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RESUMO
Os colorantes eram oriundos, principalmente, de plantas até o século XIX, quando William
Henry Perkin descobriu acidentalmente a mauveina, o primeiro colorante quimico organico
sintetizado em laboratério. A partir de entdo, houve uma transi¢ao dos colorantes naturais para
os sintéticos pelas industrias. No entanto, estudos demonstram que os colorantes sintéticos
podem ser prejudiciais a satide e a0 meio ambiente. Dessa maneira, uma alternativa a esses
compostos sao os colorantes naturais tais como os produzidos por microrganismo. Entre estes,
as bactérias, do género Streptomyces, especialmente a S. lavendulae tem a capacidade de
sintetizar o colorante azul indigoidina a partir da L-glutamina. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar a produgdo de indigoidina por cultivo submerso de S. lavendulae e aplicar o
extrato obtido em tecido. Incialmente avaliou-se diferentes combinagdes do meio composto por
aveia, glicose, L-glutamina e MgSQOs. Posteriormente, por tratar-se de uma molécula produzida
intracelularmente, estudou-se métodos de extragdo da indigoidina da biomassa microbiana, de
forma a se padronizar o processo. Em seguida, novas condi¢des de producao foram avaliadas,
especificamente, concentracao de indculo e velocidade de agitacdo. Na melhor condi¢dao de
producdo obtida, realizou-se um estudo de cinética de crescimento do microrganismo e
produgdo de indigoidina. E por fim realizou a aplicagdo do colorante microbiano e colorante
comercial em tecido de algodao. Os resultados indicaram que o meio de cultura com a seguinte
composicao: 20 g/L de farinha de aveia, 1 g/L de glicose, 10 mM de L-glutamina e 1 mM de
MgSO4 associado com 30% v/v de indculo e velocidade de agitacao de 200 rpm proporcionou
tanto o maior crescimento do microrganismo quanto a superior producao da biomolécula alvo.
O estudo de cinética de crescimento e producdo, mostrou que a produ¢do maxima de
indigoidina (3,75 g/L) ocorre apds 96h de bioprocesso. Como ultima etapa do trabalho, aplicou-
se tanto o colorante produzido como o de origem comercial em tecido e observou-se que o
colorante produzido apresentou baixa fixacdo no tecido quando comparado ao comercial. A
partir do exposto, conclui-se que S. lavendulae tem a capacidade de produzir o colorante azul

indigoidina, o qual possui amplo mercado de aplicacdo, como, por exemplo, matriz téxtil.

Palavra-chave: colorante microbiano; bactéria filamentosa; indigoidina; extragdo; téxtil.



ABSTRACT
Colorants came mainly from plants until the 19th century, when William Henry Perkin
accidentally discovered mauveine, the first organic chemical colorant synthesized in a
laboratory. Since then, industries transitions from natural to synthetic colorants. However, an
alternative to these compounds, which is more sustainable, is the use of natural dyes such as
those produced by microorganisms. Among these, bacteria of the genus Streptomyces,
especially S. lavendulae, have the ability to synthesize the blue colorant indigoidine from L-
glutamine. The aim of this study was to evaluate the production of indigoidine by submerged
cultivation of S. lavendulae and to apply the obtained extract to fabric. Initially, different
combinations of the medium composed of oats, glucose, L-glutamine and MgSOs were
evaluated. Subsequently, since it is a molecule produced intracellularly, methods for extracting
indigoidine from microbial biomass were studied in order to standardize the process. Then, new
production conditions were evaluated, specifically inoculum concentration and stirring speed.
Under the best production conditions obtained, a study was carried out into the kinetics of the
microorganism's growth and indigoidine production. Finally, the microbial colorant and the
commercial colorant were applied to cotton fabric. The results indicated that the culture medium
with the following composition: 20 g/L of oat flour, 1 g/L of glucose, 10 mM of L-glutamine
and 1 mM of MgSOs4 associated with 30% v/v of inoculum and a stirring speed of 200 rpm
provided both the greatest growth of the microorganism and superior production of the target
biomolecule. The growth and production kinetics study showed that the maximum indigoidine
production (3.75 g/L) occurred after 96 hours of bioprocessing. As the last stage of the work,
both the produced colorant and the commercial counterpart were applied to fabric, and it was
observed that the produced colorants had low fixation on the fabric compared to the commercial
one. From the above, it can be concluded that S. lavendulae has the ability to produce the blue
dye indigoidine, which has a wide market for application, such as a potential use in textile

materials.

Keyword: microbial colorant; filamentous bacteria; indigoidine; extraction; textile.
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1 INTRODUCAO

Até metade do século XIX, os colorantes eram derivados de folhas, ramos, raizes, frutos,
flores de varias plantas ou extraidos de animais. Contudo, devido a dificuldade de extracao e
ao alto custo, esses colorantes eram reservados para os mais privilegiados e utilizados
principalmente na tintura de tecidos, como simbolo de poder (Cheirsilsigurdson et al., 2017,
Yadav et al., 2023; Zarkogianni et al., 2010).

Porém, em 1856 o quimico William Henry Perkin sintetizou acidentalmente a mauveina,
também conhecida como anilina roxa. A partir de entdo, os colorantes naturais comegaram a
ser substituidos pelos sintéticos, que oferecem uma série de vantagens, como maior
estabilidade, ampla faixa de coloragao, facil aplicagao e baixo custo de produgao (Ksenofontov
etal., 2021).

Ademais, com a modernizacao da industria, houve um crescimento na utilizagdo de
colorantes artificiais para as demais finalidades, incluindo sua aplicacdo nos setores alimenticio,
farmacéutico (Torres et al., 2016), cosmético e, principalmente, no téxtil, uma vez que os
produtos téxteis sao consumidos universalmente, desempenhando fun¢des de aquecimento,
protecdo, identificagdo conforme autoexpressdo do homem através da moda (Mazotto et al.,
2021).

A industria téxtil ¢ uma das mais poluentes e drenantes de recursos do mundo, perdendo
apenas para a industria petrolifera em termos de impacto ambiental. Nessa industria, ha um uso
intensivo de recursos naturais (dgua e energia) tal assim como a liberagdo de produtos quimicos
toxicos que podem causar efeitos carcinogénicos, mutagénicos € genotdxico em animais € nos
seres humanos (Varjani et al. 2021).

Estudos indicam que a producdo de 1 kg de vestuario demanda entre 1,5 e 6,9 kg de
produtos quimicos (Pal, 2017; Ross, 2022). Além disso, no processo de tingimento, cerca de 2
a 50% de colorante ¢ perdido, o que representa aproximadamente 200.000 toneladas de
colorantes descartados nos efluentes anualmente. Esse descarte acarreta sérios impactos
ambientais, especialmente em ambiente aquatico, como o aumento da temperatura, variagao do
pH, maior turvagao e alteragdo da sua coloragdo, impedindo a difusdo da luz solar na agua.
Como consequéncia, ocorre diminuicdo do oxigénio dissolvido, afetando o crescimento dos
organismos aquaticos (Madamwar et al.,2019; DAVE et al., 2015, Usman et al., 2017; Lellis
etal. 2019).

Sendo assim, tem aumentado o interesse € os estudos a respeito dos colorantes naturais,
como uma via para substituir os colorantes sintéticos amplamente empregados no mercado.

Dentre os colorantes naturais, destacam-se os produzidos por rota biotecnoldgica, empregando
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microrganismos devido a sua facil manipulagdo, rapida e simples reproducdo, e maior
estabilidade quando comparados aos produzidos e extraidos de plantas (Sengupta; Bhowal,
2023). Outrossim, ha grande diversidade quimica entre as moléculas produzidas, tais como
carotenoides, melaninas, flavondides, quinonas, mosascinas, violdceas, ficocianinas (De
Oliveira et al., 2020a, Santos; Bicas, 2021).

Adicionalmente, os colorantes microbianos podem apresentar atividade bioldgicas,
como por exemplo, antimicrobiana e antioxidante. Considerando a potencial aplicagao na
industria téxtil, a confeccdo de vestudrio com colorantes que apresentam atividade
antimicrobiana pode ser destinada a profissionais da area da saide reduzindo o risco de
contaminagdo cruzada, ou, no caso de colorantes com atividade antioxidante como protetor UV
para roupas de banho (Numan et al., 2018). Logo, os colorantes microbianos, além de serem
mais sustentaveis quando comparados a alguns colorantes sintéticos ou até mesmo oriundos de
plantas podem oferecer beneficios funcionais.

Os colorantes microbianos podem ser produzidos por fungos assim como por bactérias,
como ¢ o caso do género Streptomyces, uma bactéria filamentosa, Gram-positiva, encontrada
comumente no solo (Ai-tekreeti; Luti, 2023). Estudos tém mostrado que a espécie S. lavendulae
¢ produtora do colorante azul conhecido como indigoidina (Figura 1) (5,5’-dianino-4,3’-

dihidroxi-3-3’-diazadifenonoquinona-2,2’) (Yumusak et al., 2019).

Figura 1 — Estrutura quimica da indigoidina (5,5'-diamino-4,4'-dihidroxi-3,3'-diazadifenonoquinona-2,2")

o}

NH,
HN

NH
HoN

o

Fonte: Adaptado Brown, 2018

A indigoidina ¢ um colorante da classe das piridinas, insolivel em 4gua e sua sintese
em S. lavendulae ocorre a partir de duas moléculas de L-glutamina. Os estudos sobre a
indigoidina concentram-se na caracterizacdo da sintese e estrutura quimica do colorante. Na

literatura, alguns estudos demonstram que esta biomolécula possui propriedades
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antimicrobiana, antioxidante e ¢ tolerante a estresses oxidativos de patogenos, devido a
presenga da dupla ligagdo entre carbonos conjugados com um grupo carbonila na sua estrutura
(Figura 1) (Panchanawaporn et al., 2022; Day et al., 2017; Xu et al., 2015; Santos; Bicas, 2021).

Pesquisas sobre a producao de indigoidina utilizando o microrganismo selvagem sao
escassas. Atualmente, muitos estudos sobre a indigoidina focam na manipulagdo genética do
colorante em hospedeiros heterologos. Um exemplo ¢ o trabalho de Sword et al. (2023) que
avaliaram a peptideo sintase nao ribossomico (NRPS) de S. lavendulae expressa na forma
heterdloga em Escherichia coli. Outro exemplo ¢ o estudo de Panchanawaporn e colaboradores
(2022), no qual os autores investigaram a producdo de indigoidina pelo fungo Aspergillus
oryzae, geneticamente modificado para superexpressar a NRPS.

O microrganismo S. lavendulae ¢ interessante para a produg¢do do colorante azul
indigoidina, uma vez que a cor azul ¢ amplamente utilizada em diversos processos industriais,
como em alimentos, cosméticos, farmacos e tecidos. O colorante azul que ¢ comumente
utilizado pelas industrias ¢ o indigo, e pode ser encontrado na forma natural em plantas do
género Indigofera ou produzidos sinteticamente. A sintese do indigo sintético, no entanto,
envolve o uso de varias substancias toxicas nocivas, como formaldeido, cianeto de hidrogénio
e amida de sédio (Cardon, 2007; Blackburn et al., 2009; Chavan, 2015; Jia et al., 2023; Kabish
etal., 2023).

Entretanto, o indigo apresenta limitagdes quanto a sua fixacdo em tecidos de algodao,
sendo necessario ser reduzido a uma forma leuco, soltivel em agua, por meio de agentes
redutores como o hidrossulfito de sédio (ditionito de s6dio). Esse processo gera subprodutos
corrosivos, como o sulfato e sulfito, que podem danificar tanto os equipamentos de tingimento
quanto os de tratamento de aguas residuais (Blackburn et al., 2009; Jia et al., 2023). Além disso,
as aguas residuais nao tratadas podem apresentar problemas de toxicidade, como demonstrado
no estudo de Porkodi e colaboradores (2024), que embrides de zebrafish expostos a solugdes
diluidas de indigo sintético e natural apresentaram efeitos teratogénico, causando deformidades
no desenvolvimento dos peixes, além de efeitos genotoxico ao individuo.

Os colorantes sintéticos dominam o mercado, mas fontes alternativas a esses compostos
sao de grande atrativo, porém, € necessario avancar nos estudos para alcancar uma producao de
alto nivel, competitiva no mercado e com os seus equivalentes sintéticos. Dessa forma, faz-se
necessario aprofundar os estudos quanto aos processos de produgdo e extragdo da indigoidina
pelo seu microrganismo de origem, a fim de enriquecer a literatura e buscar formas alternativas
ao colorante natural e sintético indigo. Em vista disso, este trabalho teve como objetivo estudar

a producdo de indigoidina por cultivo submerso de S. /avendulae e sua aplica¢do em tecido.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Colorantes, corantes e pigmento

A coloracao de produtos pode ser alterada mediante a incorporagdao de compostos
aditivos, conhecidos como colorantes. Estes podem ser classificados de acordo com a sua
natureza, sendo naturais ou artificiais/sintéticos, ou conforme sua solubilidade no meio em que
estao presentes e ao tamanho das particulas, podendo ser classificado como corante ou pigmento
(De Oliveira, 2020b). Os pigmentos sdo substancias de particulas maiores, solida e quase
insoluveis, que ndo sdo afetadas fisica e quimicamente quando incorporados em seus solventes
ou veiculos, sejam eles de origem organica ou inorganica. Por outro lado, os corantes sao
substancias de particulas menores, soliveis no meio em que estdo imersos, € podem ser
coloridos ou fluorescentes (De Oliveira, 2020b; Neves, 2016; Oliveira C., 2017; Saron;
Felisberti, 2006; Silva, 2013).

A coloracdo, portanto, tornou-se um elemento de grande relevancia ao homem, tanto
por sua funcionabilidade atrativa quanto pelo impacto que exerce no mercado, levando a ampla
implementagao dos colorantes nas industrias (alimenticia, farmaco, téxtil). No entanto, a
industria tem adotado o uso de colorantes sintéticos, pois sdo estaveis, possuem uma variedade
de cores, sdo faceis de se aplicar e tem um baixo custo de obtencao (Ksenofontov et al., 2021),
embora sejam altamente toxicos. Diante a esses desafios, a busca por alternativas mais
sustentaveis e menos prejudiciais tem aumentado o interesse pelos colorantes naturais, no qual

oferecem uma solugdo promissora para reduzir os impactos negativos aos sintéticos.

2.2 Colorante natural

Os colorantes naturais sao compostos que conferem cor e sdo derivados da natureza,
sem processamento ou modificagdo quimica. Além disso, muitos colorantes naturais sdo
reconhecidos como mais seguros para o ser humano e biodegradaveis, quando comparados a
algumas classes de colorantes sintéticos, por nao oferecerem risco a satide humana e ao meio
ambiente. Dessa forma, esses compostos podem ser utilizados como aditivos e intensificadores
de cor em diversos segmentos industriais, incluindo farmacos e téxteis, atuando também como
ingredientes funcionais de alimentos e bebidas (Nambela et al., 2020; De Mejia et al., 2020;
Narsing et al., 2017; De Oliveira, 2020b).

Os colorantes naturais sao classificados de acordo com sua origem, constituicao
quimica, método de aplicagdo e cor. Contudo, a classificagdo mais comum ¢ a partir da sua

origem (plantas/vegetais; insetos; minerais € microbianos) € aos seus grupamentos quimicos
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(carotenoides, indigoides, quinonoides, flavonodides, taninos, betalainas). (Vankar, 2016;
Nambela et al, 2020).

Os colorantes de origem vegetal sdo extraidos de folhas, flores, frutos, sementes, cascas,
troncos ou raizes de plantas. Ja os de origem animal/inseto sao obtidos a partir de excregdes ou
de corpos secos de insetos. Um exemplo comumente conhecido de colorante de inseto ¢ o
carmim, um colorante vermelho vivo extraido da cochonilha, cujo principal composto € o adcido
carminico, responsavel pela coloragcdo vermelha. Outro exemplo de colorante de origem animal
¢ a purpura de Tyrian, obtida a partir de conchas de moluscos marinhos (Nambela et al., 2020;
Yusuf et al., 2017; Dapson, 2007; Moretzsohn, 2023).

Por fim, os colorantes de origem mineral ou inorgéanica sdo obtidos a partir de sais e
oxidos metalicos. Alguns exemplos incluem a cor vermelha, que pode ser obtida a partir de
oxidos de ferro e chumbo; a cor verde, a partir de hidrossilicato de ferro, magnésio, alumio e
potassio; a cor azul pelo azurita; e a cor branca, pelos carbonatos metalicos, como o carbonato
de célcio, de chumbo e gesso (Nambela et al., 2020).

Apesar de os colorantes naturais de origem vegetal, animal e mineral oferecerem
beneficios em comparacdo aos sintéticos, eles também apresentam algumas desvantagens,
como o fato de serem sazonais e dependerem das condi¢des climaticas, o que prolonga o tempo
de crescimento (Nambela et al., 2020), e eleva o custo de obtencao. Por isso, torna-se necessario
a procura de colorantes que sejam economicamente viaveis e ecologicamente corretos. Nesse

contexto, os estudos tém avangado sobre o uso de colorantes produzidos por microrganismos.

2.3 Colorante natural microbiano

Microrganismos, como fungos e bactérias, podem oferecer vantagens na producao em
comparacdo a produtos similares extraidos de plantas ou animais, pois ndo apresentam
problema de disponibilidade sazonal e, muitas vezes, sdo mais estaveis, soliiveis e podem ser
cultivados em meios de baixo custo, promovendo sustentabilidade e reducdo de custos
(Gunasekaran; Poomiammal, 2008; Torres et al., 2016, Venil et al., 2020). Por isso, a crescente
pesquisa sobre microrganismos capazes de biossintetiza colorantes naturais tem se tornado
extremamente relevante.

Ademais, os colorantes bacterianos possuem uma diversidade de cores que varia de
acordo com género e espécie da bactéria, como exemplificado na Figura 2, conhecido como
sistema de cores de Musell. Nesse sistema, cores em tons de vermelho sao produzid por
Serratina marcescens ou Gordonia jacobaea; vermelho-amarelo por Kocuria sp. ou

Chryseoacterium artocarpi; amarelo por Microccus, Hymenobacter sp. ou Chryseoacterium
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sp.; verde por Pseudomonas sp.; azul por Corynebacterium insidiosum, Erwinia chrysanthemi

ou Vogesella indigofera e roxo por Chromobacterium sp. (Vinil et al., 2020; Devi et al., 2024).

Figura 2 — Sistema de cores de Musell para os colorantes bacterianos.
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Fonte: Venil et al., 2020.

Na literatura, os colorantes bacterianos podem apresentar diversas atividades biologicas.
Exemplos incluem a astaxantina, que pode ter atividade anticancer e anti-inflamatorio, sendo
produzida por Paracoccus carotinifaciens (Ambati et al., 2014); a undecilprodigiosina, com
atividade antimicrobiana, produzida por Streptomyces sp. (Stankovic et al., 2012); a violaceina,
com propriedades antiparasitario e antifungico, produzida por Janthinobacterium lividum
(Woodhams et al., 2018); e a cantaxantina, com atividade antioxidante e anticancer, produzida
por Lactobacillus pluvialis (Ram et al., 2020). Nao somente, o uso desses compostos naturais
pode reduzir o risco de alergias (Venil et al.,2020) em comparagdo aos colorantes sintéticos.
Dessa forma, esses compostos sdo de interesse para diversas areas, nao apenas por sua
capacidade de conferir cor aos produtos, mas também por agregar funcionalidades a matriz em
que estdo inseridos.

As bactérias do género Streptomyces sdo amplamente citadas na literatura como
produtoras de colorantes. Elas podem sintetizar moléculas de diferentes cores, como
actinorrodina (vermelho-azul por S. coelicolor) (Bystrykh et al. 1996), prodigiosina (vermelho
por Streptomyces sp. NP4) (Kramar et al., 2014) e melanina (S. glaucescens) (El-naggar; El-
ewasy, 2017). Além disso, essas bactérias possuem propriedades antibacterianas e

antioxidantes, que variam conforme a espécie de Streptomyces empregada. A espécie S.
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lavendulae produz o colorante azul indigoidina, o qual, apresenta atividade antioxidante e

antimicrobiana (Panchawaporn et al., 2022).

2.4 A actinobactéria: Streptomyces

As actinobactérias sdo bactérias filamentosas pertencentes ao grupo dos actinomicetos
e apresentam diferentes caracteristicas entre si no que diz respeito ao seu metabolismo,
fisiologia e morfologia. Geralmente, essas bactérias possuem formas de micélio ramificado com
hifa cocodide e fragmentada (Hazarika; Thakur, 2020).

As bactérias filamentosas sdo reconhecidas pela producdo de metabdlitos secundarios
tais como pigmentos, enzimas extracelulares e compostos terpendides que dao o odor
caracteristico do solo (De Oliveira, 2003c; Reddy, 2011). O género Streptomyces ¢ um dos
maiores géneros localizados na familia Streptomycetaceae, pertencente ao filo Actinobacteria,
sendo multicelulares, Gram positivas, filamentosas, aerdbicas, miceliais e sdo biologicamente
ativas produzindo metabodlitos secundarios (Berdy, 2017).

Esses microrganismos dispdoem de um ciclo de vida complexo (Figura 3), que se inicia
com a germinagao de esporos, originando um micélio vegetativo formado por hifas ramificadas
(primarias) que penetram no substrato, metabolizando fontes organicas tais como
polissacarideos, proteinas, lipideos e compostos aromaticos pela agao de enzimas extracelulares
(Samac et al., 2003, Pamboukian, 2003; Hazarika; Thakur, 2020). Do micélio vegetativo €
originado o micélio aéreo que passara por um processo de diferenciacado morfolégica podendo
incluir septag@o e formacgao de esporos. Durante esta fase, ativa-se o metabolismo secundario e
sao produzidos, principalmente, os antibioticos e colorantes (Santos, 2009; Lajtai-Szabo et al.,

2022; Hazarika; Thakur, 2020).

Figura 3 — Esquema representativo do ciclo reprodutivo da actinobactéria, exemplificando o ciclo de vida da
Streptomyces.
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O crescimento de Streptomyces em escala laboratorial pode ser divido em fases
vegetativas e reprodutivas, que variam em culturas solidas e submersas. Em culturas sé6lidas, ha
formacdo de hifas compartimentadas, que se iniciam com a germinagao de esporos, enquanto
em culturas submersas ocorre a fragmentagao micelial (Lajtai-Szabo et al., 2022; Oumaima;
Faouzi, 2023). Em meios solidos, o ciclo comeg¢a com a germinacdo do esporo € o
desenvolvimento do micélio vegetativo. Posteriormente, ocorre a morte celular programada,
levando a producao de antibidticos e ao crescimento do micélio aéreo (Ser et al., 2017,
Oumaima; Faouzi, 2023). Em alguns casos, Streptomyces pode liberar colorantes soltiveis em
agua, tornando o meio colorido, ou soliveis em gordura, fazendo com que a coldnia adquira a
cor do colorante (Li et al., 2016b; Hazarika; Thakur, 2020).

Em culturas submersas, o crescimento de Streptomyces se da pela formagao de hifas
compartimentadas, seguida pela morte celular programada e pelo desenvolvimento de micélios
produtores de metabolitos secundérios (Oumaima; Faouzi, 2023). Além disso, sua morfologia
pode ocorrer em trés tipos diferentes: micélios livres dispersos (comportam-se como células
individuais), redes miceliais abertas (frequentemente designadas em grumos ou aglomerados)
e pellets (estruturas densas com centro deficiente de nutrientes) (Dissel et al., 2014; Lajtai-
Szabo et al., 2022).

A espécie S. lavendulae foi primeiramente isolada do solo em 1916 (Waksman ef al.,
1951) com a presenca do micélio ramificado formando esporos aéreos. Assim como todas as
Streptomyces, S. lavendulae possui alta capacidade de produzir diversos compostos bioativos
com aplicabilidade industrial, farmacoldgica e agricola. Em condigdes laboratoriais, a S.
lavendulae, possui a capacidade de produzir quatro metabodlitos secundarios: antibidticos
nucleosideos (showdomicina e minimicina), a D-cicloserina (medicamento antituberculoso) e
o colorante azul, indigoidina (Paint, 2018) que possui propriedades antioxidantes e

antimicrobianas.

2.4.1 O colorante azul, indigoidina

A indigoidina foi descrita pela primeira vez ha mais de 100 anos, tendo seu primeiro
isolamento em 1939. Demorou cerca de trés décadas até que a estrutura do colorante fosse
elucidada e classificada ao grupo das piridas. Sua produgdo ¢é presente entre proteobactérias
(alfa, beta, gama) e actinobactérias (Claessen, 1890; Volcani-Elazari, 1939; KUHN ez al., 1965;
Takahashi et al., 2007).

Além disso, a indigoidina pode proteger as bactérias produtoras contra o estresse

oxidativo e estar envolvida na patogenicidade de agentes patogénicos de plantas endofiticas
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(Reverchon et al., 2002). Estudos de Ceniceros et al. (2017) e Panchanawaporn et al. (2022)
relatam que a indigoidina apresenta baixa solubilidade em &gua, possui propriedades
antimicrobianas e crioprotetora, além de atividade antirradicais e antioxidante, devido a
presenca de um anel com duas piridonas contendo grupos carbonila e amino na sua estrutura

(Figura 4).

Figura 4 — Estrutura quimica da indigoidina, através da condensac@o de duas moléculas de L-glutamina devido
ao gene BpsA presente na Streptomyces lavendulae (S1-BpsA) que codifica a NRPS e ativa a 4-PPTase para

realizagao da sintese da indigoidina.
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Fonte: Adaptado de Yumusak et al., 2019.

Em S. lavendulae, a sintese da indigoidina ocorre por um sistema ndo ribossomico, ou
seja, ndo envolve diretamente os ribossomos, que normalmente sdo responsaveis pela sintese
de proteinas. Em vez disso, a indigoidina ¢ sintetizada por um complexo enzimatico conhecido
como sistema ndo ribossomico de sintese de peptideos (NRPS, do inglés "non-ribosomal
peptide synthetase").

O processo de modifica¢do pos-traducional ¢ essencial para a conversdo da apo-forma
inativa da sintese de indigoidina em sua forma holo-forma ativa. Essa ativa¢ao ocorre por meio
da introducdo de uma porcao deriva da coenzima A no dominio de tiolagao (T) da enzima, com
a acdao de um co-facilitador e da atividade da 4’-phosphopantetheinyl transferase (PPTase).
Uma vez ativa, a biossintese da indigoidina comeca com a ciclizagdo de uma unica molécula
de glutamina, por meio de uma ligacdo amida intramolecular. O aminoacido intermediario ¢
entdo desidrogenado, possivelmente por oxidagdo, e as duas glutaminas ciclicas modificadas se
condensam para formar o colorante (Reverchon et al., 2002; Yu et al., 2013; Pang et al., 2020;
Panchawaporn et al., 2022).

O entendimento da rota metabdlica da sintese da indigoidina pode contribuir para a
compreensdo do metabolismo do microrganismo. A partir desse conhecimento, ¢ possivel

identificar as melhores condi¢des de cultivo, como a composi¢ao nutricional do meio, pH,
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temperatura e agitacdo, que permitem ao microrganismo manter seu metabolismo e, assim
produzir os compostos de interesse.

No entanto, os estudos relacionados a rota metabolica da indigoidina produzida por S.
lavendulae ainda sao limitados, o que torna necessario o avanco das pesquisas para
compreender melhor a sintese do colorante e o comportamento do microrganismo, nas
diferentes condi¢des nutricionais e de cultivo. Por essa razao, o estudo do cultivo submerso em
microrganismos torna-se importante, uma vez que ¢ amplamente utilizado em pesquisas e

industrias para otimizar a produ¢do do composto em questao.

2.5 Cultivo submerso

O cultivo submerso (CS) ¢ amplamente utilizado para a produgao de diversos compostos
de interesse economico. Nesse processo, 0s microrganismos sao cultivados em meio liquido e
convertem substratos, como fonte de carbono, nitrogénio e outros nutrientes em compostos,
chamados metabolitos (primério ou secundario), que fazem parte do seu desenvolvimento
bioquimico. Esses metabolitos podem apresentar bioatividade, sendo, por isso, de interesse
industrial (Raimbault, 1998; Tabaraie et al., 2020; Moreira, 2021).

O CS ocorre em meio composto basicamente por 4gua e nutrientes dissolvidos, podendo
ser realizado em agitador rotativo, usados em escala laboratorial para definir parametros, ou em
biorreatores, tanto em escala laboratorial ou industrial. O CS promove homogeneidade do meio
e, quando realizado em biorreator, permite o controle de parametros como pH, temperatura e
oxigénio dissolvido (Subramaniyam; Vimala, 2012; Moreira, 2021).

Durante o processo de producdo de um metabdlito, a escolha correta dos substratos e
das condi¢des de cultivo ¢ fundamental, visto que o microrganismo responde as condi¢des
disponiveis. Portanto sdo necessarios estudos para identificar os melhores parametros de cultivo
(pH, temperatura, agitagdo), bem como os componentes nutricionais (fonte de carbono,
nitrogénio) para otimizar a producao do composto de interesse.

O cultivo submerso em Streptomyces ¢ comumente dado pelo crescimento do
microrganismo em micélio dispersos ou pellets (Thakur et al., 2023). Sendo assim, a formagao
e a morfologia dos pellets, em Streptomyces, dependem de pardmetros como velocidade de
agitacdo, temperatura, pH, composicdo do meio e concentragdo de indéculo (Manteca; Yague,
2019a).

A agitacdo, em geral, pode reduzir o crescimento dos pellets, uma vez que altas
velocidades de agitacdo podem desgastar os componentes das hifas da superficie do pellet ou

romper o pellet enraizado, formando pellets com uma pequena morfologia filamentosa no meio
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do caldo (Ribeiro et al., 2021; Thankur et al., 2023). Em estudos de Xia et al. (2014) sobre o
efeito de velocidades de agitagdo em 150 e 220 rpm na formag¢ao da morfologia e de metabolitos
secundarios em Streptomyces flocculus, os autores verificaram que, ao aumentar a velocidade
de agitacdo de 150 para 220 rpm, o micélio passou de pellets grandes para menores, mais
biologicamente ativos, além de gerar um aumento na producdo do composto em estudo, a
lavendamicina, um agente modelo com propriedade anticancer.

A temperatura também ¢ um parametro importante que pode influenciar na morfologia
dos microrganismos durante o cultivo, pois esta relacionada com as enzimas do metabolismo
microbiano (Thankur et al., 2023). Em Streptomyces ¢ comumente utilizado a temperatura entre
28-30 °C (Thankur et al., 2023), como foi o caso do estudo de Boukaew et al. (2022) em S.
philanthi e S. mycarofaciens. Os autores observaram que em temperaturas de 28°C ocorria o
aumento do crescimento do microrganismo e a produ¢ao de metabolitos com propriedade
antifingica contra a Botrytis cinerea.

O pH pode afetar a producdo de enzimas e a morfologia de bactérias filamentosas, pois
influencia as interagdes eletrostaticas e hidrofobicas da solugdo, que sdo cruciais para a
formacgdo da estrutura celular (Bourkaib ef al., 2021; Thankur ef al., 2023). Em um estudo de
Yen e Li (2014a), os autores verificaram o efeito de diferentes condigdes de pH no crescimento
e na produgdo de rapamicina por S. hygroscopicus. Eles verificaram que o pH 7,0 impedia a
formacao de pellets e promovia o crescimento filamentoso, aumentando a viscosidade do meio,
enquanto valores de pH entre 2,0 e 4,0 favorecia a formagao de pellets e filamentos curtos. No
entanto, destaca-se a importancia do controle do pH para otimizar ndo apenas a morfologia,
mas também a produtividade do microrganismo, pois condi¢des muito acidas podem ter um
efeito negativo na produgdo da biomassa (Thankur et al., 2023).

A composicao do meio de cultura ¢ de suma importancia para o crescimento dos
microrganismos. No caso das actinobactérias, os diferentes componentes do meio de cultura e
a adicdo de fontes de carbono varidveis (glucose, frutose, lactose, etc.) afetam a formacgao de
pellets (Finger et al., 2022a). Yen e Li (2014b), por exemplo, verificaram a formagao de pellets
na presenga de glicerol e amido, em vez de fontes de carbonos tradicionais. O género
Streptoymces, cujo habitat natural ¢ o solo — local solido, imida e rica em nutrientes (Lajtai-
Szabo et al., 2022) — tem preferéncia por meios de cultura mais consistentes e ricos em
nutrientes como a soja, aveia, amido ou glicerol (Boruta et al., 2021).

Dessa forma, o cultivo submerso pode ser utilizado para produgdo de diversos
compostos microbianos, como os colorantes naturais, que podem ser aplicados nas industrias

de alimentos, farmacos e principalmente téxtil, uma das mais poluentes e com maior consumo
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de recursos no mundo. Uma alternativa mais sustentavel e ecoldgica para industria € o uso de
colorantes naturais microbianos, como medida para reduzir problemas ambientais e

toxicoldgicos, contribuindo para processos industriais mais verdes.

2.6 Colorantes naturais na industria téxtil

A industria global téxtil ¢ uma das responsaveis pelo impacto ambiental. Estima-se que
todos os anos, cerca de 98 milhoes de toneladas de recursos ndo renovaveis sao consumidos,
incluindo, por exemplo, fertilizantes para o cultivo de fibras naturais, petrdleo para producao
de fibras sintéticas e produtos quimicos utilizados em diferentes fases da produgao téxtil (Ellen
Macarthur Fundation, 2017; Pizzicato et al., 2023).

Os colorantes sintéticos sao amplamente utilizados pela industria téxtil pela reprodugao
rapida de tons e fixagdo; entretanto eles prejudicam ecossistemas aquaticos, diminuindo a
demanda quimico do oxigénio (DQO) e inibindo a fotossintese, consequentemente impedindo
o crescimento das plantas (Khattab et al., 2020; ADEEL et al., 2024). Isso se da, pois, as dguas
residuais do tingimento ndo contém apenas cor, mas diversas substdncias quimicas como
antiespumantes, agentes oxidantes/redutores e diluentes (Pizzicato et al., 2023; European
Commission, 2023)

Os colorantes naturais podem ser aplicados em diferentes materiais fibroso, como fibra,
fio, tecido ou peca de vestudrio. No entanto, alguns colorantes naturais possuem baixa afinidade
com o substrato, sendo necessario um mordente para melhorar a afinidade e as propriedades de
solidez do colorantes, formando um complexo insoluvel com o colorante e o substrato (Manhita
et al.,2011; Nambela et al., 2020).

O tingimento de tecidos com colorantes naturais pode ser feito por métodos
convencionais ou ndo convencionais. No tingimento convencional, o colorante em uma solugdo
¢ levado ao substrato por exaustdo; esse método requer uma grande quantidade de energia, 4gua
e produtos quimicos como dispersantes e agentes de nivelamento (Nambela et al., 2020). Ja o
método ndo convencional utiliza de técnicas com ultrassom, micro-ondas e diéxido de carbono
supercritico, sendo considerado uma técnica de tingimento mais limpa, devido ao baixo custo
de 4gua e produtos quimicos auxiliares (Shah; Shah, 2013; Nambella et al., 2020).

Diante do exposto, ressalta-se a necessidade de buscar alternativa aos colorantes
sintéticos, que, embora amplamente utilizados pelas industrias (alimenticia, farmacéutica e
téxtil), podem ser prejudiciais a0 meio ambiente e a saude. Os microrganismos, como as
bactérias, apresentam-se como uma alternativa promissora devido a sua capacidade de produzir

colorantes naturais de forma eficiente e sustentdvel. A bactéria S. lavendulae é capaz de
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produzir o colorante azul indigoidina, que possui atividade antimicrobiana e antioxidante. No
entanto, ainda ha uma certa escassez de estudos sobre a producio desse composto. Assim, este
trabalho busca estudar o processo de producdo de indigoidina por cultivo submerso de S.

lavendulae e sua aplicagdao em tecido, contribuindo para o avango académico e industrial.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral
Estudar a produgao de indigoidina por cultivo submerso de Streptomyces lavendulae e
a aplicacdo do extrato em tecido.
3.2 Especificos
e Avaliar a producdao de indigoidina em meio de aveia por cultivo submerso de S.
lavendulae em agitador orbital;
e Avaliar o efeito de diferentes micronutrientes no meio de cultura para a producdo de
indigoidina por cultivo submerso de S. lavendulae em agitador orbital,
e Avaliar a extrac¢do da indigoidina intracelular da biomassa de S. lavendulae empregando
solventes organicos;
e Avaliar o estudo de cinética a fim de compreender o crescimento de S. lavendulae em
relacdo a producao de indigoidina e o consumo de agucar ao longo do tempo;

e Aplicar o extrato contendo a indigoidina em tecido de algodao.
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4 METODOLOGIA

O estudo realizado neste trabalho, seguiu o esquema apresentado na Figura 5.

Figura 5 — Esquema representativo dos processos realizados neste trabalho.

i iviviiinGe o

Reativacao, Definicio da velocidade Definiciio de pré Extraciio da indigoidina T Ty Aplicagiio da
crescimento e producio de agitagio inéculo e inéculo intracelular indigoidina em tecido

Fonte: Autor.

4.1 Material

O agar, extrato de malte, extrato de levedura, glicose, carbonato de célcio (CaCOs3) foi
obtido por Acumedia, Kasvi, Neogen, Exodo Cientifica, Synth (Sdo Paulo, Brasil)
respectivamente. A farinha de aveia foi obtida pela k-life, lote MA233 da Kinino (Mirassol,
Sao Paulo) e a L-glutamina, sulfato de magnésio (MgSQOa) pela LS Chemicals, Sigma-Adrich
(Sao Paulo, Brasil) respectivamente.

Os solventes utilizados, como acetato de etila foi obtido da Synth (Sao Paulo, Brasil), o
dimetilsulfoxido (DMSO), hexano, metanol foram obtidos pela Exodo (Sdo Paulo, Brasil) e
isopropanol pela Dinamica (Sao Paulo). As especificagdes dos solventes utilizados estdao

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 — Especificacdes dos solventes utilizados neste trabalho.

Especificagoes
Solventes Teor de pureza Densidade Faixa de ebulicdo

(%) (g/mL) °O)

Acetato de etila 99,5 0,900 77
DMSO 99,9 1,1 189

Hexano - 0,658-0,69 -

Isopropanol 99,5 0,7840-0,47870 81 -83

Metanol 99,8 0,791 64,7

Fonte: Autor.

A indigoidina microbiana (CAS: 2435-59-8) da Commercial Invoice (PN210887) foi
obtida pela ProcureNet Limited (Tsim Sha Tsui, China) possui 99,5% de pureza. Sua aparéncia
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¢ um pd azul com 99,87% de teor de acetilacetona, densidade de 1,63+0,06 cm?®; PKa de

5,8840,40 e o tempo de ebulicdo em 285+40,0 °C.

4.2 Microrganismo

A cepa de Streptomyces lavendulae CCT 2402 foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Adilson José da Silva do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ), Universidade Federal
de Sao Carlos, Sao Carlos, SP, Brasil.

4.3 Reativacio, manutencio e crescimento

As cepas de S. lavendulae congeladas a -80°C em 20 %v/v de glicerol foram reativadas
em placa de petri contendo o meio SM (meio Streptomyces) durante 128h horas, sendo este o
meio de reativagao conforme sugerido pelo catdlogo de Linhagens da Fundagao André Tosello.
A composicao deste meio foi (g/L em agua destilada): 4gar (12), extrato de malte (10), extrato
de levedura (4), glicose (4), carbonato de célcio, CaCOs3 (2), com pH final de 7,2.

Em seguida, realizou-se o repique para tubo de ensaio contendo 10 mL de ISP-2 agar,
durante 48 horas, constituindo a fase de indculo (crescimento). A composi¢ao deste meio foi de
acordo com Pridham et al. (1957) modificado pela retirada da glicose, e composto por (g/L em
agua destilada): extrato de levedura (4), extrato de malte (10), agar (20), com o pH final de 7,2.
A manutengao do microrganismo ocorreu em placas de petri contendo o meio de crescimento,

0 ISP-2. Todos os meios foram autoclavado a 121°C durante 15 minutos.

4.4 Avaliacdo da producio de indigoidina por cultivo submerso de S. lavendulae

A avali¢ao da producao de indigoidina foi realizada em meio de aveia, utilizando frascos
tipo Erlenmeyers de 250 mL contendo 25 mL do meio. Inicialmente, trés condi¢cdes foram
testadas, conforme descritas na Tabela 2. Em seguida, a condi¢do que apresentou a melhor
producao foi utilizada para os estudos de influéncia da velocidade de agitagao e para definicao
de pré-indculo e indculo, conforme descrito nos topicos 4.4.1 € 4.4.2. Todos os meios tiveram

o pH inicial ajustado para 7,2 e foram autoclavados a 121°C por 15 minutos.
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Tabela 2 — Composic¢ao dos meios de cultura baseados em aveia para a producdo de indigoidina por cultivo

submerso de S. lavendulae em agitador rotativo.

Meio de cultura Autor

Farinha de aveia (20 g/L), glicose (4 g/L) Mendonga, 2011;

Farinha de aveia (20 g/L), glicose (1 g/L), L-glutamina Modificado de Panchanawaporn et al., 2022;
(10 mM), MgSO4 (1 mM)

Farinha de aveia (30 g/L), glicose (1 g/L), L-glutamina Modificado de Panchanawaporn et al., 2022;
(5,5 mM), MgSOs4 (2,5 mM)

Fonte: Autor.

4.4.1 Avaliacdo da velocidade de agitacao na produgdo de indigoidina

A avaliacdo da velocidade de agitacdo foi realizada em agitador orbital, no qual testou-
se trés velocidades: 150, 200 e 250 rpm. O meio empregado nessa etapa e as demais condigdes
de cultivo foram 20 g/L de farinha de aveia, 1 g/L de glicose, 10 mM de L-glutamina e 1| mM
de MgSOsa.

4.4.2 Avaliagdo do pré indculo e indculo

As condigdes do estudo para a defini¢ao do pré inoculo e indculo foram realizadas apos
48 horas do crescimento da S. lavendulae, no qual adicionou-se SmL de ISP-2 sem agar para
realizacdo da raspagem e homogeneizagdo das células no meio. Em seguida 500 pL. foram
coletados e lidos em ODgoo em espectrofotdmetro (Thermo Scientific Genesys 10s UV-vis). Ao
iniciar a absorbancia em 0,1 Unidades de Absorbancia a 600 nm (UAgoonm), 0 pré-inoculo foi
inoculado em frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL do meio ISP-2 sem agar e
incubadas em agitador de bancada durante 24 e 48 horas.

A partir deste ponto, iniciaram-se estudos de avalia¢dao do indculo, sendo elas: 10% v/v
em 24 horas; 15% e 30% v/v em 24 horas e 48 horas em frascos tipo Erlenmeyers de 250 mL
contendo 25 mL do meio de aveia conforme o melhor resultado obtido a partir das condi¢des
apresentadas na tabela 1. A melhor condi¢do de pré indculo e indculo (30% v/v em 48 horas)

que produziu a indigoidina foi definida como padrao.

4.5 Extracao da indigoidina intracelular

A extragdo da indigoidina intracelular ocorreu na biomassa obtida ap6s a realizagdo do
primeiro cultivo deste trabalho, nomeadamente 30g/L de farinha de aveia, 1 g/L de glicose, 5,5
mM de L-glutamina e 2,5 mM de MgSQOs. Para os estudos de extracdao, avaliou-se quatro

condi¢cdes de extragdo solido-liquido de acordo com a Tabela 2. Em todos os ensaios, 0,5g de
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biomassa foi lavada duas vezes sucessivamente empregando nos solventes citados na Tabela 3.
A cada lavagem, o pellet foi agitado em vortex durante trés minutos e em seguida, centrifugado
a 25500 xg a 4°C por 15 minutos em centrifuga (Hitachi CR22N). O sobrenadante foi
descartado e o pellet resultante apds a ultima lavagem foi diluido em DMSO, agitado e
centrifugado, de acordo com as condi¢cdes anteriores, para obtencdo da indigoidina. Este
processo foi repetido cinco vezes ou até a biomassa perder a cor.

Vale ressaltar que o terceiro ensaio possui uma diferenca entre os demais, pois o pellet
da ultima lavagem ficou overnight durante 24h para que em seguida fosse diluido em DMSO,
agitado e centrifugado sob as mesmas condi¢des citadas anteriormente, para obtencdo da

indigoidina. O solvente que gerou o maior rendimento de extragao foi selecionado como padrao.

Tabela 3 — Extracdes avaliadas para obtencao da indigoidina da biomassa intracelular de S. lavendulae.

Solvente Autor
A Agua destilada, metanol e DMSO Modificado de YU et al., 2013
Modificado de YU et al., 2013;
WEHRS et al., 2019a

Ar Agua destilada, metanol, acetato de etila e DMSO

Solucdo lise*, metanol, isopropanol, agua
As ] Modificado WEHRS et al., 2018b
destilada, etanol, hexano e DMSO

Ay DMSO -

*Composi¢do da Solugdo lise: Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 1% e NaCl 100 mM.
Fonte: Autor.

4.6 Cinética de crescimento

O estudo da cinética de crescimento ocorreu por 168 horas sendo que a cada 24 horas,
um frasco tipo Erlenmeyer foi retirado para andlise. O processo de centrifugagdo foi 0 mesmo
citado anteriormente € o sobrenadante foi empregado para quantificacdo da glicose e pH final
enquanto a biomassa foi submetida a extracao solido-liquido para recuperagao da indigoidina

intracelular.

4.7 Aplicacao da indigoidina em tecido

A aplicagdo do extrato da indigoidina em tecido de algodao foi realizada de acordo com
método de Ghiffary et al. (2021) com algumas modifica¢des, no qual tecido de algoddo com
tamanho 4x4 cm foi lavado em detergente liquido comercial 4%v/v, enxaguados em agua fria
e secos em temperatura ambiente. O tecido seco foi colocado em frascos tipo Erlenmeyer de
250 mL contendo 20 mL do extrato de indigoidina produzida por S. lavendulae e outro contendo

a indigoidina comercial diluida em 1 g/L em DMSO.
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Os frascos tipo Erlenmeyers foram mantidos em agitador rotativo a 30 °C, 100 rpm por
1 hora e 24 horas. Os tecidos tingidos foram lavados em agua corrente até que a dgua de
escoamento estivesse limpa e em seguida secos em estufa a 50 °C por 24 horas. O experimento
foi realizado em triplicata, o colorante inicial ¢ o residual dos frascos Erlenmeyer foi
quantificado em espectrofotometro e os tecidos tingidos em colorimetro (Konica Minolia,
spectrophotometer CM-5) nos valores de cor CIELAB (L, a*, b*).

O espaco de cor CIELAB foi definido pela Comissao Internacional de [luminagao (CIE,
do inglés Comission on Illumination) em 1976, no qual expressa a cor em trés coordenadas: L*,
o valor de luminosidade que varia de O (preto) a 100 (branco); a*, posi¢ao da cor entre o
magenta (valor positivo) e verde (valores negativos) e b*, a coordenada entre o amarelo (valor
positivo) e azul (valor negativo). Além disso, para representagao do cilindro CIELCh tém-se as
coordenadas polares C* (croma) e h° (angulo de tonalidade), em vez das coordenadas
cartesianas a* b* e o L* que continua representando a luminosidade (CARTER et al., 2018;

GRIBER et al., 2024).

4.8 Mdétodos analiticos

Determinacio de Indigoidina: A indigoidina produzida foi avaliada por espectrofotometria
(Thermo Scientific Genesys 10s UV-vis) por leitura a 612 nm de acordo Wehrs et al. (2019).
Foi realizado também uma varredura das amostras para confirmagdo deste comprimento de
onda méaximo. A concentragdo da indigoidina foi determinada empregando a curva de
calibragdo (0,1 - 0,00625 g/L) (equagao 1) construida com indigoidina de Escherichia coli
modificada (99% de pureza) cedida pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Adilson José da Silva
do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ), Universidade Federal de Sao Carlos.

y = 10,545x — 0,0107 R? = 0,9996 (1)

Determinacdo do pH: A quantificacio do pH foi realizado em pHmetro (Tecnal). Para a
realizacdo do ajuste de pH utilizou hidroxido de sodio (NaOH) para pH neutro a basico e acido
cloridrico (HCI) para pH acido;

Determinacio de acucares redutores: A quantificagdo da glicose foi realizada pelo método

de DNS (4cido dinitrosalicilico) de acordo com Miller (1959) com algumas modificagdes.



34

4.9 Forma de analise de dados

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo e testes estatisticos para
verificacao da normalidade foram realizados. De acordo com a distribuicao dos resultados, foi
aplicado o teste ANOVA. Além disso, foi feito um teste de seguimento (Tukey) para verificar
diferengas entre os protocolos de tratamento. Valores de p < 0,05 foram considerados

significantes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliacdo do meio de aveia e micronutrientes para producio de indigoidina por
cultivo submerso de S. lavendulae

Os primeiros cultivos com S. lavendulae foram realizados empregando meio de cultura
composto somente por farinha de aveia (20 g/L) e glicose (4 g/L). Porém, nessas condicdes a
biomassa permaneceu sem coloragdo apos o cultivo indicando que ndo houve biossintese de
indigoidina. Posteriormente, estudou-se meios de cultivos contendo nao somente farinha de
aveia e glicose, mas também L-glutamina (10 mM e 5,5 mM) e MgSO4 (1 mM e 2,5 mM).
Nessa condi¢do, houve producdo de indigoidina (figura 6) confirmando que os nutrientes L-
glutamina e MgSQO4 sdo essenciais para a biossintese de indigoidina por S. /lavendulae. Esse
resultado corrobora com a literatura que cita que a L-glutamina ¢ o precursor direto da
indigoidina, através da condensacdo de duas moléculas de L-glutamina e 0 magnésio na forma
cation divalente (Mg?") é um ion cofator para ativagio da sintese do colorante (Panchanawaporn
et al., 2022). Nesses ensaios, a indigoidina foi extraida da biomassa de S. lavendulae nas

seguintes condicoes: agua destilada, metanol e DMSO.

Figura 6 — Esquema representativo da producao de indigoidina (g/L) por cultivo submerso de S. lavendulae nas
seguintes condigdes: Cy) 20 g/L de farinha de aveia, 4 g/L de glicose; C>) 20 g/L de farinha de aveia, 1 g/L de
glicose 10 mM de L-glutamina, 1 mM de MgSOQs4; C3) 30 g/L de farinha de aveia, 1 g/L de glicose 5,5 mM de L-
glutamina, 2,5 mM de MgSOs.

1,02 g/L de 0,13 g/L de
0g/L Indigoidina indigoidina

F 1

Cl

C3

Condigoes

Fonte: Autor.

O meio de cultura C; (20 g/L de farinha de aveia; 1 g/L de glicose; 10 mM de L-
glutamina; 1mM de MgSO4) proporcionou uma maior producdo de indigoidina quando
comparado ao meio de cultivo Cs (farinha de aveia: 30 g/L; glicose: 1 g/L; L-glutamina: 5 mM;

MgSO4.2 mM) produzindo 1,02 g/L de indigoidina, valor 88% superior a indigoidina produzida
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no meio 3 (0,13 g/L) (Figura 6). Deve-se citar que no meio de cultivo 3, empregou-se 30 g/L
de farinha de aveia o que tornou o meio semisso6lido e ndo permitiu o bom desenvolvimento do
cultivo no tempo avaliado.

A alta concentracao de glicose pode favorecer o rapido crescimento do microrganismo
e, consequentemente, resultar em maior produ¢do de biomassa. Quando utilizou 4 g/L de
glicose na primeira condi¢do, observou-se um rapido crescimento. No entanto, ndo houve
producado de indigoidina, o que corrobora com estudo de Karimian e colaboradores (2024), que
sugere que altas concentracdes de glicose podem inibir o metabolismo secundario devido a
repressao catabolica do carbono (RCC), um mecanismo importante que regula o crescimento e
a sintese de metabolitos em microrganismos (Rodrigues, 2022), Assim, em 4 g/L. de glicose
estudas neste trabalho, o microrganismo pode ter redirecionado seus recursos metabdlitos para
0 crescimento, enquanto, em concentragdes mais baixas, como 1 g/L, pode diminuir essa
repressao podendo desviar parte do seu metabolismo para produzir a indigoidina.

A L-glutamina desempenha um papel importante na sintese de indigoidina. No estudo
de Panchanawaporn e colaboradores (2022), a producgdo de indigoidina foi positiva em 5 mM,
e ao utilizar 10 mM houve um aumento de biomassa que se demonstrou irrelevante para
Aspergillus oryzae modificado. No entanto, no presente estudo, a concentragdo de 10 mM de
L-glutamina demonstrou-se adequada para sintese de indigoidina por S. lavendulae. Esse
microrganismo consegue sintetizar rapidamente a L-glutamina devido a preseng¢a do gene
BpsA, responsavel por codificar a NRPS e ativar a 4’- phosphopantetheinyl transferase
(PPTase) para que ocorra a sintese da indigoidina pela condensagdo de duas moléculas de L-
glutamina (Yumusak et al., 2019).

O magnésio, na forma de cation divalente (Mg*"), foi identificado por Panchanawaporn
et al. (2022) como suficiente para a producao de indigoidina na concentracdo de 2 mM.
Segundo os autores, o Mg?* ativa a enzima 4-PPTase, o que, por sua vez, ativa a sintese da
indigoidina, convertendo-a na forma inativa para ativa, permitindo a biossintese do metabdlito.
Eles postularam que o0 MgSO4 atua como um cofator que esta envolvido na ativagdo da sintese
do colorante. Entretanto, apesar de 2 mM ter sido ideal para o A. oryzae, deve-se considerar
que este microrganismo modificado foi geneticamente modificado, e a resposta pode nao ser a
mesma para S. lavendulae.

A partir dos resultados obtidos e reportados, definiu-se 0 meio composto por: 20 g/L de
farinha de aveia, 1 g/L de glicose, 10 mM de L-glutamina e 1 mM de MgSO4, como o melhor

dentre as condi¢des estudadas, com uma produg¢ado de indigoidina de 1,02 g/L.
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5.1.1 Extragdo da indigoidina da biomassa de S. lavendulae

Estudos sobre a extragcdo da indigoidina da biomassa de S. lavendulae sdo escassos na
literatura. Logo, houve a necessidade de buscar um método para extra¢ao dessa biomolécula da
biomassa de S. lavendulae. Para os ensaios de extragdo, empregou-se a biomassa produzida nas
seguintes condi¢des de cultivo 30 g/L de farinha de aveia, 1 g/L de glicose 5,5 mM de L-
glutamina, 2,5 mM de MgSOs.

Ao fazer o levantamento bibliografico sobre a extragdo da indigoidina, haviam dois
autores que constantemente sdo citados pelos seus métodos de extragao, nomeadamente Yu et
al. (2013) ¢ Wehrs et al. (2018b-2019a). Portanto, esses autores foram utilizados como as
principais referéncias para os quatro ensaios de extragdo da indigoidina avaliados, conforme
apresentado na Figura 7.

Entre os quatros métodos testados, o ensaio A; apresentou melhor rendimento de
extracdo (0,132+ 0,01 g/L), enquanto os ensaios Az (0,124+0,008 g/L) e A4 (0,121£0,012 g/L)
também demonstram boas produg¢des, tendo uma correlagdo de 97,9%, ou seja, os valores de
indigoidina extraido nos ensaios Az ¢ As sdo estatisticamente iguais mesmo em condi¢des
diferentes.

O ensaio A foi definido como padrdo para a realizagdo da extra¢do, uma vez que utiliza
2 solventes (metanol e DMSO) e tem o tempo de extracdo menor em comparacdo aos demais
ensaios. O ensaio A4 (DMSO) ¢ um processo mais rapido ao comparamos com o ensaio A1, no
entanto, o colorante apresentou uma coloracdo esverdeada, além da formagdao de espuma
indicando outras substancias além da indigoidina (Figura 7), por isso a utilizagdo de solventes
durante o processo de extracdo além de auxiliar no rompimento celular, também serve para

remover impurezas e metabolitos que pode estar junto da célula (Yu et al., 2013).
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Figura 7 — Comparacao entre os ensaios de extracdes para recuperacao da indigoidina da biomassa de S.
lavendulae: A)) dgua destilada, metanol e DMSO; A») agua destilada, metanol, acetato de etila, hexano e
DMSO; A3) solugdo de lise, metanol, isopropanol, agua, etanol, hexano e DMSO; A4) DMSO. Nivel de

significancia de 0,05. Barras de erro para média + desvio padrdo das amostras.
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Na literatura a indigoidina ndo ¢ soluvel em dgua e nem na maioria dos solventes
organicos polares, mas o DMSO tem demostrado ser um solvente adequado para a extracao da
indigoidina (Yu et al., 2013). No entanto, ¢ necessario realizar uma lavagem das células para
remover os residuos de meio e outros compostos que possam estar presentes na parede celular
do microrganismo.

O ensaio A> nao foi selecionado, pois possui um processo longo, com diversas etapas
de lavagens. Além disso, durante as etapas de lavagens, mais solventes (metanol, acetato de
etila, hexano) sdo utilizados comparados ao ensaio A, e apesar do uso de solventes ter suas
vantagens, como dito anteriormente, ha a preocupagdo com o uso excessivo de solventes nao
amigaveis ao meio ambiente.

O ensaio A3 promoveu a menor extragao de indigoidina e o resultado apresentou um
desvio padrdo muito alto e proximo do valor médio (0,019 + 0,018 g/L), mostrando a nao

confiabilidade dos resultados obtidos. Nessa condi¢do, durante o processo de lavagem na
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solucdo lise, muita biomassa foi perdida fazendo com que o rendimento final de indigoidina
ficasse inferior aos demais. Além disso, nesses ensaios ha o emprego de mais solventes
(metanol, isopropanol, etanol, hexano) quando comparado as demais condi¢des, além de
secagem em 24 horas.

Diante do exposto, o ensaio A1 (4gua destilada, metanol e DMSO) ficou padronizado

para ser empregado ao longo de todo o trabalho.

5.1.2 Estudos da velocidade de agitagdao na producao de indigoidina

O cultivo inicialmente foi realizado em 250 rpm, contudo, devido a rapida agitagao,
formacao de espuma e pellet na parede dos frascos tipo Erlenmeyer, realizou-se teste em outras
velocidades de agitagdo, nomeadamente 150 e 200 rpm. Assim, das trés velocidades de
agitacdes testadas, a de 200 rpm (Figura 8) gerou a maior producdo (15% e 17% superior a 150
e 250 rpm, respectivamente) com 0,107+£0,025 g/L de indigoidina, além de ter melhorado a
problematica reportada anteriormente.

Os estudos sobre a producao de indigoidina em microrganismos heterélogos, como
Corynebacterium glutamicum, A. oryzae, Streptomyces lividans, Melittangium primigenium,
foi utilizado a velocidades de agita¢ao de 200 e 250 rpm (Ghiffary et al., 2021; Panchanawaporn
et al., 2022; Zhao et al., 2023b; Shehata, 2024). E no presente estudou, a producdo de
indigoidina por S. lavendulae estaria em conformidades com os parametros da velocidade de
agitacdo empregadas em outros estudos.

Além disso, ao pensarmos no microrganismo em questao, ¢ possivel observar que a
diferen¢a de indigoidina produzida ¢ minima entre os trés tipos de agitacdes (Figura 8)
analisadas neste trabalho, corroborando com o levantamento bibliografico de Boruta (2021)
sobre parametros de cultivos submersos em Streptomyces para produgdo de metabolitos

secundarios, no qual ¢ relatado que os valores utilizados em agitagdes estdo entre 150 a 250

rpm.
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Figura 8 — Producdo de indigoidina por cultivo submerso de S. lavendulae (média + desvio padrao) em
diferentes velocidades de agitagdes. Nivel de significancia de 0,05. Barras de erro para média + desvio padrao

das amostras.
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Fonte: Autor.

Embora haja diferencas entre os ensaios, os resultados apesar de distintos, quando
analisados em seus desvios reduzidos, levam a uma interpretacdo de similaridade estatistica,
contudo a produgdo de indigoidina foi melhor na velocidade de agitacdo em 200 rpm, pois
apresentou a melhor producdo do colorante, mas vale ressaltar que somente a velocidade de
agitacdo nao ¢ o unico fator que deve ser considerado em relagdo a producao de colorante, pois
outras condi¢cdes como pH, temperatura e composi¢do nutricional do meio de cultura também

exercem influéncia no processo.

5.1.3 Defini¢ao de Pré inoculo e indculo

Para os primeiros cultivos realizados, houve problemas de homogeneizacao do meio e
diferenca nos indculos, provavelmente devido ao crescimento filamentoso do microrganismo.
Assim, de forma a reduzir os erros experimentais, foi realizado um estudo para padronizar o
pré-indculo e inoculo dos cultivos.

Das cinco condigdes testadas, o ensaio Ps (30% v/v em 48h) foi o que apresentou a
melhor producdo, gerando 1,30 + 0,26 g/L de indigoidina (Figura 9). Hobbs et al. (1989) e Pirt
(1967) ja destacavam a dificuldade em observar o crescimento do género Streptomyces, devido
ao seu crescimento filamentoso, que pode variar entre espécies de Streptomyces. Em superficies
liquidas, a actinobactéria pode se diferenciar morfologicamente em micélios livremente
dispersos, redes miceliais abertas ou aglomeradas e pellets (Dissel ez al., 2014; Manteca; Yague,

2018b; Lajtai-Szab6 et al., 2022).
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Figura 9 — Producéo de indigoidina por cultivo submerso de S. lavendulae (média + desvio padrao) variando as
condigdes do pré-indculo e indculo: Pr) 10% v/v do inoculo em 24h; P») 15% v/v do inoculo em 24h; P3) 15%
v/v do inoculo em 48h; P4) 30% v/v do inoculo em 24h; Ps) 30% v/v do inoculo em 48h). Nivel de significancia

de 0,05. Barras de erro para média + desvio padrdo das amostras.
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Fonte: Autor.

As variagdes no erro padrao observadas em todas as condigdes testadas podem ser
atribuidas ao crescimento na forma filamentosa. Contudo, apesar da dificuldade de
homogeneizagdo em meio liquido, ¢ possivel utilizar 30% v/v do indculo em 48h. Por essa
razdo, essa condi¢do ficou determinada como padrao para este trabalho, sendo necessario
manter breves agitagdes a cada processo de inoculagdo para garantir uma mistura, mesmo que
ndo completamente precisa. Assim, a partir desses estudos padronizou-se as seguintes

condi¢des: 30% v/v do in6culo crescido em 48h de incubagio.

5.2 Cinética de crescimento do S. lavendulae

Apos definida a condig@o de indculo (30% v/v em 48h), meio de aveia (20 g/L de farinha
de aveia; 1 g/L de glicose; 10 mM de L-glutamina; ImM de MgSQOs), velocidade de agitagdo
(200 rpm) e extragdo da indigoidina (agua destilada, metanol e DMSO), foi realizado o estudo
da cinética de crescimento de S. lavendulae a fim de compreender o crescimento do
microrganismo tal como a produgdo de indigoidina.

Desta maneira, através dos estudos de cinética foi possivel observar que a producao
maxima de indigoidina (3,45 g/L) (Figura 10a) ocorreu ap6s 96 horas de bioprocesso, mas nas
primeiras 24 horas (Figura 11) ja foi possivel observar uma leve coloragdo azul corroborando
com trabalho de Finger e colaboradores (2019b), no qual em seus estudos as 20 horas ja era
notério a coloragdo azul e teve uma producdo maxima de 2,5 g/L a partir das 35 horas pela

bactéria Pseudarthrobacter sp.
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Além disso, ao comparar com outros estudos sobre produ¢do de colorante azul, como a
prodigiosina por Serratia marcescens (2,95 g/L'') (CANG et al., 2000), violaceina por
Janthinobacterium lividum (3,5 g/L™") (LU et al., 2009) a producio de indigoidina ainda é maior
que as demais moléculas, apesar de que o tempo de produgdo maxima seja menor ao
compararmos com o presente trabalho. Entretanto, o tempo de produgdo de indigoidina por S.
lavendulae ainda apresenta em vantagem ao observamos outros estudos de colorantes
produzidos por Streptomyces, como ¢ o caso de Kramar et al. (2014), no qual a produgao de
colorante vermelho ocorre em 144h e para Al-Tekreeti; Luti (2023), a produgao de amarelo foi

em 160 horas.

Figura 10 — Cinética de produgao de indigoidina (a), consumo de glicose (b) e analise do pH (c¢) no cultivo
submerso de S. lavendulae. Nivel de significancia de 0,05. Barras de erro para média + desvio padrio das

amostras.
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Fonte: autor.

Durante as primeiras 24 horas de cultivo, o microrganismo consumiu 17% de glicose
(Figura 10b) e teve um consumo acentuado até 72 horas de cultivo, no qual chegou a 86,51%
de glicose consumida. Em relagdo a producdo de indigoidina, houve uma produg¢do acelerada
entre os tempos de 48 a 96 horas, o que corrobora com o aumento do consumo de glicose,
compreendendo que a medida em que o microrganismo consumia o agucar, ocorria 0 aumento
do crescimento e producao do colorante.

No tempo de 96 horas de bioprocesso, obteve-se a produ¢ao maxima do colorante (3,75
g/L) e nesse tempo, aproximadamente 90% do agticar foi consumo frisando que a glicose esta
fortemente entrelagada ao desenvolvimento do microrganismo, pois @ medida que o consumo
aumenta, as fontes nutricionais diminuem causando um estresse ao microrganismo € assim
aumentando desta forma a produgdo do colorante.

Em relagdo o pH (Figura 10c), nas primeiras 24 horas, no inicio da producao, o pH se
encontrou mais acido (4,22) enquanto ao final da producdo (120 horas) o pH estava neutro
(7,04), concluindo assim que a producao de indigoidina pela S. lavendulae ocorre

preferencialmente em meios mais acidos do que em basico/neutros.
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Os estudos de cinética de crescimento sdo fundamentais para compreender o padrao de
crescimento do microrganismo e producdo de metabolitos, sendo esse o principal objetivo da
presente investigacdo. Com base nisso, estabeleceu-se o tempo de cultivo de 96 horas como o

que proporcionava a maior producao de indigoidina.

Figura 11 — Producdo da indigoidina por cultivo submerso de S. lavendulae a cada 24h de bioprocesso.
24h 48h 72h 120h 144h 168h

6"
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Fonte: Autor.
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5.3 Aplicacio da indigoidina em tecido
O tecido de algodao foi tingido por indigoidina microbiana (IndM) e indigoidina
comercial (IndC) diluidas em DMSO, durante 1 e 24 horas. Os parametros de cor CIELAB (L*,
* e b*) representados na Tabela 4 e as Figuras 12b e 13b, os tecidos com IndM e IndC
demonstraram que nao houve tingimento em 1 hora como pode ser observado através da cor
(Figura 12d e 13d) obtida na analise do colorimetro. No entanto, € possivel verificar por meio
de observacao visual que ocorreu um tingimento nas bordas do tecido pela IndC (Figura 13b),

através de um leve realce de azul.

Tabela 4 — Parametros CIELAB para o tecido de algoddo apds o processo de tingimento com Indigoidina. Sendo
L, luminosidade (0 = preto, 100 = branco); a*, cor no eixo verde-vermelho (valores negativos = verde, valores
positivos = vermelho); b*, cor no eixo azul-amarelo (valores negativos = azul, valores positivos = amarelo); C,

croma (intensidade da cor) e h, angulo de tonalidade (matiz da cor).

Indigoidina microbiana (IndM) Indigoidina comercial (IndC)
L* a* b* C h L* a* b* C h°
holra 82,98 2,36 092 2,545 158,55 86,085 -2,85 1,755 3,385 147,865
h(f:as 82,495 -2,34 1,605 2,86 145,45 80,635 -11,12 -3,38 11,625 196,925

Fonte: Autor.

Ao verificar o processo de tingimento em 24 horas, foi possivel verificar que o tecido
foi tingido pela IndC (Figura 13c¢), no qual os valores obtidos em b* indicam que a cor presente

esta coordenando para o azul, devido ao valor negativo em b* (Tabela 4). Enquanto que pela
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IndM o tecido ndo foi tingido (Figura 12c), mas a cor obtida no tecido se faz similar ao processo
em 1 hora, pois os valores de L*, a* e b* estdo bem proximos

A indigoidina comercial (Commercial Invoice, PN210887) fornecida da China, nao
possui muitas descrigdes sobre este colorante pelo vendedor, no entanto comparamos os valores
L*, a*, b* e C* (Tabela 5) entre a comercial e a microbiana ¢ possivel verificar que elas sdo
diferentes entre si, sendo a indigoidina comercial ser um azul mais verde, menos amarelo e mais

saturada do que a indigoidina microbiana (Figura 14).

Figura 12 — Tecido de algodéo tingido por Indigoidina microbiana (IndM): a) tecido antes do processo de
tingimento; b) tecido tingido apos 1 hora; c) tecido tingido apo6s 24 horas; d) cor demonstrada em colorimetro

apos 1 hora de tingimento; ¢) cor demonstrada em colorimetro apds 24h de tingimento.

Fonte: Autor.

Figura 13 — Tecido de algodao tingido por Indigoidina comercial (IndC): a) tecido branco; b) tecido 1 hora; c)
tecido apos 24 horas; d) cor demonstrada em colorimetro ap6s 1 hora de tingimento; e) cor demonstrada em

colorimetro apds 24 horas de tingimento.

Fonte: Autor.

Ghiffary et al. (2021) produziram a indigoidina pela bactéria C. Glutamicum modificada

e verificaram a aplicagdo do colorante em tecido de algoddao em comparacdo com indigo
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comercial e outro colorante azul sintético sem aplicacdo de mordentes. Os pesquisadores
obtiveram o tingimento no tecido nos trés colorantes testados, contudo, no presente estudo sé
foi possivel obter a coloracdao no tecido pela indigoidina comercial, o que confirma o uso de
mordente devido a sua pouca afinidade as fibras téxteis (Pizzicato et al., 2023).

Os colorantes naturais possuem baixa afinidade com os substratos téxteis, além de
apresentarem problemas, como a diminui¢do da solidez da cor (Kampeerapappun et al., 2011;
Repon et al., 2024). Assim, para minimizar tais problemas, utiliza-se o mordente, uma vez que
sdo compostos que tém a capacidade de auxiliar na fixacdo do colorante na fibra téxtil,
melhorando a reatividade (durabilidade da cor no tecido), substantividade (aumenta afinidade
do colorante pelo tecido) e a propriedade de solidez (resisténcia da cor) nos tecidos (Haar et al.,

2013; Prabhu; Bhute, 2012; Repon et al., 2024).

Tabela 5 — Valores obtidos da indigoidina microbiana (IndM) e comercial (IndC) diluidas em DMSO antes e
depois do processo de tingimento. Sendo L, luminosidade (0 = preto, 100 = branco); a*, cor no eixo verde-
vermelho (valores negativos = verde, valores positivos = vermelho); b*, cor no eixo azul-amarelo (valores

negativos = azul, valores positivos = amarelo); C, croma (intensidade da cor) e h, angulo de tonalidade (matiz da

cor).

Indigoidina Microbiana (IndM) Indigoidina Comercial (IndC)

L* a* b* Cc* h L* a* b* c* h°
1 inicial 70,4 -15,4 -26,23 30,42 239,58 62,9  -52,37 -42,7 67,57 219,19
hora  final 70,37 -1533  -26,25 30,4 239,72 63,28 -52,59  -42,38 67,54 218,86
24 inicial 70,87 -14,78  -24,58 28,68 238,98 63,43 -52,65 -42,28 67,53 218,76
horas final 72,89 -13,49 -20,81 24,8 237,04 68,69 -53,47 -37 65,02 214,68

Fonte: Autor.
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Figura 14 — Cor da indigoidina diluida em DMSO: A) comercial e B) microbiana de acordo com as coordenadas

obtidas na leitura do colorimetro.

Fonte: Autor.

Os colorantes (microbiano e comercial) teve 0 DMSO como o principal diluidor, uma
vez que seu uso ¢ eficaz em colorantes, assim como também ¢ descrito na literatura que ele
pode melhorar no controle da associagdao da cor e a intensidade (Chen et al., 2015b -2016a;
Wang et al., 2014). No entanto, o DMSO presente na agua residual apos o processo de
tingimento acaba ndo sendo ecologicamente correto, contudo, existe método de reciclagem do
DMSO, no qual o consumo do solvente ¢ menor, através da destilagdao a vacuo.

O problema deste método de reciclagem ¢ o uso excessivo de energia, durante a
mudanga de fase vapor-liquido no processo de destilacdo a vacuo (Chen et al., 2015b; Zhao et
al., 2024a), aumentando o gasto de energia. Mas os pesquisadores Zhao e colaboradores
(2024a), relatam que o problema ¢ utilizar o DMSO sozinho, se houver outros compostos de
apoio, como foi o caso do sistema de tingimento com CO> supercritico (SC-CO», do inglés
supercritical carbon dioxide) e etanol pelos pesquisadores, pode-se obter resultados positivos,
como foi o caso dos autores, no qual melhoraram o processo de tingimento e conseguiram obter
um baixo custo de energia.

Sendo assim, através dos testes realizados com a indigoidina microbiana e comercial
em tecido de algoddo, faz necessario estudos aprofundados quanto ao uso de mordente bem
como a utilizagdo do DMSO para diluir o colorante em tecidos, uma vez que a pesquisa visa

buscar meios mais sustentaveis e amigaveis ao meio ambiente.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, a melhor produgdo de indigoidina por cultivo submerso de Streptomyces
lavendulae ocorreu em meio de aveia, nas concentragdes de 20 g/L de farinha de aveia, 1 g/L
de glicose, 10 mM de L-glutamina e 2 mM de MgSO4. Além disso, ao padronizar a velocidade
de agitacdo em 200 rpm e o indculo em 30% v/v em 48h pode-se reduzir os erros e,
consequentemente, melhorar a produgdo. A extragdo empregando lavagem em agua destila,
metanol e em seguida a diluicdo em DMSO melhorou o processo e reduziu a quantidade de
solventes utilizados. Através do estudo de cinética foi possivel concluir que o melhor tempo de
produgdo ocorreu em 96 horas. A aplicagdo da indigoidina comercial tingiu o tecido de algodao,
enquanto que o extrato contendo a indigoidina produzida pela S. lavendulae necessita de novos
estudos, incluindo estudos com a presenca de mordente para melhor fixacao do colorante em
tecido. Além disso ha uma preocupagao quanto ao uso do DMSO no presente estudo, logo
pesquisas futuras quanto a sua substitui¢do e recuperacao sdo de suma importancia visando a
melhoria e o aperfeigoamento deste trabalho. Porém, o estudo demonstrou a producdo de
indigoidina por S. lavendulae e ¢ um comego para novos estudos que otimizem a produgao
desse colorante microbiano que apresenta amplo mercado de aplicagdo, com destaque para a

industria téxtil.
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