecological role of pyocyanin is extremely
important to P. aeruginosa [124]. In contrast, glutathione can reverse this effect. The molecule
binds directly to pyocyanin, modifying its structure and inhibiting its activity [67].

Pyocyanin is involved in metals uptake and tolerance [125]. Iron uptake by P. aerugi-
nosa is also associated with pyocyanin, even under low oxygen concentrations. For Fe3*
to be reduced, the bacterium uses NADH and siderophores [126]. On the other hand, py-
ocyanin acts as a physiological signal that regulates genes involved in efflux pumps [127],
giving more resistance to metals, especially silver [128].

Acting as an opportunistic pathogen, pyocyanin is relevant to inflammatory re-
sponses [129,130]. A study with wild and clinical strains found the pigment is important
for the Pseudomonas virulence: 95% of clinical strains and 100% of wild strains produced
pyocyanin. Non-producers were more sensitive to the immune system. The fact that they
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do not produce pyocyanin was identified with the non-expression of phzM and phzS,
however, this did not prevent the bacterium from expressing other phenazines [131], as
well as showing other phenotypes related to virulence [132].

Another important advantage of the expression of pyocyanin and other active phenazine,
such as PCA, is the fact that oxidative stress provides a common strategy in the microbial
world: overexpression of pyocyanin as a natural resource to avoid social cheating and select
the most virulent strains. This event is known as social policing by co-workers, translating
the concept of metabolic prudence, i.e., when the cell launches a public good preferably at
no or low cost to itself. Under these conditions non-producing strains cheaters provide no
benefits and are eliminated [133].

8. Mechanisms of Resistance of Pseudomonas aeruginosa to Pyocyanin

Pyocyanin is toxic, but P. aeruginosa has a resistance to oxidative stress resulting from
pigment activity. The activation of this mechanism is associated with the concentration
of intracellular phosphate. Briefly, the expression of catalase, SDO and oxidoreductases
occurs, which promotes a redox cycle mediated by NADPH, neutralizing the pyocyanin
from its protonated state and thereby balancing the intracellular medium, keeping the
cell stable in the environment and prolonging its stationary state [134]. There is also a
mechanism to avoid the toxic effects of cyanide (CN ™). The bacterium appears to make
use of active mechanisms of detoxification and synthesis of the respiratory chain, in which
oxidases are insensitive to CN~ [135].

Secondary metabolites may also be associated with inhibition or reduction of the
rate of cell growth [136]. Pyocyanin may also modulate the growth of P. aeruginosa in the
final stages of the logarithmic phase and at the beginning of the stationary phase. This
hypothesis is supported by results of previous studies [37,137,138]. It is suggested that
the phenomenon is directly related to the formation of the ion transport system, as well
as the generation of CN~, a product of glycine metabolism [139]. The role of the cyanide
ion for the bacterium is not yet clear. As a virulence factor, CN™ is extremely toxic and
binds irreversibly to the terminal of the oxidases in the respiratory chain, inhibiting aerobic
respiration [140,141].

In addition, pyocyanin also promotes increased expression of genes and operons
that regulate redox transport and control, as well as decrease the expression of genes and
operons involved in the acquisition of Fe3*. In contrast, the reduction in the expression of
pyocyanin also allows cells to not be physiologically disturbed [69].

9. Production of Pyocyanin on a Laboratory Scale

In the 1950s, many attempts were made to produce an ideal growth medium for P.
aeruginosa, including adding glutamine to common enrichment media as a primary source
of nitrogen for the synthesis of the phenazine ring. King et al. (1954) [142] proposed two
semi-synthetic means to produce fluorescent pigments, verifying the inhibitory effect of
phosphate. Pseudomonas A broth, known today as King A, was chosen as the standard
culture medium for the detection and production of pyocyanin. King A serves as the basis
for all other culture media described or modified later [143-146].

Under laboratory conditions, the amount of pyocyanin produced can vary both for the
same strain or for isolated, subjected to the same incubation conditions, and on different
occasions. This is possibly related to the stresses to which bacteria are exposed when kept
in the laboratory [147]. Each P. aeruginosa strain alone has a maximum limit of pyocyanin
concentration it can produce and the pigment production probably does not increase
when the growth medium is modified [137]. The level of nutrients, and variation of pH,
temperature and aeration are the limiting extrinsic factors for controlling the amount of
pyocyanin produced [148].

The main approach in terms of the production of bacterial pigments is based on
the QS strategy. Thus, commercially desired pigments can be overproduced through the
induction of cellular communication when minimum nutrients required by the bacteria
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and high levels of autoinducers are provided [149]. This can optimize the productivity and
yield of the process, as has been observed for other pigments such as prodigiosin [150]
and violacein [151]. It is suggested that the presence of pyocyanin can organize the
population and synchronize the expression of genes that promote the synthesis of more
pyocyanin [152]. The presence of pyocyanin in the medium used during the pre-inoculum
may ensure that the pigment present at the time of inoculation may induce a gradual
increase in the concentration of pyocyanin.

Phosphorus as PO, is the crucial nutrient for the regulation of different secondary
metabolites in microorganisms; P. aeruginosa, especially, is very sensitive to the variation in
the concentration of the phosphate ion [30]. Limiting values of phosphate imply energy re-
duction and pyocyanin acts as a response against nutritional stress, regulating intracellular
concentration of ATP [17]. This is one of the mechanisms proposed for explaining the most
important characteristics exhibited by P. aeruginosa: versatility, resilience and persistence in
environments with high selective pressures [153].

If glycerol is included in the medium, as a non-conventional and low-cost material,
rich in chorismate [154] or nitrogen [108], it can be used to obtain pyocyanin. The reuse of
waste as a substrate for pigment synthesis has already been demonstrated. Oliveira et al.
(2019) [155] obtained between approximately 20 and 60 pg/mL of pyocyanin, studying
different concentrations of beer malt bagasse. Additionally, Cavalcanti et al. (2017) [156]
observed production of pyocyanin in reactors containing peanut, cotton and sesame cakes
during the removal of hydrocarbons by P. aeruginosa in the soil. This finding, attributed
to pyocyanin, suggests a possible participation in the mechanisms used by the bacteria
during the assimilation of recalcitrant compounds as sources of carbon and energy, pos-
sibly associated with the mechanisms of QS for the synthesis of biosurfactants and other
tensioactive agents [147,157].

10. Pyocyanin Applications and Perspectives

The bioprospecting of microbes and their bioactive products is a topic of great interest
and much explored, whose status has been improved since the beginning of the 21st century.
Along with new compounds discovered, science has turned to the past, bringing to light
some bioactive compounds discontinued for decades, yet gaining new applications [158].
Natural products and their structural analogues made up about 60% of the new small
molecules that entered or returned to the market between the end of the 20th century and
the beginning of this century [159]. In this context, the use of bioactive and biodegradable
natural substances are more attractive strategies since they can be used to substitute
synthetic compounds, related to numerous environmental impacts [160]. Table 2 lists some
applications of pyocyanin in different areas of biotechnology.

Table 2. Summary of some biotechnological application for pyocyanin.

Application Reference
Clinical diagnosis [123]
Bioremediation [147,161]
Microbial fuel cells (MFCs) [9,57,138,162,163]
Antibiotic [164,165]
Agrochemical [73,166,167]
Biosensor [168]
Use in Organic Light Emitting Devices (OLED) [169]
Probiotics [111]
Antitumour [154]
Biocolourant [166]

The two greatest potential perspectives for the use of pyocyanin are in industry or in
pharmacology, given its antimicrobial nature. The bioprospecting of pyocyanin is based on
the fact that the pigment is an active redox compound, i.e., an extracellular electron carrier
agent, with NADH as the initial endogenous and molecular reducer [107,128]. Microbial
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fuel cells (MFC) are devices that convert metabolic energy into electrical current using
Paeruginosa, or other bacteria [170]. As a way of taking advantage of the metabolic potential
of P. aeruginosa, the electric current can be generated using conventional substrates [171],
and unconventional substrates, such as toluene, a toxic compound that is degraded by
mboxemphP. aeruginosa to produce electrical current [127]. Crude glycerol, a co-product
of the process of obtaining biodiesel and the largest residue in this industrial sector, has
also produced promising results [138].

Active redox compounds use the energy difference between a donor and electron
acceptor, subsequently forming an ion gradient across the membrane. Electron transfer
is catalysed by compounds present in the outer membrane or secreted by the cell. The
addition of surfactant can increase the permeability of the membrane by up to four times.
The gradient helps in the synthesis of ATP and transforms the difference in electrical
potential into chemical energy. The bacterial electron flow is directed to an anode and then
to an external circuit. At the cathode, electrons are used to convert oxygen into water. In
addition, the pyocyanin used as an electron shuttle, increases not only the electron transfer
with P. aeruginosa, but also with other species used in MFCs [172].

On the other hand, alterations in the respiratory chain of genetically modified P.
aeruginosa, induced by 3,5-dichlorophenol present in water, can serve as a basis for the
use of pyocyanin as a biosensor at pH = 7. The pigment can be used in its protonated
state. When oxidized, the colour of the pyocyanin changed, signalling the presence of
the toxin [168]. In addition, this principle can also be applied for the rapid diagnosis of P.
aeruginosa infections [173]. Optimization of methodology could be expected to improve the
biosensor’s sensitivity.

The use of pyocyanin-producing P. aeruginosa strains also finds frontiers in bioremedi-
ation, especially in the removal of hydrocarbons from petroleum [156]. The expression of
pyocyanin may have contributed evolutionarily by the genetic adaptation of the bacteria
to the degradation of the oil [174]. It should be noted that the pigment does not exhibit
surfactant or emulsifying properties [147], but its participation in the assimilation of the
oil seems to be involved in cellular signalling for the synthesis of these compounds. Py-
ocyanin can serve as an autoinducer in the expression of biosurfactants, as well as increase
tolerance to toxic compounds [137]. The mechanism still needs to be understood. What is
known, however, is that hydrocarbonoclastic strains of pyocyanin-producing P. aeruginosa
synthesize more biosurfactants than those that do not exhibit the pigment [157]. This is
important because oil emulsification is one of the crucial points for the assimilation of
hydrocarbons as a source of carbon and energy for the bacteria [175].

On the other hand, there are numerous examples of organisms displaying amensalism
through antibiosis, inspiring new defence formulations against human, animal and plant
pathogens [176]. In this context, the antimicrobial activity of pyocyanin, in terms of
pharmacological properties, can be exploited from two new points of view.

The first, more classic, is as an antibiotic. Good results have been achieved with
successful attempts in animal models. The production of an ointment containing 5 mg/mL
applied to wounds contaminated by S. aureus, K. pneumoniae and C. albicans promoted the
elimination of these pathogens on the skin of rabbits [164]. An even more successful and
safer application of pyocyanin has been as an antibiotic in aquaculture in its use against
vibriosis, a disease with a high mortality rate, especially in shrimp culture. A millimolar
dose already causes damage to susceptible cells, however, pyocyanin can be a safe antibiotic
and used in much higher doses. The toxicity of pyocyanin is dose-dependent and can be
controlled with the use of antioxidants. The application of 5-10 mg/L of pyocyanin in the
treatment of vibriosis has not demonstrated a pathological effect in eukaryotes and can be
used as a probiotic against the disease. In addition, in place of being effective against Vibrio
spp., pyocyanin also exhibited activity against certain aquatic fungi [177].

The second use of the pharmacological properties of pyocyanin gives it the status of
agrochemical. One of the most promising results concerns the use of the pigment in the
biocontrol of fungal and bacterial phytopathogens important in different crops [10,178].
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Agrochemicals are natural bioactive molecules with potential use as a pesticide. Recently,
pyocyanin demonstrated activity as potentially agrochemical against Magnaporthe grisea
and Xanthomonas oryzae in concentrations of 150 and 200 mg/L, respectively [166].

In the same study, as a secondary way, a new property for the pigment has been
demonstrated. Applying the biocolourant concept, the researchers treated samples of white
cotton fabric with a pyocyanin solution and achieved solid and durable colours, varying
from lilac to pink, suggesting use of pyocyanin is an alternative source as a natural textile
colour agent, endowed with strong durability and an interesting spectrum of colours [166].
This opens up a new area of research, in the context of bioprospecting for environmentally
friendly materials and their derivatives.

11. Conclusions

In this review, we have discussed some of the recent advances in our understanding
of pyocyanin by making a comprehensive assessment of its history and examining the role
of the pigment to P. aeruginosa in terms of the bacterium relationship with the environment
and other organisms, including plants, animals and microbes. Bioprospecting may uncover
new strategies to take advantage of the knowledge gained from studying P. aeruginosa
pigments aiming environmentally-friendly applications.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article History: Pigmentos bacterianos sdo bons substitutos de corantes sintéticos. Este trabalho produziu, extraiu
Received 07" November, 2020 e caracterizou piocianina de dois isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa cultivadas em
Received in revised form King A suplementado com bagago de malte de cevada 2% (m/v) e incubagdo sob agitagéo

19" December, 2020

Accented 25" January, 2021 (29£1°C - 72h). A extrag@o com cloroférmio produziu cerca de 30 ml de solug&o de piocianina
Published online 24" February, 2021 (585 pg/mL) com pureza dta A concentragdo celular aumentou até 9,5 vezes e a méxima

concentraggo de piocianina foi cercade 1 pg/mL.h* (coeficiente de produgdo =240 pg/mL.UA™).
Key Words: A maior densidade celular ocorreu as 36h e o pigmento pareceu modular o crescimento. A fibra

foi tingida com 50 ou 100 pg/mL de piocianina empregando o método da exaustdo e NaHCO;
como mordente. A piocianina foi funcional a fibra, produzindp dois tons de azul, resistentes a

lavagem e secagem.
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INTRODUCTION

A cor é umainteragéo perceptual com origem na habilidade do olho humano discriminar entre diferentes comprimentos de onda de luz de dentro
de uma estreita faixa de radiagéo eletromagnética (Siuda-Krzywicka et al., 2019). O tingimento de materiais € uma das atividades humanas mais
antigas, confundindo-se a prépria histéria da civilizacdo, cujos registros datam a Idade do Bronze (Wisniak, 2004). Os componentes que
interagem num sistema de tingimento s8o: a fibra, a &gua, o agente de cor e os aditivos. A técnica se fundamenta na modificacéo fisica ou
quimica de um substrato, de forma que a luz refletida sobre ele, provoque percepgdo de cor ao olho humano (Perkins, 1995). Os agentes
sintéticos de cor revolucionaram aindustria quimica ao oferecerem materiais de baixo custo, altamente estéveis e bons substi tutos dos pigmentos
naturais (Gmoser et al., 2008). No entanto, o fato de os corantes sintéticos estarem relacionados a impactos negativos a salde e ao ambiente, a
demanda por pigmentos extraidos de fontes naturais tem sido uma tendéncia mundial crescente (Malik et al., 2012). Os biocorantes podem ser
obtidos de plantas ou animais (Heer e Sharma, 2017), contudo a obtencdo desses pigmentos, via bioprocessos microbianos, € um campo de
estudo em franca expansdo (Parmar e Phutela, 2015), com diversas vantagens, por exemplo, amplo espectro de cores, facil obtencdo e extracao,
ambientalmente corretas, em termos de disposi¢do de residuos e exposicdo ocupaciona e os organismos produtores sdo de facil selecdo e
manipulagdo (Usman et al., 2017; Venil et al., 2013). Certas caracteristicas dos pigmentos naturais, tais como, biodegradabilidade, n&o
carcinogenicidade e baixa toxicidade fazem deles uma fonte atraente para uso humano (Joshi et al., 2003). Os carotenoides sd0 0S compostos
mais investigados no contexto da producdo de biocorantes para a indUstria téxtil (Kramar et al., 2014), numa tentativa de limitar a utilizago de
corantes sintéticos, encorgjando interesse por demais pigmentos microbianos (Numan et al., 2018). A piocianina é uma fenazina de exuberante
coloragdo azul (MM= 210,23 g/mol), composta por duas subunidades de N-metil-1-hidroxifenazina, produzida exclusivamente por 90-95% das
linhagens de Pseudomonas aeruginosa a partir do &cido corismico (Jayaseelanet al., 2014; Mavrodi et al., 2001). A molécula se apresenta como
um zwitterion (Blankenfeldt e Parson, 2014) e o grupo fenol atribui um caréter &cido (pKa = 4,9) (Hall et al., 2016). A molécula apresenta trés
estados: ionizado em pH fisioldgico (cor azul), protonado em ambiente &cido (cor vermelha) e neutro (azul) (Ozcan e Kahraman, 2015). Na
literatura consultada, ndo ha praticamente referéncia direta & exploragéo da piocianina com fins de coloragdo de fibras, porém esta caracteristica
foi identificada num estudo de bioprospecgdo da piocianina como um agrogquimico (de Britto et al., 2020). Sendo assim, 0 objetivo deste estudo
foi produzir piocianina utilizando substrato aternativo ao meio de produgéo e aplicar o pigmento como agente de cor em fibras de algodéo.
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MATERIAIS E METODOS

Pseudomonas aeruginosa: Foram empregados dois isolados provenientes de solo de postos de gasolina de Jodo Pessoa, TGC02 e TGCO04,
cadastradas no Sistema Nacional de Gest&@o do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o codigo AA1970F.

Fibra téxtil: Foi utilizado tecido 100% de algodo branco, com malha fio 30.1, fibra média, fiagdo penteada e gramatura de 160 g/m? (FioSul
215 0101). Foram preparados dois tipos de amostras com a seguintes dimensdes: 1 cm (comprimento) x 1 cm (largura) e amostras de 15 cm
(comprimento) x 4 cm (largura), equivalente & massa de 1g de tecido para 0 ensaio de absorgéo do pigmento.

Sintese, extragéo e quantificagdo do pigmento: Inicialmente TGC02 e TGCO4foram testados quanto a producdo do pigmento. O pré-inéculo
foi cultivado em agar cetrimida (Acumedia, Lansing, USA), incubado por 48h a 29+1°C (El Feghali e Nawas, 2018). Ap6s, as células do cultivo
recente foram suspensas em NaCl 0,85%, com turbidez padronizada com o tubo n° 1 da escala de MacFarland. A seguir, aliquotas de 2 mL foram
transferidas para frascos contendo 200 mL de caldo King A suplementado com 2% (m/v) de bagaco de malte de cevada (Oliveira et al., 2019),
cujo teor de nitrogénio total era 1.45 mg/kg. Os frascos foram incubados sob agitacdo de 150 rpm & 29+1°C por 72h (El Fouly et al., 2015). A
extracdo da piocianinafoi realizada em triplicata a partir de aliquotas de 50 mL e misturadas a 10 mL de cloroférmio. Apés agitacdo em vortex
(Warmnest VX-28) durante 1 minuto, a fase organica (azul) foi separada e em seguida, acidificada com 5 mL de HCI 0,2 mol/L, agitando-se
novamente por 1 minuto. Apos repouso, a fase acidificada, contendo a piocianina protonada (vermelha) foi neutralizada com gotas de solucao-
tampé&o Tris-Base concentrada (1,5 mol/L), retornando a coloragdo azul. Esta operagdo foi repetida por trés vezes (Devnath et al., 2017). A
concentragdo de piocianina (PYO), em pg/mL, foi determinada ap6s um repouso de 1h, uma aliquota de 10 L da fase neutralizada foi diluida
em 990 pL de &gua destilada e a absorbancia da solugéo foi medida a 690 nm (Quimis U2M). O valor da absorbancia (ABS) foi inserido numa
equacio (Eq. 1), obtida por meio da curva padréo (r* = 0,9999), preparada com piocianina com grau de pureza >98% (Sigma-Aldrich).Para a
obtenc&o de piocianina empregada no tingimento, a extracdo foi conduzida exaustivamente com cloroférmio no meio de produgdo narazéo 2:1
(Hassani et al., 2012).

Caracterizacdo da piocianina: Aliguotas do sobrenadante do meio de producdo foram filtradas a vécuo e posteriormente adicionadas com
Na,SO, 10 mg/mL e filtradas novamente. O solvente foi eliminado em rotaevaporador (Buchi Rotavapor®, R-3), obtendo-se um pé de coloragéo
azul intensa e brilhante. Foi entdo tomada cerca de 1 mg e diluido em agua destilada-metanol grau HPLC (1:1). A caracterizagdo quimica do
pigmento foi realizada por espectrometria de massa de baixa resolucéo (Bruker, lon Trap-amaZonX), com infusdo direta da amostra por
ionizag8o por eletrospray (ESI), com as seguintes especificagfes: capilar 7 kV, bloqueio de saida -200 V, saida 140 V, ESI no modo negativo e
positivo, offset da placa final -500 V, nebulizador 8 psi, atmosfera de nitrogénio seco com fluxo de 5.0 L/min e temperatura de 220°C. Os
espectros (m/z 50-1000) foram registados a cada 2 segundos.

Determinagao da concentracdo celular e da taxa de crescimento: Foram coletadas, em triplicata, aliquotas de 1000 uL em 12 intervalos
dentro de 72 h. A concentragdo celular média foi determinada por densidade Optica (ODgy) (Cawley et al., 2019) e a taxa de crescimento foi
calculada por intervalo de tempo (Sezonov et al., 2007). As relagtes da ODgy entre a massa e concentragdo celular média foram calculadas
seguindo a relagéo: 1 unidade de densidade dptica (600 nm) da suspenséo de P. aeruginosa equivale a 2,4x10° células/mL e 2,085 mg/mL,
respectivamente (Kim et al., 2012).

Par&metros cinéticos. Foram determinados: produtividade méxima de céulas (Qpce), produtividade méaxima de piocianina (Qppyo), € 0
coeficiente de rendimento (Y px), empregando as Eq.1 a 3 (Buhleret al., 2013).

Qpeq = [X, — X] + (¢ — t5) (Eq. 1)

Em que: X; — méxima formagdo de biomassa no tempo t, X, — biomassa no tempo 0, t — tempo para atingir valor méximo da biomassa e t, —
tempo inicia do cultivo.

Qppyc\ = [Pr - PrD] - (t - tcj (Eq.2)

Em que: P, — maxima concentracdo de piocianina no tempo t, P — concentracéo de piocianina no tempo 0, t — tempo para atingir valor maximo
da concentraco de piocianina e ty— tempo inicia do cultivo.

pr = [‘Pl - PQ] - (UAL - UA{!) (Eq.3)

Em que: P; e Py — concentracdo final einicia de piocianinae UA; e UA, — unidade de absorbancia no tempo final einicial, respectivamente.

Tingimento da fibra: A fibras foram tingidas pelo método da exaustéo. O tecido foi imerso em agua destilada a 50°C por 30 min para remogao
das impurezas. Posteriormente foi enxaguado e seco a temperatura ambiente e cortado em amostras medindo 1 cm de largura por 1 ¢cm de
comprimento (Lv et al., 2012).As solugBes de tingimento (100 e 50 pyg/mL) foram preparadas diluindo as quantidades correspondentes ao tom
desgjado em solugdo etanol/égua 1:1 v/iv em pH=8, ajustado com solucdo de NaHCO; 1,5 mol/L, sob agitagdo continua por 10 min a 40°C
(Kramar et al., 2014). Amostras de tecido, umedecidas com agua destilada foram adicionados e agitadas a 40°C por 5 min. O processo continuou
com o aumento gradual da temperatura para 85°C dentro de 15 min e depois mantido por mais 60 min. Ao fina, resfriou-se a 40°C por 5 min e
procedeu-se uma cuidadosa lavagem e enxague com agua destilada morna e deixadas para secar a temperatura ambiente.

Determinacdo do percentual de absorcéo do pigmento (% .,s): Amostras de 1g das fibras foram submetidas ao tingimento empregando
NaHCO; (0,05g/g de tecido) como mordente. As amostras foram imersas em 50 mL da solucdo de piocianina, na tonalidade pré-definida e
deixadas em repouso por uma noite a temperatura ambiente. Apds, foram lavadas com agua fria e deixadas para secar ao sol. O percentual de
absorcdio do pigmento nas fibras foi medido a ODggy, da solugdo de tingimento, antes e apds o procedimento, aplicando a Eq.4 (Chadni et al.,
2017).
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Woans = (.[ODE'?C'HFH antes — 9DPgsonm depo:s] *+ [ODgsonm ances]) * 10€ (Eq. 4)

Determinagao do potencial de exaustdo do tingimento (% eaugao): O percentual de exaustdo foi calculado empregando a Eq. 5, em que séo
consideradas as medidas da ODgg, da solugdo de tingimento a quente, antes e apds o procedimento (Lv et al., 2012).

Ofﬁé.t'ﬂus‘fﬁ? = [;.[ODE'?Q?H?I antes ODGBDr:m depo::] = [ODEEOmn mzres].) x 100 (Ea.5)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Producéo e caracterizagdo da piocianina: A suplementago do bagaco de malte de cevada resultou num incremento significativo da producéo
de piocianing, de mais de trés vezes, nos isolados TGC02 e TGC04 (Tabela 1). Assim, ambos isolados foram considerados para a obtengéo do
pigmento neste trabalho. Foi produzido um total de cerca de 30 mL de solugéo de piocianina com concentragdo de 585pug/mL. Materiais ndo
convencionais e de baixo custo, por exemplo residuos de origem agroindustrial (Aruldass et al., 2015; Bharathiet al., 2011), chifre de carneiro
(Kurbanoglu et al., 2015)e glicerol bruto, obtido da producdo de biodiesel (Buhleret al., 2013), sdo reportados como potenciais substratos
aternativos para a producdo de diferentes pigmentos microbianos. Isto impacta significativamente quando aos residuos sdo atribuidas
destinagGes mais nobres e no contexto deste trabal ho, ressignifica os residuos gerados pela indistria cervejeira artesanal . A sintese de piocianina
empregando residuos da indistria de cerveja artesana foi recentemente demonstrada (Oliveira et al., 2019). Em complemento, tortas do
processamento de amendoim, algodéo e gergelim estimularam linhagens a producdo de piocianina durante a remogdo de hidrocarbonetos do
petréleo por P. aeruginosa no solo, influenciando significativamente na reducdo do contaminante (Cavalcanti et al., 2017). Este achado atribuiu
a piocianina uma possivel participagdo nos mecanismos utilizados pela bactéria durante a assimilag8o de compostos recalcitrantes como fontes
de carbono e energia, possivelmente associado aos mecanismos de quorum sensing(QS) para sintese de biossurfatantes e outros agentes
tensoativos (Viana et al., 2018; Das e Ma, 2013). O QS é um mecanismo de modulagéo da expressdo génica em fungdo da densidade celular,
pelo qual organiza a populacdo microbiana e sincroniza a expressdo de genes que promovem diferentes respostas (Van der Berg et al., 2015). As
respostas sd0 produzidas pelo acimulo de moléculas produzidas em concentracdes basais e assimiladas pelas células vizinhas, denominadas por
autoindutores (Dietrich et al., 2006). A principal abordagem em termos da producdo de pigmentos bacterianos se baseia na estratégia do QS
(Rainaet al., 2011).S&o fornecidos os nutrientes minimos requeridos pela bactéria e certa quantidade de autoindutores, resultando na otimizagéo
da produtividade e rendimento do processo, como ja observado na obtengdo de prodigiosina (Thomson et al., 2000) e violaceina (McClean et al.,
1997).

Tabela 1. Producéo e par ametr os cinéticos da produgdo de piocianina pelos isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa

Ensaios TGCO2 TGCO04
Produggo de PY O (caldo King A) 17,8:0,1 16,9+0,1
Producdo de PY O (caldo King A modificado) 58,2+0,1 58,3£0,1
Qpos (MY/L.h") 9,13+0,02 x10°® 9,74+0,01 x10°®
QPoyo (Mg/mL.hY) 0,931:0,005 0,994+0,003
Ypx (Hg/mL.UA™) 212,38+0,01 240,83+0,01

G (h) 3,76+0,04 3,59+0,02

PY O - piocianina; Qpes — produtividade méxima de células; Qppyo — produtividade méxima de piocianing;
Y px — coeficiente de rendimento; g4 — tempo de geragdo nas primeiras 24h
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Fig. 1. Espectro fragmentado da amostra do pigmento



44130 Thiago Gongalves et al. Uso de piocianina no tingimento de fibra de algodéo

Sendo a piocianina um autoindutor da sintese de mais piocianina (Morkunas et al., 2012), sua presenca no meio utilizado no pré-inéculo, agar
cetrimida, visou garantir a presenca do pigmento no momento da inoculagdo, bem como permitir o aumento gradual da concentragcdo de
piocianina ao lango das 72h seguintes. O meio libera seletivamente PO,*, nutriente crucial para regulagéo de diferentes metabdlitos secundérios
na P. aeruginosa, sensivel & variaggo da concentrac&o do fon (Whooley e McLoughlin, 1982). Valores limitantes de PO,* implicam reducZo de
energia e a piocianina age como uma resposta contra o estresse nutricional, regulando a concentragdo intracelular de ATP (Moradali et al., 2017).
Na caracterizagdo quimica do pigmento produzido por TGC02 e TGC04 (Fig. 1) foram observados pequenos ruidos e um pico maior medindo
210,8909 mv/z, indicativo de piocianina, cuja massa molecular € um valor relativamente proximo, 210,23 g/mol, bem como foi possivel identificar
um precursor medindo 211,8817 mvz, valor aproximado do precursor da piocianina em andlises espectrais (211,0870 nvz). Os ruidos observados
sdo relativos a sensibilidade do equipamento na identificagdo de analitos complexos, tais como os extratos naturais. Contudo, os estudos que
utilizam uma transicdo de nVz para caracterizar a identidade de um analito sdo considerados autoconfirmativos, uma vez que o analito pode ser
identificado pela relagdo mvz,cujo padréo também analisado, permite conhecer o tempo de retencdo caracteristico do determinado composto
(Watson e Sparkman, 2007).

Par&ametr os cinéticos. Houve crescimento satisfatorio de TGC02 e TGCO04 e o tempo de duplicag@o durante o crescimento nas primeiras 24h foi
cerca de 3,5h. os valores maximos de piocianina foram alcancados com 72h de bioprocesso, coincidindo também com os valores méximos de
ODgqo (Fig. 2). A producdo de piocianina também é regulada por comunicagfes quimicas dependentes de concentragdo celular usados para
coordenar comportamentos em grupo (Borges et al., 2018). Em razdo disto, o tempo de duplicagdo é um fator importante para P. aeruginosa.
Sob condicGes controladas de crescimento, a bactériapode duplicar a populagdo entre cerca de 3-6h (Tamagnini e Gonzales, 1997). O tempo de
duplicaggo dos isolados selvagens deste estudo coincidiu com o intervalo tedrico, alcangando entre 3,0-3,5h, valores proximos aos observados
num estudo de obtencdo do pigmento (Viana et al., 2018)e menores aos obtidos num estudo de competicio entre P. aeruginosa e bactérias
coliformes (Vasconcelos et al., 2010). Os parametros escolhidos para caracterizar fisiologicamente as células, nimero de células por mililitro e
massa celular média, indicaram similaridade nas curvas de crescimento de TGC02 e TGC04: a populagdo inicial a partir do inéeulo foi de 10°
células/mL, aumentando cem vezes até o fim do ensaio. Isto representou uma massa celular média de 0,082+0,001 mg/mL, incrementada em 9
vezes para TGCO02 (0,739+0,012 mg/mL) e 9,5 vezes para TGC04 (0,773+0,015 mg/mL). A maxima producéo de células ocorreu por volta de
60h, num processo de estabilizacdo da populagdo iniciado por volta de 48h de incubacdo, enquanto a piocianina continuou sendo produzida.
Além disso, a associagdo entre o crescimento celular com a produgdo de piocianina entre 8 e 72h sugere que TGCO02 e TGC04 utilizaram o
substrato tanto para a formag&o de biomassa, como para a producdo de pigmento.

Esta observacdo também foi reportada num estudo prévio (Saha et al., 2008). A méxima producgdo de biomassafoi a cangada em 66h de processo
e permaneceu estavel enquanto a piocianina continuou sendo produzida até 72h. Os autores atribuiram a manuteng@o da estabilidade da
populagdo avariagdo de fenazinas produzidas durante a fase de crescimento, em respostas aos sinais difundidos no meio.
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Fig. 2. Curvade crescimento (amarelo) e produg&o de piocianina (azul) por TGCO02 (acima) e TGC04 (abaixo) (o = 0,01)

A massa celular média é um par@metro conhecido por variar bastante em fun¢do do meio de cultura empregado e essa variagdo € maior nos
meios de enriquecimento. A diferenca entre a massa celular média, de um meio rico para um meio pobre em nutrientes, pode exceder um fator 5
vezes durante a fase estaciondria (Schaechter et al., 1958). Contudo, a determinacdo da massa celular média € um indicador sensivel do estado
fisiolégico das células (Kim et al., 2012).
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Quando a ODgy Se aproxima de 0,3 (=107 cdlulasimL), o crescimento se torna desequilibrado, marcado inicialmente por uma repentina
inclinagdo da curva e geralmente indicando um estado estacionério, que continua até a saturacéo, quando ocorre reducdo da taxa de crescimento,
culminando numa curva decrescente, marcando também o final da fase estacionéria (Sezonov et al., 2007). Todavia, a reducdo da concentragéo
celular média nem sempre esta relacionada apenas ao empobrecimento gradual de nutrientes no meio. O aciimulo de metabdlitos € um segundo
fator associado a inibigdo ou a desaceleracdo da taxa de crescimento (Pinhal et al., 2019). Neste contexto, sugere-se que a piocianina também
pode modular o crescimento de P. aeruginosa a partir dos estégios finais da fase logaritmica e inicio da fase estacionaria. Neste estudo, isto
parece ter ocorrido quando a concentracdo do pigmento se encontrava por volta de 60 pg/mL. A concentrac8o méxima de piocianina produzida
foi respectivamente, 65,8+0,1 e 70,2+0,1 pg/mL. Um aumento significativo na sintese do pigmento ocorreu a partir de 36h de incubagdo. Em
condicOes 6timas de incubagdo, a producgdo de piocianina em meios sintéticos, especialmente King A, ocorre a partir de 48h ap6s o inicio do
crescimento, coincidindo com o final da fase logaritmica e o inicio da fase estacionaria (Cabeen, 2014). Entretanto, diante escassez e estresse
nutricional, € comum para que P. aeruginosa mantenha seu crescimento, a piocianina segja produzida em niveis basais (Das e Manifield, 2012).
Isto permite a conservagdo da viabilidade, uma vez que o pigmento regula a concentracdo de ATP intracelular (McDermott et al., 2012). A
quantidade de piocianina pode ser varidvel numa mesma linhagem, submetida & mesmas condi¢des de incubagdo, em diferentes ocasifes. 1ss0
possivelmente relaciona-se aos possivei's estresses a que as bactérias sdo expostas quando mantidas em laboratério (Garay-Arroyo et al., 2012).
Em meio aquoso, ao qua incluem o caldo King A, com formulagdo original ou modificada, podem ser obtidos entre 0,31 até 80 pug/mL de
piocianina (Hassani et al., 2012; El-Shouny et al., 2011). Contudo, diversos estudos rel atam uma média de producao entre aproximadamente 10 e
65 pg/mL (Oliveira et al., 2019; Viana et al., 2018; Barakat et al., 2015; Das e Das, 2015; El Fouly et al., 2015). Ressalta-se que as obtengdes de
concentragOes acima de 60 pg/mL de piocianina foram conseguidas aumentando o tempo de incubacdo para 96 ou até 120h, bem como
incrementaram-se 0s meios com maiores concentragdes de peptona (Agrawal et al., 2016; Gharieb et al., 2013). Esta estratégia é contréaria ao
aplicado no presente trabalho, uma vez que repetidas operacdes de extragdo e concentragdo permitiram a obtencdo de uma quantidade
significativa de pigmento.

Tingimento do tecido: A fibra de algoddo adsorveu bem o pigmento apds o tratamento, produzindo duas tonalidades de azul em funcdo das
concentracOes utilizadas, sem sofrer aterages significativas apos |lavagem e secagem (Fig. 3). A afinidade e funcionalidade da piocianina afibra
de algoddo foram identificadas pelo percentual de absorcdo, cujamaior concentragcdo da solucdo de piocianina 100 pg/mL (65,0+0,2), comparada
a solucdo de 50 pg/mL (47,2+0,1), foi mais significativa. Por outro lado, os percentuais de exaustdo foram aproximados (77,5+0,1 e 75,310,3).
Ostons variaram em fungéo da concentracdo de piocianina aplicada. A maior retencéo de pigmento foi representada pelos val ores percentuais de
absor¢éo e do potencial de exaustdo.

controle 50 pg/mlL 100pg/mL

Fig. 3. Aspecto da fibra de algod&o tingida com piocianina

As mahas sfo formadas pelo processo de urdume, quando ha entrelagamento dos fios, organizados longitudinalmente, com lagadas passadas
sobre lagadas, sem ponto fixo de ligag@o entre eles, atribuindo flexibilidade, elasticidade, porosidade e estabilidade dimensional (Lobo et al.,
2014). Os corantes téxteis impregnam as fibras reagindo ou ndo com o materia durante o processo de tingimento. Nas fibras naturais,
especialmente o0 algodao, sdo empregados corantes de diferentes classes, contudo os melhores resultados séo obtidos com corantes reativos, que
se fundem a fibra, e corantes diretos, que por serem hidrossolUveis, se ligam a fibra por meio de forgas i6nicas, interagdes de Van der Waals e
pontes de hidrogénio (Hu et al., 2012). O processo de tingimento de uma fibra ocorre em duas fases. Na primeira, denominada por fase cinética,
ocorrem atransferéncia do corante do banho para afibra, a adsor¢do do composto a fibra e finalmente a difusdo. A segunda fase, termodinamica,
esta relacionada a expansdo do corante por todo o espago entre a fibra e o banho até que o equilibrio sgja atingido no sistema (Vieira et al.,
2009). Isto estd também relacionado a saturago do pigmento a fibra e este fendmeno é governado pelas isotermas de adsorcao, relacles lineares
da concentragéo do corante no banho e na fibra, em uma dada temperatura, finalizado no ponto de saturag8o dafibra (Machado et al., 2014). Em
complemento, a adsor¢éo do pigmento numa fibra envolve dois processos que podem estar diretamente relacionados aos tons conseguidos. O
primeiro ocorre pela precipitacdo do pigmento no interior da fibra. O segundo, por meio de reagdes quimicas entre o pigmento com a fibra.
Quanto maior a afinidade quimica entre os dois, mais fortes as tonalidades se apresentam (Shang et al., 2013). Os biocorantes sdo aplicados as
fibras em processos semelhantes aos corantes por meio de dois métodos: por banho a quente, do pigmento extraido de uma célula produtora ou
por mergulho a quente, no extrato colorido. A intensidade da cor pode variar dependendo do tempo de duragéo do banho e do mergulho, pH e
sucesso em diferentes fibras naturais e sintéticas (Alihosseiniet al., 2008). O desempenho do tingimento depende das propriedades dafibra, bem
como do método aplicado. Além disso, o resultado do tingimento é diferente para cada espécie de fibra testada(Shirata et al., 2000). Por
conseguinte, ao ndo aprensentarem afinidade quimica forte a diferentes fibras, o uso de biocorantes, especialmente de natureza hidrofilica, pode
se tornar limitado. Esta caracteristica faz mandatéria a aplicagdo de mordentes, tais como sais metdlicos, taninos ou acidos orgénicos fracos que
atuam incorporando os pigmentos ao formarem complexos com a fibra, consequentemente dificultando a remoc¢o (Wisniak, 2004). Em
complemento, o bicarbonato de sodio foi 0 mordente usado neste estudo. Ele é indicado para fins de tingimento de fibras naturais (Yaqub et al.,
2018).
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O composto permite produzir resultados compraveis aos obtidos quando os &cidos taninico e oxadico sdo empregados (Win et al., 2019;
Mariselvam et al., 2018). As fenazinas sdo moléculas hidrofilicas produzidas por um grande niimero de géneros bacterianos e juntos representam
todas as cores do espectro visivel (Turner e Messenger, 1986). Sdo conhecidos mais de 100 tipos de fenazinas e outras mais de 6000 moléculas
contendo fenazinas como composto central (Pierson e Pierson, 2010). A piocianina parece demonstrar um potencia para utilizag8o na industria
téxtil porque ndo altera a cor aparente quando submetida as temperaturas altas. Esta propriedade foi verificada por meio de um método simples
de difusdo do pigmento em agar (Saha et al., 2008). Entretanto, a variagdo da cor da piocianina tem mais relacéo as flutuacbes do pH (Baron e
Rowe, 1981).Além disso, a piocianina € muito sol(ivel em agua e exibe termoestabilidade a 90°C por até 72h, com um ponto de ebulicdo de
350°C (Heriyanto et al., 2012). Por sua natureza hidrofilica, a piocianina tende a se adsorver melhor as superficies hidrofilicas, como a fibra de
algodéo, com pouca interacdo as superficies hidrofébicas como as fibras sintéticas (Ren et al., 2017). Os resultados deste estudo revelam que o
composto se apresenta como fonte alternativa para uso como agente téxtil de cor, de origem natural e dotado de forte durabilidade. Embora o
prego do biocorante ainda ndo sgja comercialmente competitivo, por exemplo, 1 mg de piocianina custa entre US$ 90-130. Contudo, 0 uso
industrial de pigmentos bacterianos aumentou muitas vezes nas Ultimas décadas por conta das diversas vantagens sobre os compostos sintéticos,
0 que em médio prazo, reduzira custos (Dufossé, 2006). Neste contexto, sendo reconhecidas mundialmente as questdes ecoldgicas e éticas, o
consenso do mundo de hoje é a garantia de um futuro mais sustentavel, carecendo de esforgos concretos por parte de cada cidaddo. Por razbes
Obvias, esta mudanca de atitude também alcanga aindustria téxtil, que deve evoluir e convergir a tecnologia verde, ambiental mente correta.

Conclusao

O bagaco de malte de cevada serviu como uma boa alternativa de substrato para producgo de piocianina. Os métodos de extracdo permitiram a
obtenc&o de um pigmento com alto grau de pureza. Nas condi¢des experimentais aplicadas, a piocianina produzida pelos isolados selvagens de P.
aeruginosa TGC02 e TGCO4apresentou afinidadecom a fibra de algoddo, produzindo matizes azuis sdlidas. Futuras investigagbes podem ser
conduzidas para otimizago e melhoramento da funcionalidade da aplicacdo da piocianina como agente de cor em diferentes outras fibras,
incluindo sintéticas.
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