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RESUMO

Chromobacterium violaceum é uma bactéria Gram-negativa capaz de sintetizar
colorantes da rota biossintética da violaceina e de seus derivados, por meio do
operon vioABCDE, de duas moléculas de triptofano. Esses metabdlitos apresentam
aplicagdes biotecnologicas relevantes, incluindo atividade antimicrobiana e uso como
colorantes sustentaveis nos setores téxtil e cosmético. Neste estudo, avaliaram-se
condigdes de cultivo submerso de uma cepa selvagem de C. violaceum visando a
producdo de colorantes associados a rota da violaceina, bem como estratégias de
recuperacao desses compostos. A cepa nao apresentou coloragao purpura evidente
em meio solido LB; entretanto, em cultivo submerso com meio de produgédo “V”,
formou biomassa com coloracido arroxeada, indicando ativagao da rota biossintética
nas condi¢gdes avaliadas. Apdés 23 horas, observou-se crescimento celular
expressivo, com DO-s: de 1,853 + 0,082, e consumo total da glicose, demonstrando
que o meio empregado foi compativel com o crescimento bacteriano e com a
formacéo do colorante. A producdo mostrou-se associada a maior densidade celular
e ao pH proximo a neutralidade, enquanto condicbes mais acidas ou menor
crescimento resultaram em reducédo ou auséncia de coloragao arroxeada. Na etapa
de recuperagao, solventes apolares apresentaram baixa eficiéncia, enquanto a
sonicagao assistido em etanol 50% (v/v) foi a estratégia mais promissora para
remogao do colorante da biomassa. Contudo, a auséncia de pico definido em
575-580 nm na varredura UV-Vis indica a necessidade de purificagdo e confirmagao
cromatografica dos colorantes produzidos. Assim, os resultados evidenciam o
potencial da cepa para obtengao de colorantes de interesse biotecnoldgico aplicado

em processos fermentativos controlados futuros.

Palavras-chave: Bioprocessos; Biotecnologia; colorantes naturais; Microbiologia

aplicada; Violaceina.



ABSTRACT

Chromobacterium violaceum is a Gram-negative bacterium capable of synthesizing
colorants from the violacein biosynthetic pathway and its derivatives through the
vioABCDE operon, from two tryptophan molecules. These metabolites have relevant
biotechnological applications, including antimicrobial activity and use as sustainable
colorants in the textile and cosmetic sectors. In this study, submerged cultivation
conditions of a wild-type C. violaceum strain were evaluated to produce colorants
associated with the violacein pathway, as well as recovery strategies for these
compounds. The strain did not show evident purple coloration on solid LB medium;
however, under submerged cultivation in “V” production medium, it formed biomass
with a purplish coloration, indicating activation of the biosynthetic pathway under the
evaluated conditions. After 23 h of cultivation, expressive cell growth was observed,
with an ODs of 1.853 + 0.082, along with complete glucose consumption,
demonstrating that the medium was suitable for bacterial growth and colorant
formation. Colorant production was associated with higher cell density and
near-neutral pH, whereas more acidic conditions or lower growth resulted in reduced
or absent purplish coloration. During the recovery step, nonpolar solvents showed
low efficiency, while sonification assisted extraction with 50% ethanol (v/v) was the
most promising strategy for removing the colorant from the biomass. However, the
absence of a defined peak at 575-580 nm in the UV-Vis scan indicates the need for
purification and chromatographic confirmation of the produced colorants. Thus, the
results highlight the potential of this strain for obtaining colorants of applied
biotechnological interest in future controlled fermentative processes and industrial

development.

Keywords: Bioprocesses; Biotechnology; natural dyes; applied Microbiology;

Violacein.
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1 INTRODUGAO

Colorantes microbianos, produtos do metabolismo secundario de diversos
microrganismos, tém despertado crescente interesse industrial por aliarem
propriedades tintoriais a atividades biolégicas funcionais. Diferentemente dos
colorantes sintéticos, cuja produgédo e descarte frequentemente envolvem processos
quimicos agressivos e de dificil degradagdo, os biocolorantes apresentam-se como
alternativas sustentaveis devido a sua biodegradabilidade, menor impacto ecolégico e
viabilidade de obtencdo em sistemas fermentativos controlados (Choi et al., 2021;
Barreto et al., 2023). Tais atributos viabilizam sua aplicagdo em setores estratégicos,
como as industrias farmacéutica, cosmética, téxtii e de biomateriais (Rajendran;
Somasundaram; Dufossé, 2023; Memon; Joshi; Kamdar, 2026).

Nesse cenario, a violaceina destaca-se como um metabdlito de expressivo valor
biotecnolégico. Trata-se de um composto bisinddlico de coloragdo violeta intensa,
biossintetizado a partir da condensacao de duas moléculas de L-triptofano pela acéo
coordenada de enzimas codificadas pelo operon vioABCDE. Além do composto
principal, essa rota metabdlica pode originar derivados estruturalmente correlacionados
com propriedades fisico-quimicas distintas (Wu et al., 2021; Zhang et al., 2025).

A relevancia da violaceina transcende o potencial estético, abrangendo um
amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, antiproliferativas e anti-inflamataérias (Choi et al., 2021; Park et al., 2021).
Sua eficacia contra patégenos clinicamente importantes, como cepas multirresistentes
de Staphylococcus aureus, consolida seu potencial para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos e o substituicdo de colorantes artificiais por aditivos bioativos
(Baricz et al., 2018; Choi et al., 2015b).

O microrganismo modelo para o estudo desse pigmento é a bactéria
Gram-negativa Chromobacterium violaceum, amplamente distribuida em ambientes
tropicais. A sintese da violaceina nessa espécie € estritamente regulada por
mecanismos de quorum sensing (QS), nos quais a densidade populacional modula a
expressao génica via moléculas sinalizadoras (Zhou et al., 2020; Venkatramanan et al.,
2020). No entanto, a eficiéncia biossintética em cultivos submersos é fortemente
condicionada por parametros nutricionais, como a relagdo carbono/nitrogénio, e
variaveis fisico-quimicas, como pH, temperatura e transferéncia de oxigénio (Abdella et
al., 2026; Gharat; Singhal, 2024).
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Além dos desafios de cultivo, a natureza hidrofébica da violaceina e sua
retengao intracelular impdem obstaculos criticos as etapas de recuperacdo e
purificacdo (downstream). A viabilidade industrial do bioprocesso depende, portanto, do
desenvolvimento de técnicas eficazes de ruptura celular e do uso estratégico de
solventes que maximizem o rendimento sem comprometer a estabilidade do produto
(Zhang et al., 2025; Scaramussa; Ishimoto; Bicas, 2025).

Frente a necessidade de otimizar a cadeia produtiva desses colorantes naturais,
este trabalho objetiva avaliar o potencial de produgao de violaceina e seus derivados
por uma cepa selvagem de C. violaceum em cultivo submerso. A investigagdo abrange
desde a otimizagcdo das condigbes de cultivo até a prospeccado de metodologias de
extragdo mais eficazes, visando aprimorar o rendimento global e a sustentabilidade do

bioprocesso.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. COLORANTES MICROBIANOS E SUA APLICACAO NA BIOTECNOLOGIA

Os colorantes microbianos estdo associados a diferentes fungdes, como defesa
contra espécies reativas de oxigénio (EROs), comunicacdo celular e adaptagdo ao
ambiente (Chatragadda; Dufossé, 2021; Orlandi et al., 2021; Acharya et al., 2024).
Além da fungdo bioldgica, esses compostos apresentam propriedades de interesse
biotecnolégico, incluindo atividade antioxidante, antimicrobiana e potencial terapéutico
(Choi et al., 2021; Barreto et al., 2023). Entre os principais grupos de colorantes
microbianos destacam-se carotenoides, melaninas, azafilonas e colorantes indolicos
com cada grupo apresentando caracteristicas quimicas e aplicagdes especificas (Yang;
Park; Lee, 2021; Barreto et al., 2023).

Em razdo de suas propriedades biolégicas e funcionais,, os colorantes
microbianos apresentam amplo potencial nos setores industriais de alimentos,
cosmeéticos, téxtil e farmacéutico, como representado em Figura 1 (Gawale; Patil; Patil,
2026; Acharya et al., 2024). Entretanto, a ampla adog¢ao industrial dessas moléculas
ainda enfrenta empecilhos, relacionados ao custo de producéao, a baixa produtividade
de algumas linhagens, a estabilidade quimica e aos processos de extragcdo e
purificagdo (Pathak; Vyas, 2025).

Nesse contexto, avangos em bioprocessos, engenharia genética, otimizagcéo de
processos fermentativos e desenvolvimento de métodos de extracdo mais eficientes
sao fundamentais para viabilizar sua aplicagao industrial (Yang; Park; Lee, 2021; Qi et
al., 2026). Entre esses compostos, colorantes bacterianos bioativos, como a violaceina,
ganham especial relevancia por associarem coloragdo a um amplo espectro de
atividades bioldgicas (Park et al., 2021). Isso amplia seu potencial de exploragdo em
areas como o desenvolvimento de agentes terapéuticos, bioativos para materiais

inteligentes e aditivos naturais.
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Figura 1 - Diversidade de biocolorantes, microrganismos produtores e areas de
aplicagao.
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2.2. VIOLACEINA E SEUS DERIVADOS: ESTRUTURA QUIMICA, BIOSSINTESE,
PROPRIEDADES E APLICACOES

2.2.1. Estrutura quimica

A violaceina é um colorante alcaloide inddlico, produzido principalmente por
bactérias dos géneros C. violaceum e Janthinobacterium lividum. Sua férmula
molecular é CxH1:Ns:Os, apresentando massa molar de 343,341 g/mol (Huang et al.,
2020). Sua estrutura quimica é formada por um nucleo bisinddlico, no qual dois anéis
inddlicos encontram-se associados a uma cadeia central contendo grupos funcionais
oxigenados e nitrogenados, apresentado na Figura 2. A presenga de anéis aromaticos
conjugados promove uma extensa deslocalizagdo eletronica, responsavel pela
absorcdo de luz na regido do espectro visivel e pela coloracdo violeta intensa

observada no composto (Ahmad et al., 2012; Park et al., 2021).

Figura 2 - Estrutura quimica da violaceina

Fonte: Adaptado de Scaramussa, Ishimoto e Bicas (2025)
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A molécula apresenta caracteristicas de polaridade intermediaria, combinando
regides hidrofébicas e grupos funcionais polares. Os anéis aromaticos inddlicos
conferem carater mais apolar a estrutura devido ao sistema de elétrons conjugados,
favorecendo interagcdes hidrofdbicas, enquanto os grupos carbonila (C=0) e nitrogénio
presentes na molécula contribuem para sua capacidade de realizar interacdes
intermoleculares (Scaramussa; Ishimoto; Bicas, 2025). Essa combinacgdo estrutural
influencia diretamente sua solubilidade e comportamento em diferentes sistemas
quimicos.

Conforme representado na Figura 3, a via bioquimica relacionada a biossintese
de violaceina também pode originar compostos estruturalmente semelhantes,
derivados da violaceina, como a deoxiviolaceina, que apresenta uma modificacdo
estrutural caracterizada pela auséncia de um grupo oxigenado presente na molécula
original (Wang et al.,, 2012). Essa alteracédo resulta em diferencas nas propriedades
fisico-quimicas, incluindo polaridade, perfil de absorcdo e atividade bioldgica. Outros
derivados e intermediarios da via biossintética também podem ser encontrados,
apresentando variagbes estruturais que influenciam suas caracteristicas funcionais

(Scaramussa; Ishimoto; Bicas, 2025).

Figura 3 — Rota biossintética da produc&o de violaceina e deoxiviolaceina.
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2.2.2. Atividades bioldgicas e potencial biotecnologico

A estrutura da violaceina apresenta grupos funcionais como aminas, carbonilas
e ligagdes conjugadas, que contribuem para suas propriedades fisico-quimicas e sua
atividade biolégica (Ahmed et al., 2021). A presenca do sistema bisinddlico aumenta a
capacidade de interacdo da molécula com membranas celulares e macromoléculas,
sendo associada a mecanismos como alteracdo da permeabilidade celular, inducao de
estresse oxidativo e modulagdo de vias relacionadas a morte celular (Scaramussa;
Ishimoto; Bicas, 2025; Choi et al., 2021; Park et al., 2021).

Uma das propriedades mais estudadas da violaceina € sua atividade
antimicrobiana diante bactérias, fungos e protozoarios (Duran; Menck, 2001; Choi et al.,
2015b). Seu mecanismo de agao esta relacionado principalmente a interacdo da
molécula com membranas celulares, comprometendo a integridade da célula (Cauz et
al., 2019; Huanbutta et al., 2025). Além disso, a violaceina pode induzir a formacéao de
EROs, promovendo estresse oxidativo e danos celulares que contribuem para sua
atividade antimicrobiana (De Carvalho et al., 2006; Choi et al., 2015a; Milosevic et al.,
2023).

A atividade contra bactérias tém despertado interesse devido ao aumento da
resisténcia antimicrobiana, considerada um dos principais desafios de saude publica
global (WHO, 2024). A violaceina apresenta efeito inibitério sobre microrganismos de
importancia clinica, incluindo espécies resistentes a antibidticos convencionais.
Estudos demonstram sua eficacia contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina
e Staphylococcus epidermidis, incluindo cepas formadoras de biofilme, indicando seu
potencial como molécula complementar no desenvolvimento de novas estratégias
antimicrobianas (Baricz et al., 2018). Entretanto, sua aplicagcdo terapéutica ainda
depende de estudos adicionais relacionados a toxicidade, biodisponibilidade e
estabilidade do composto (Choi et al., 2021).

Na area de biotecnologia aplicada, a violaceina apresenta potencial para
desenvolvimento de biomateriais funcionais, biossensores e sistemas de liberacido de
compostos bioativos. Sua coloragao intensa, aliada as propriedades biolégicas, permite
sua exploragdo em materiais inteligentes e plataformas que associam propriedades
opticas e funcionais (Berti et al., 2019; Dardari et al., 2026). Adicionalmente, avangos
em biologia sintética vém sendo utilizados para modificar vias biossintéticas e aumentar

a producao em escala industrial (Scaramussa; Ishimoto; Bicas, 2025).
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2.3. PRODUCAO NATURAL DE COLORANTES POR Chromobacterium violaceum
2.3.1. Caracteristicas microbiolégicas de C. violaceum

C. violaceum ¢é uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Chromobacteriaceae, amplamente distribuida em ambientes naturais, principalmente
em solos e corpos d’agua de regides tropicais e subtropicais (O’Brien; Sykes, 2021).
Esse microrganismo tornou-se objeto de interesse cientifico devido a sua capacidade
de produzir diversos metabdlitos secundarios, entre eles a violaceina (Duran; Menck,
2001; Choi et al., 2021). Do ponto de vista morfolégico, C. violaceum apresenta células
em formato de bastonete, podendo ocorrer isoladamente ou em pares, € possui
flagelos que conferem mobilidade. (Kumar, 2012).

Algumas linhagens de C. violaceum sao consideradas patégenos oportunistas,
podendo causar infecgdes humanas raras, principalmente em individuos
imunocomprometidos. Dessa forma, estudos envolvendo sua utilizagdo industrial
devem considerar aspectos de biossegurangca e selecdo adequada de linhagens

produtoras (Olalekan et al., 2019).

2.4. BIOSSINTESE E REGULACAO DA PRODUCAO DE VIOLACEINA E
DERIVADOS

2.4.1. Via de biossintese da violaceina

A biossintese da violaceina inicia-se com a conversao de L-triptofano em acido
indol-3-piruvico (IPA) pela enzima VioA, seguida pela acdo da enzima VioB e VioE,
levando a formagao de um dimero de imina do IPA e do acido protoviolaceinico (PDVA)
(Xu et al., 2022). A partir da formagdo do PDVA, existem quatro possiveis rotas
metabdlicas para a produgédo da violaceina e seus derivados: (1) conversdo do PDVA
pela enzima VioC seguida de oxidagado espontanea para a geragao da deoxiviolaceina;
(2) conversdao do PDVA pela enzima VioD, seguida de oxidacdo espontanea para a
formagao de proviolaceina; (3) agado sequencial das enzimas VioD e VioC, juntamente
com oxidagao espontanea para a producao da violaceina; (4) oxidagéo esponténea do
PDVA, reusltando na prodeoxiviolaceina (Zhang et al., 2025) A Figura 4 abaixo
demonstra a rota metabdlica da violaceina e seus derivados, a partir da acdo das

diferentes enzimas.
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Figura 4 — Representacéo da rota metabdlica da violaceina e seus derivados.
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2.4.2. Sistema de quorum sensing

O sistema de QS é de grande importancia para a comunicagao célula-célula em
bactérias e esta intrinsecamente relacionado a densidade celular, permitindo que
microrganismos coordenem agdes conjuntas, como a formacéao de biofilmes, através da
liberagcdo de moléculas de sinalizagéo (Zhou et al., 2020).

No caso da bactéria C. violaceum, o QS é apontado como o0 mecanismo
regulatério para a indugdo da biossintese da violaceina e de seus derivados. A
produgcdo de colorantes ocorre principalmente quando ha uma alta densidade
populacional e os nutrientes estdo quase esgotados, sendo essa produgéo considerada
como uma estratégia de sobrevivéncia bacteriana (Duran et al., 2016; Duran et al.,
2025; Zhang et al., 2025).

O sistema de QS em C. violaceum é regulado por moléculas autoindutoras, como
a N-acil-L-homoserina lactona (AHL). Com o aumento da densidade celular no meio, a
concentragdo de AHL no meio aumenta e, a partir do momento que atinge uma
concentragao limitrofe, liga-se ao gene CviR, que coordena a ativagdo dos genes do
operon VioABCDE, levando a produgao dos colorantes da rota da violaceina (Batista et
al., 2024).



20

Segundo Choi et al. (2015a) a C. violaceum produz biofilme, um fendtipo que é
co-regulado pelo sistema de QS juntamente com a sintese de colorantes. Tendo em
vista que os processos da produgdao de violaceina e formacado de biofiime estdo
diretamente relacionados ao mesmo mecanismo dependente de densidade celular,
associa-se a formacido de biofiime a capacidade de sintese da violaceina e seus
derivados (Mion et al., 2021). O mecanismo de QS simultaneamente otimiza a criagao
de biofilmes protetores e produgédo de colorantes para a sobrevivéncia da populagao.
Deste modo, tem-se que a formagao de biofilme serve como um indicativo de que,

possivelmente, a produc¢ao de colorantes esta ocorrendo (Zhang et al., 2025).

2.4.3. Moléculas sinalizadoras

As moléculas sinalizadoras do sistema de QS sao importantes para o controle da
expressao génica, mediando a producdo dos colorantes. Dentre estas moléculas,
destacam-se a AHL, peptideos autoindutores (AIP) e autoindutores-2 (Al-2) (Wu et al.,
2021).

As moléculas sinalizadoras variam de acordo com a bactéria. AHLs sé&o
produzidas principalmente por bactérias Gram-negativas, AlIPs sao produzidas por
bactérias Gram-positivas e Al-2 sao produzidas por ambos os tipos de bactérias. No
caso da Gram-negativa C. violaceum, a producédo da violaceina e seus derivados €&
regulada positivamente pelo sistema de QS AHL Cvil/R (Batista et al., 2024; Dimitrova
et al., 2023).

As moléculas de AHL sdo produzidas pela enzima AHL sintase e detectadas
através de um regulador de ligagdao AHL, afetando a expresséo da violaceina e seus
derivados (Devescovi et al., 2017). O sistema de QS da C. violaceum é mediado por
meio de dois genes principais, Civl e CivR, que possuem alta afinidade a AHL. Civl é
um gene de AHL sintase, o qual é responsavel pela sintese de N-decanoil
L-homoserina lactona (C10-HSL). CivR € um gene responsavel pela sintese de uma
proteina reguladora de transcrigdo, importante para a regulagdo da expressao génica
apos a sintese de C10-HSL. CviR responde a C10-HSL com maior afinidade, e a
sintase AHL cvil é regulada pelo feedback positivo por C10-HSL-CviR (Venkatramanan;
Nalini, 2024) A figura 5 abaixo demonstra o sistema de QS com feedback positivo dos

genes Cvil/R.
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Figura 5 - Sistema de QS com feedback positivo dos genes Cvil/R em C. violaceum.
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2.5. FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO DE VIOLACEINA E DERIVADOS
EM CULTIVO SUBMERSO
2.5.1. Fontes de carbono

A escolha e a concentracao da fonte de carbono afetam drasticamente as taxas
de crescimento especifico e a produtividade final do colorante (Ruiz et al., 2010; Choi et
al., 2015a). Carboidratos simples como a glicose, quando presentes em altas
concentragdes iniciais, tendem a desviar o metabolismo da C. violaceum para um
acumulo excessivo de biomassa celular em detrimento da biossintese do colorante
roxo (Gharat; Singhal, 2024). Diante dessa inibigdo por excesso de substrato, a
regulagao precisa do fluxo de carbono torna-se indispensavel e esta intimamente ligada
a manutengao adequada da relagéo carbono/nitrogénio (C/N) no meio, que atua como
uma regulagcdo chave para o redirecionamento metabdlico rumo ao metabolismo
secundario (Gharat; Singhal, 2024).

Fontes de carbono alternativas, como o glicerol, tendem a minimizar a produgéo
de acidos organicos inibitérios no cultivo aerdbio. Isso configura o glicerol como uma
opcgao estratégica para modular a relagdo C/N de maneira otimizada, prolongando a
viabilidade celular sem acionar mecanismos de inibigao (Choi et al., 2015a).

Esse efeito supressor induzido por altas cargas de glicose € um reflexo classico

do mecanismo de repressao catabdlica. Quando submetidas a concentracdes elevadas
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de acgucares facilmente fermentaveis, as células priorizam as vias de crescimento
rapido, inibindo a transcricdo de operons secundarios através da queda do AMP ciclico
(AMPc) intracelular (Gorke; Stulke, 2008). No entanto, a estruturagao de metabdlitos
secundarios complexos exige ndo apenas esse arcabougo carbdnico e energético, mas
também a incorporagdo de heteroatomos fundamentais e cofatores enzimaticos, o que
direciona a atencédo para o papel critico do nitrogénio e dos micronutrientes no

processo produtivo (Ruiz et al., 2010).

2.5.2. Fontes de nitrogénio

O nitrogénio atua como macronutriente indispensavel para a sintese celular e do
colorante. Como a violaceina possui uma estrutura rica em nitrogénio (conforme
detalhado na secdo 2.2.1), a natureza da fonte nitrogenada dita a eficiéncia do
bioprocesso (Fuller et al., 2016). O desbalanceamento na relacdo C/N, conforme
discutido anteriormente, pode induzir estresse nutricional prematuro, impactando os
sistemas de QS (Stauff & Bassler, 2011).

As fontes de nitrogénio sdo classicamente divididas em inorgénicas (como
cloreto de aménio) e organicas (como peptona e extrato de levedura). Fontes
inorganicas sdo geralmente de assimilagcdo mais lenta e exigem um elevado gasto
energético da célula para a sintese de aminoacidos de novo. Em contrapartida, as
fontes orgénicas complexas ndo apenas fornecem peptideos e fatores de crescimento
que aceleram a proliferacdo da C. violaceum e poupam rotas biossintéticas, mas
também carreiam uma rica carga de micronutrientes essenciais. Estes micronutrientes,
que incluem ions metalicos fundamentais como magnésio, ferro, cobre e zinco, atuam
como cofatores indispensaveis para a estabilidade estrutural e a atividade catalitica das
enzimas envolvidas no metabolismo secundario (Duran et al., 2016).

Na pratica, cultivos submersos demonstram que meios ricos em nitrogénio
organico, como os formulados com caldo nutritivo e peptona, favorecem a densidade
celular e maximizam a biossintese de pigmentos bacterianos (Venil et al., 2013;
Chatragadda; Dufossé, 2021). Contudo, a biossintese deste colorante roxo vai além de
um fornecimento diversificado de nutrientes: sua arquitetura molecular demanda
quantidades abundantes de um aminoacido nitrogenado especifico. Por isso, para que
a producao seja otimizada, € indispensavel analisar o papel e a disponibilidade desse

precursor limitante.
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2.5.3. Influéncia do triptofano

A biossintese de violaceina possui uma dependéncia estequiométrica rigorosa
com o L-triptofano, sendo a disponibilidade citosoélica deste precursor o fator que dita a
capacidade maxima de produgao. Considerando a via metabdlica detalhada na secao
2.4.1, a suplementacdo de L-triptofano ao meio de cultura consolida-se como a tatica
biotecnoldgica mais relatada para aumentar a produtividade. Essa adi¢ao direta permite
que as enzimas biossintéticas operem em niveis proximos a saturagdo catalitica,
poupando a C. violaceum do drastico e oneroso custo energético que seria exigido para
a sintese endogena desse aminoacido através da via do acido chiquimico (Choi et al.,
2015a; Duran et al., 2016).

Além da exigéncia do precursor principal, a consolidagdo da molécula do
colorante roxo depende de micronutrientes. Segundo Fliller et al. (2016), a eficiéncia da
catalise biossintética depende intrinsecamente de oligoelementos que s&o minerais e
ions metalicos requeridos em concentragdes minimas, mas que atuam como cofatores

essenciais e estabilizadores estruturais das enzimas envolvidas no processo.

2.5.4. Influéncia do pH e temperatura

Na C. violaceum, desvios acentuados dos parametros o6timos resultam na
desnaturagao das enzimas da via VvioA-E, o que aborta a produg¢ao do colorante mesmo
na presenca abundante de precursores, fazendo do controle desses fatores fisicos um
pré-requisito (Duran et al., 2016).

As faixas otimas estdo intimamente ligadas ao nicho ecoldgico da bactéria.
Sendo um microrganismo mesofilico isolado de regides tropicais, a C. violaceum
apresenta seu crescimento otimizado e maxima sintese enzimatica de violaceina em
temperaturas que variam de 28 °C a 35 °C (Duran et al., 2016). O cultivo fora dessa
faixa, especialmente em baixas temperaturas, reprime fortemente a via biossintética do
colorante e reduz drasticamente a proliferagao celular, inviabilizando a transi¢cao
eficiente para a fase estacionaria (Choi et al., 2015a; Duran et al., 2016).

Quanto ao pH, o ambiente de cultivo requer neutralidade (em torno de 7,0) para
manter a estabilidade da molécula alcaloide produzida. Condi¢gbes acidas inibem o
crescimento celular precoce, enquanto um meio altamente alcalino induz a degradagéao

da estrutura quimica da violaceina (Abdella et al.,2026).
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2.5.5. Influéncia da transferéncia de oxigénio

A biossintese da violaceina pela C. violaceum é um evento metabdlico
estritamente dependente de oxigénio (Fuller et al., 2016). Em bioprocessos, a
disponibilidade deste gas € quantificada pelo oxigénio dissolvido (OD) no meio liquido e
pelo coeficiente volumétrico de transferéncia de massa de oxigénio (kLa), que expressa
a eficiéncia da difusdo gasosa para a fase liquida onde as bactérias estdo suspensas.
O perfil de consumo de oxigénio esta intrinsecamente ligado a regulacédo promovida
pela relacdgo C/N do cultivo (Mendes et al., 2001). Quando o balango nutricional
desencadeia a transigcdo para o metabolismo secundario, a demanda respiratoria e
biossintética da célula atinge seu apice, exigindo taxas otimas e continuas de
transferéncia gasosa (Gharat; Singhal, 2024).

Como as reagoes de oxidagao e hidroxilacdo da rota biossintética (sec¢ao 2.4.1)
utilizam o oxigénio como cofator limitante, a eficiéncia do processo depende de taxas
otimas de transferéncia gasosa. Se a transferéncia de massa for deficiente, a cascata
metabdlica é interrompida prematuramente (Fuller et al., 2016).

Consequentemente, a literatura relata uma correlagao direta e proporcional entre
o incremento do kLa e a produtividade volumétrica deste colorante na C. violaceum
(Mendes et al., 2001; Gharat; Singhal, 2024). Todavia, um hiperoxigenamento
descontrolado do sistema pode deflagrar um severo estresse oxidativo, gerando EROs
que danificam o aparato estrutural celular (Garcia-Ochoa; Gomez, 2009). A mitigacao
desse estresse celular depende diretamente do estado nutricional da bactéria, no qual
um fornecimento adequado de nitrogénio e micronutrientes suporta a sintese de

enzimas antioxidantes de defesa.

2.6. PRODUCAO DE VIOLACEINA EM BIORREATORES
2.6.1. Biorreatores Tipo Tanque Agitado

Para superar as limitagbes de transferéncia de oxigénio e as restrigbes de
controle de pH inerentes aos cultivos em frascos agitados, o escalonamento da
produgédo com C. violaceum fundamenta-se no uso de Biorreatores tipo Tanque Agitado
Reator de Tanque Agitado. Este equipamento opera combinando a agitagdo mecanica
promovida por impelidores e a inje¢cao continua de ar estéril no fundo do vaso.

Os biorreatores de tanque agitado, sdo predominantes na microbiologia

industrial porque fornecem flexibilidade e garantem uma mistura homogénea. Eles sao
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equipados com sondas que permitem a monitorizagao ininterrupta do pH, temperatura
e oxigénio dissolvido. Isso mitiga desvios fisico-quimicos que levariam a inativagao das
enzimas biossintéticas ou a degradagao precoce da violaceina (Choi et al., 2015a).
Para o cultivo de C. violaceum, o biorreator de tanque agitado destaca-se como
o sistema ideal. O controle preciso e a agitacdo constante evitam o surgimento de
"zonas mortas" de andxia, as quais reprimiriam a expressdo do operon vio, além de
corrigir automaticamente a acidificacédo natural do caldo provocada pelo consumo das
fontes de carbono (Duran et al.,, 2016). A eficacia desses biorreatores em manter o
metabolismo celular ativo decorre diretamente de seus mecanismos internos — como
impelidores e aspersores —, que sao projetados para forgar a transferéncia de massa e
garantir a dissolugédo controlada dos gases vitais, notadamente o oxigénio, em todo o

meio de cultivo (Doran, 2012).

2.6.2. Agitacado, aeragao e transferéncia de oxigénio

Dentro de um biorreator, a inser¢gao do oxigénio é gerida pelas variaveis de
agitacdo mecanica (rpm) e aeragao (vvm), que controlam o kLa (Garcia-Ochoa;
Gomez, 2009). Na pratica, essas variaveis operam frequentemente em cascata para
manter o oxigénio dissolvido em faixas de saturagdo estaveis adequados a ativagao
maxima das oxidases, promovendo altos rendimentos, desde que a rotagdo nao gere
um cisalhamento mecanico excessivo capaz de romper as membranas bacterianas
(Gharat; Singhal, 2024).

Resultados recentes de escalonamento confirmam que a otimizacao desses
parametros fluidodinamicos resolve o principal gargalo de oxigenagcédo da biossintese
do colorante na C. violaceum (Gharat; Singhal, 2024). Entretanto, a medida que a
agitacao eficiente sustenta um crescimento populacional cada vez maior, a demanda
das bactérias por substratos cresce exponencialmente, exigindo a implementacdo de

estratégias de alimentagéo controlada.

2.6.3. Estratégias de operagao em batelada e batelada alimentada

O cultivo em batelada simples (batch) caracteriza-se por ser um sistema
fechado, no qual todos os substratos sdo fornecidos no instante inicial. Embora
vantajosa pela facilidade operacional e montagem simplificada (Doran, 2012), a
batelada impde desafios significativos para o cultivo de C. violaceum. Essa estratégia

frequentemente resulta em inibicdo pelo excesso inicial de substrato e no esgotamento



26

prematuro do meio, interrompendo a rota metabdlica antes que o acumulo expressivo
de metabdlitos secundarios se concretize (Mendes et al., 2001; Duran et al., 2016)

Para contornar esses limites fisiolégicos e maximizar a eficiéncia do reator,
emprega-se a batelada alimentada (fed-batch). Esse modelo envolve a injecao
programada de nutrientes ao longo do processo para manter as fontes de carbono em
niveis basais e subinibitérios. Essa estratégia previne a repressdo catabodlica ao
mesmo tempo em que eleva a densidade celular a patamares impossiveis em batelada
simples (Riesenberg; Guthke, 1999; Gharat; Singhal, 2024).

No contexto especifico da violaceina, o fed-batch revela-se indispensavel
também para a suplementagao do precursor L-triptofano. Uma vez que concentragdes
iniciais massivas desse aminoacido inibem o crescimento vegetativo da C. violaceum, a
alimentacdo em pulsos garante que o precursor limitante seja injetado estritamente a
medida que as enzimas o consomem (Gharat; Singhal, 2024). Essa sincronia perfeita
entre os fatores fisicos do biorreator e o controle nutricional resulta nas maiores

produtividades documentadas na literatura.

2.7. RECUPERACAO E PURIFICACAO DE COLORANTE PRODUZIDO POR C.
violaceum

2.7.1. Localizacdo intracelular dos colorantes

Na literatura, ainda ndo ha consenso sobre o local predominante de acumulo da
violaceina em C. violaceum. De modo geral, esse colorante é descrito como um
metabdlito hidrofébico intracelular (Zhang et al., 2025), frequentemente associado a
biomassa celular (Park et al., 2021; Duran et al., 2025). Essa interpretacéo é reforgada
pelo fato de que sua recuperagao normalmente envolve a clarificacdo das células do
meio de cultivo, seguida de extragdo com solventes organicos ou da aplicacdo de
métodos complementares de ruptura e permeabilizacdo celular quando a extracéo
convencional ndo é eficiente (Duran et al., 2025; Scaramussa, Ishimoto e Bicas, 2025).
No entanto, a auséncia de estudos direcionados especificamente a localizagao
subcelular da violaceina dificulta afirmar se o colorante permanece maijoritariamente no
citoplasma, associado a parede ou a membrana celular, ou ainda incorporado a

estruturas vesiculares.
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2.7.2. Propriedades fisico-quimicas da violaceina

A violaceina apresenta propriedades fisico-quimicas diretamente relacionadas
as estratégias de recuperagao, purificacdo e aplicagdo. Essa biomolécula conforme
representada na Figura 2, é estruturalmente composta por trés heterociclos, incluindo
um oxindol, um 5-hidroxiindol e uma unidade derivada de pirrol, os quais contribuem
para sua elevada conjugacéao eletronica (Scaramussa, Ishimoto e Bicas, 2025; Nemer
et al., 2023; Duran et al., 2021). Essa organizagao estrutural esta associada a intensa
coloracao violeta caracteristica da molécula e a sua forte absorg¢ao na regiao visivel do
espectro, com maximos de absorcdo entre 575-585 nm de comprimento de onda,
dependendo do solvente organico utilizado (Berti et al., 2023).

Apesar de possuir grupos funcionais polares, a violaceina apresenta baixa
solubilidade em agua, caracteristica associada ao grande sistema aromatico
hidrofoébico presente em sua estrutura (Scaramussa; Ishimoto; Bicas, 2025). Seu
coeficiente de participacdo octanol/agua de Log P de 3,34, confirma seu carater
hidrofébico (Duran et al., 2021; Berti et al., 2023; Huanbutta et al., 2025). Esse valor
indica maior afinidade da molécula por fases organicas em comparagdo aos meios
aquosos, aspecto relevante para a selegcao de solventes nas etapas de downstream.

De acordo com Berti et al. (2023), a violaceina & parcialmente soluvel em
acetona, apresenta menor solubilidade em etanol e propanol, e é soluvel em acetato de
etila, dimetilsulféxido (DMSQO) e metanol. Assim, sua baixa solubilidade em agua e sua
maior afinidade por solventes organicos devem ser consideradas no desenvolvimento
de métodos de recuperagcdo, especialmente quando a biomolécula se encontra
associada a biomassa celular ou a estruturas hidrofébicas. Esse comportamento em
diferentes meios também se relaciona com outra propriedade importante da violaceina:
seu carater tensoativo. Além da afinidade por fases organicas, moléculas de violaceina
sdo capazes de formar isotermas de pressao-area na interface ar-agua, evidenciando
sua interacdo com interfaces e sistemas anfifilicos (Gupta et al.,, 2021). Essa
caracteristica pode influenciar sua distribuicdo em sistemas biologicos e seu
comportamento durante processos de downstream, reforcando a importancia de
compreender suas propriedades interfaciais para o desenvolvimento de estratégias

mais eficientes de purificacao.
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2.7.3. Estabilidade da violaceina

Segundo Scaramussa, Ishimoto e Bicas (2025), a estabilidade da violaceina &
influenciada principalmente por temperatura, exposicdo a luz visivel, radiagao
ultravioleta, pH e presenca de agentes oxidantes. Em relacdo a temperatura, o
colorante apresenta maior estabilidade quando armazenado no escuro e sob baixas
temperaturas. Os estudos de estabilidade de Huang et al. (2023), mostraram que sem
a presenca de luz a a 20 °C a preservagao do colorante pode diminuir para cerca de
70,5% apds 30 dias, enquanto que a exposigao a luz visivel também compromete sua
estabilidade, reduzindo a preservacao da cor de aproximadamente 95% para 60% em
uma semana e de 89% para 15,2% apdés um més. A radiagdo UV, por sua vez,
representa um dos fatores mais criticos para a degradagao da violaceina, uma vez que,
ap6s 30 minutos de exposicado, a preservagao do colorante pode ser reduzida para
apenas 3,5% (Cai et al., 2024). Ainda nos estudos de Huang et al. (2023), a molécula
apresenta estabilidade em ampla faixa de pH, geralmente entre pH 3 e 11, com
preservagao superior a 89,9% apds 30 dias no escuro. Em condi¢cbes extremamente
alcalinas, como pH 13, ocorre degradacgao intensa, com preservagao de apenas 15,4%.
Outro fator a se considerar é que, os ions metalicos, como Cu*, Fe* e Cr*, e agentes
oxidantes, como H:0:, NaCIO e KMnQO., podem reduzir a estabilidade da molécula
(Huang et al., 2023). Dessa forma, os métodos de extragcdo de colorantes, sejam
quimicos, fisicos ou combinados, devem ser conduzidos preferencialmente sob
protecao da luz, com controle de temperatura e pH, além de evitar condi¢gdes oxidantes
que possam comprometer a estabilidade da violaceina (Scaramussa; Ishimoto; Bicas,
2025).

2.7.4. Métodos de ruptura celular e extragao de colorantes

A recuperacao de compostos intracelulares produzidos por microrganismos
representa uma etapa essencial nos processos de downstream, uma vez que influencia
diretamente o rendimento, a pureza e a estabilidade do produto final. Quando esses
compostos permanecem retidos no interior da célula, torna-se necessaria a aplicagao
de meétodos de ruptura celular capazes de promover a liberacdo do produto de
interesse para posterior extracdo e purificacdo (Zhao; Wang; Huang, 2024). Embora
seja necessario liberar o conteudo de interesse da célula, a desintegracéo total da

parede celular dificulta os préximos passos subsequentes (Kilikian e Pessoa Junior,
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2020). De modo geral, esses métodos podem ser classificados em mecénicos e nao
mecanicos, sendo a escolha da técnica dependente das caracteristicas do
microrganismo, da localizacdo do colorante e das propriedades fisico-quimicas da
biomolécula alvo (Zainuddin et al., 2021; D’Hondt et al., 2017).

2.7.41. Meétodos mecénicos

Os métodos mecanicos de ruptura celular promovem a desestruturacdo da
parede celular e/ou da membrana plasmatica por meio da aplicagao de forgas fisicas.
Esses métodos favorecem a liberagao de biomoléculas retidas no interior da célula ou
associadas a estruturas celulares. A eficiéncia da ruptura depende de fatores como o
tipo de microrganismo, a resisténcia da parede celular, a concentragcéo de biomassa, o
tempo de processamento e a intensidade da for¢a aplicada (Zhao; Wang; Huang, 2024;
D’Hondt et al., 2017). Neste contexto, destacam-se diferentes estratégias mecanicas
nos estudos de extragdo de violaceina (Duran et al., 2025; Scaramussa, Ishimoto e
Bicas, 2025; Zhang et al., 2025).

2.7.4.1.1. Sonicador de sonda

A sonicacao € um método fisico de ruptura celular empregado para favorecer a
extracdo de compostos intracelulares por meio da aplicagdo de ondas ultrassonicas,
geralmente em frequéncias entre 20 kHz e 10 MHz. Durante o processo, a energia
elétrica é convertida em vibragdes mecénicas, que se propagam no meio liquido e
geram ondas de pressao. Estas ondas promovem a formagéao, expansao e colapso de
microbolhas, fendmeno conhecido como cavitacdo. O colapso dessas bolhas pode
gerar efeitos fisicos, térmicos e quimicos localizados, contribuindo para a
desestruturacdo da parede celular, permeabilizacdo da membrana plasmatica e
liberagdo do conteudo intracelular. A eficiéncia do processo depende de parametros
como intensidade ultrassénica, frequéncia, tempo de exposicdo, temperatura e
configuragdo do equipamento utilizado (Zhao, Wang e Huang, 2024; D’Hondt et al.,
2017).

Entre as configuragbes utilizadas, destaca-se o sonicador de sonda. No
sonicador, a sonda entra diretamente em contato com a suspensao celular,
transmitindo a energia ultrassénica de forma mais intensa e localizada ao meio. Por

esse motivo, a sonicagao tende a apresentar maior eficiéncia na ruptura celular quando
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comparada ao banho ultrassoénico, especialmente quando se busca maior liberacéo de

compostos intracelulares (Zhao; Wang; Huang, 2024).

2.7.4.2. Extragao por solventes organicos

De acordo com Zainuddin et al. (2021), os métodos ndao mecéanicos de ruptura
ou permeabilizagdo celular atuam principalmente por meio de alteragbes quimicas,
fisicas ou bioldgicas na parede celular e/ou na membrana plasmatica, favorecendo a
liberacdo ou a maior acessibilidade de biomoléculas intracelulares. Entre os
tratamentos mais usados para isolamento de violaceina, s&o incluidos os quimicos,
como solventes orgéanicos e detergentes (Duran et al., 2025; Scaramussa, Ishimoto e
Bicas, 2025; Zhang et al., 2025).

A extracao por solventes organicos € amplamente empregada na recuperagao
de compostos intracelulares, embora apresente limitagdes relacionadas a possivel
degradagcdo de biomoléculas sensiveis, a estabilidade do produto e aos impactos
ambientais e econdmicos associados a recuperagao, tratamento e descarte dos
solventes (Zhao; Wang; Huang, 2024). Ainda assim, esses solventes podem favorecer
a extragdo e a permeabilizacdo celular por interagirem com a membrana plasmatica,
efeito influenciado por propriedades como o coeficiente de particdo octanol/agua (Log
P). Solventes com Log P entre 1 e 5 tendem a se acumular na bicamada lipidica,
desorganizando sua estrutura e aumentando a permeabilidade celular (Isken; Bont,
1998). Esse processo também pode alterar o equilibrio hidrico celular, promovendo
desidratagédo parcial. Em baixas concentragbes, geralmente entre 1 e 3% (v/v), alguns
solventes podem induzir permeabilizacéo seletiva, permitindo a liberacido de compostos
intracelulares sem lise total ou desnaturagao significativa das biomoléculas (Kilikian;
Pessoa Junior, 2020). Assim, a escolha do solvente e de sua concentracdo é
determinante para equilibrar eficiéncia de extracado, seletividade, preservacdo do

composto de interesse e menor liberagdo de componentes celulares indesejados.

2.7.4.3. Extragao por surfactantes

Os surfactantes, também denominados agentes tensoativos, sdo moléculas
anfipaticas constituidas por uma regido hidrofilica e uma regiao hidrofébica (Rosen;
Kunjappu, 2012). Essa caracteristica permite sua interacdo simultdnea com fases

aquosas e apolares, possibilitando a reducdo da tensao superficial e a formagao de
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estruturas organizadas, como micelas, quando presentes acima da concentragao
micelar critica (Perinelli et al., 2020; Aguirre-Ramirez et al., 2021).

Essa propriedade torna os surfactantes ferramentas importantes em processos
de extragcao de compostos hidrofébicos, uma vez que as micelas podem atuar como
sistemas de transporte molecular, permitindo a transferéncia de moléculas apolares da
fase aquosa para seu interior hidrofébico (Perinelli et al., 2020). Além da capacidade de
solubilizagcédo, alguns surfactantes apresentam interagdo com membranas bioldgicas
devido a presengca de componentes lipidicos e proteicos na estrutura celular. Essa
interacdo pode promover alteragdes na organizagdo da bicamada lipidica, aumento da
permeabilidade da membrana e liberagdo de compostos intracelulares (Le Maire;
Champeil; Mgller, 2000; Alberts et al., 2022).

Em C. violaceum, a utilizagao de surfactantes apresenta potencial para melhorar
a recuperacéao da violaceina (Duran et al., 2016; Choi et al., 2020). A associagéo entre
a ruptura celular e a capacidade de solubilizagcdo promovida por surfactantes pode
favorecer a liberagcdo e manutencdao do colorante em solugdo, contribuindo para
processos de extragdo mais eficientes. Dessa forma, surfactantes com diferentes
propriedades quimicas, como o dodecil sulfato de sodio (SDS), Tween 80 e Triton
X-100, podem ser explorados como alternativas para promover a permeabilizagcao
celular e favorecer a solubilizagado do colorante liberado.

27.4.31. Tween 80

O Tween 80 (polissorbato 80) € um surfactante nao ibnico brando, amplamente
empregado por suas propriedades emulsificantes e solubilizantes (Brov€ et al., 2020;
Dopierala et al., 2026). Sua estrutura anfifilica interage com a bicamada lipidica
modulando a permeabilidade da membrana e facilitando a liberagdo do conteudo
intracelular sem provocar lise agressiva (Simdes et al., 2005; Kerwin, 2008; Rowe et al.,
2009). Em bioprocessos de extragdo, apresenta a vantagem de estabilizar compostos
hidrofébicos, prevenindo a precipitagdo do colorante extraido (Choi et al., 2015a).
2.7.4.3.2. Triton X-100

O Triton X-100 é um surfactante nao idnico que permeabiliza e lisa membranas
biolégicas preservando, em grande parte, a estrutura tridimensional das biomoléculas
por ndo ser fortemente desnaturante (Berg; Tymocko; Stryer, 2015). Seu mecanismo
consiste na insercdo de sua porgcao hidrofébica na bicamada lipidica: em baixas

concentragcbes, aumenta seletivamente a permeabilidade; em concentragbes mais
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altas, forma micelas mistas que resultam na completa solubilizacdo da membrana e lise
celular (Le Maire; Champeil; Mgller, 2000; Alberts et al., 2022).

2.7.4.3.3. Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)

O Dodecil Sulfato de Sodio € um surfactante anidnico, cuja formula molecular é
C4,H,sNaO,S. Quimicamente, o SDS é formado por uma cadeia hidrocarbonada longa
hidrofébica ligada a um grupo sulfato anidnico hidrofilico, associado ao cation sodio
(NCBI, 2026). A natureza anibénica do SDS é particularmente importante porque, ao se
ligar as proteinas, confere a elas uma carga liquida negativa, independentemente de
sua carga original, propriedade amplamente explorada em técnicas de eletroforese
(Cao et al., 2020).

Na lise celular, essas propriedades tornam o SDS um agente eficiente para a
ruptura de membranas biolégicas. O SDS se incorpora na bicamada fosfolipidica,
substituindo parcialmente as interagdes entre lipidios e proteinas, aumentando a
permeabilidade da membrana e levando a perda da integridade celular. Além disso, sua
acao auxilia na liberacdo de moléculas intracelulares, como proteinas, acidos nucleicos

e outros componentes celulares (Anosov et al., 2019; Cao et al., 2020).

2.7.5. Cromatografia para analise de colorantes
2.7.5.1. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) €& uma técnica simples e
amplamente utilizada para a separagao e analise rapida de compostos presentes em
misturas, especialmente extratos orgéanicos (Braga, 2006; Coskun, 2016). O método
utiliza uma fase estacionaria, geralmente silica ou alumina depositada sobre uma
placa, e uma fase mével constituida por um solvente ou mistura de solventes (Aquino
Neto; Nunes, 2003). A separagao ocorre devido as diferengas de afinidade dos
compostos pelas fases envolvidas, por meio de interagdes de adsorgcdo e forgas
intermoleculares. Compostos com maior afinidade pela fase estacionaria apresentam
menor deslocamento, enquanto aqueles com menor afinidade séo transportados pela
fase movel (Braga, 2006; Collins, 2006a).

A CCD possibilita analises qualitativas pela observacao direta das manchas dos
compostos, além de comparagdes semiquantitativas por meio da intensidade ou padrao
de coloracdo observado (Coskun, 2016; Collins, 2006b). A identificacdo dos

componentes também pode ser realizada pelo calculo do indice de retencdo (Rf),
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definido pela razao entre a distancia percorrida pelo composto e a distancia percorrida
pela frente do solvente (Rf = dsoluto/dsolvente). Além disso, a capacidade de
separagao entre diferentes substancias pode ser avaliada pelo fator de seletividade (a
= RfA/RfB), que expressa a diferenca de migracédo entre dois compostos analisados
(Skoog; Holler; West, 2000; Braga, 2006).

A fase estacionaria é feita de silica de didametro de particula variando de 5 a 15
pMm, sendo funcionalizada quimicamente com um grupamento polar ou apolar, a
depender da natureza dos analitos. Quando se trata de analitos apolares, comumente
sdo utilizados grupos funcionais como C18, C8, C30, constituindo fases estacionarias
comumente empregadas para a analise de biocolorantes (Degani, 1998; Ettre, 2000).

A fase movel, por sua vez, pode consistir de uma mistura de solventes ou
apenas um solvente puro, sendo necessario que a mesma possua alta capilaridade e
baixa viscosidade (Faust, 1997). A escolha da fase moével ideal é norteada
principalmente pela polaridade dos analitos, juntamente com a polaridade da fase
estacionaria (Lopes, 2006). Para CCD onde o analito € apolar, a fase mével deve ser
levemente menos apolar do que a fase estacionaria, permitindo que o fenbmeno de
adsorcdo, descrito anteriormente, possa promover uma separagao adequada dos
componentes. Dessa forma, solventes menos polares como hexano, ciclohexano,
acetato de etila, metanol e as suas combinagdes constituem possibilidade de fases
moveis para a CCD (Faust, 1997; Lopes, 2006).

Diversos estudos demonstram a aplicagdo da CCD na separagao e
caracterizagdo de colorantes e biocolorantes, incluindo carotenoides, flavonoides,
antocianinas e clorofilas (Jeffrey, 1974; Forgacs; Cserhati, 2002). Dessa forma, a
técnica apresenta potencial para a analise preliminar da violaceina e seus derivados
produzidos por C. violaceum, devido as caracteristicas estruturais desses compostos
(Zhang et al., 2025). Além da caracterizagdo, a CCD pode auxiliar na otimizacdo de
protocolos de purificacdo, permitindo a selecdo prévia de sistemas de solventes

promissores para etapas posteriores de cromatografia liquida (Nemer et al., 2023).
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2.7.6. Avaliacdo dos métodos de downstream para recuperagao de violaceina e seus

derivados
2.7.6.1. Colorimetria aplicada a avaliagao de colorantes microbianos

A avaliacao colorimétrica de colorantes microbianos, fundamentada no sistema
Comisséo Internacional de lluminagado (CIELAB), constitui uma ferramenta analitica
complementar a espectrofotometria para a caracterizacdo qualitativa e quantitativa da
coloracao de extratos e biomassas pigmentadas (Vazquez-Nion et al., 2013). O sistema
CIELAB descreve a cor por meio de trés coordenadas principais: luminosidade (L),
coordenada cromatica a* (transicdo do verde ao vermelho) e coordenada cromatica b*
(transicdo do azul ao amarelo). A partir dessas coordenadas se derivam parametros
como croma (C* = V(a2 + b?)), que expressa a saturagdo da cor, diferenca total de cor
(AE), e angulo de tonalidade (h° = arctan(b*/a*)), que indica a posigao da cor no circulo
cromatico (Venil et al., 2014; CIE, 2023). No estudo de Aruldass et al. (2015), a analise
colorimétrica da violaceina revelou angulo de tonalidade (h°) entre 280° e 290° para a

faixa de pH 1 a 11, confirmando a coloracao violeta caracteristica.

2.7.6.2. Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
aplicada a caracterizagao de colorantes microbianos

A técnica de FTIR baseia-se na absorcdo de radiagdo infravermelha por

moléculas organicas, gerando espectros nos quais cada banda de absorgéo

corresponde a modos vibracionais caracteristicos de ligagdes quimicas especificas

(Al-Amin et al., 2025). O espectro de infravermelho obtido para a violaceina produzida

por C. violaceum PDF23 é apresentado na Figura 6, permitindo a visualizagado das

bandas de absorgédo associadas aos grupos funcionais presentes na molécula.
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Figura 6 — Espectro de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da

violaceina produzido por C. violaceum PDF23.
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Para a violaceina, a FTIR tem sido utilizada ndo apenas para confirmar a
presencga de grupos funcionais tipicos de sua estrutura bis-inddlica, mas também para
monitorar a pureza do pigmento durante o processo de isolamento e purificacao,
permitindo distinguir diferentes fragdes do composto e otimizar sistemas de solventes
para separagao cromatografica (Noble, 2023). Os fatores que podem influenciar a
leitura da violaceina por FTIR incluem a presengca de diferentes fracdes
cromatograficamente homogéneas que sido espectroscopicamente distinguiveis, bem

como a producgao de derivados estruturais (Al-Amin et al., 2025).

2.8. TRATAMENTO E REUTILIZACAO DE RESIDUOS GERADOS NO PROCESSO
2.8.1. Importancia do gerenciamento de residuos em processos biotecnologicos

O desenvolvimento de bioprocessos industriais e académicos, embora
fundamental para a obtengcdo de bioprodutos de alto valor agregado, esta
intrinsecamente associado a geragao de volumes significativos de passivos ambientais.
Em laboratérios de microbiologia e biotecnologia, esses passivos dividem-se
primariamente em residuos bioldgicos, compostos por microrganismos viaveis e meios

de cultura, e residuos quimicos, que englobam os solventes e reagentes empregados
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nas etapas de purificacdo, em fungdo de destino de residuo e seu gerenciamento
(Majolo; Souza; Harada, 2023). O descarte inadequado desses materiais apresenta
severos impactos ambientais e sanitarios, podendo causar a contaminagao de corpos
hidricos, a disseminagao de patdogenos oportunistas no meio ambiente e a intoxicagao
ocupacional (Brasil, 2018).

Nesse cenario, o gerenciamento de residuos transcende o mero cumprimento
das obrigagdes legais, tornando-se um pilar estratégico fundamentado nos principios
da Quimica Verde e da biotecnologia sustentavel (Chemat et al., 2019; Rollin et al.,
2023). A busca por processos downstream mais eficientes exige que o planejamento
metodoldgico priorize a inativagdo bioldgica total de linhagens cultivadas e a
minimizagdo ou recuperagao de solventes organicos, mitigando os riscos a saude
publica e promovendo a sustentabilidade das atividades laboratoriais (CIBio UNESP,
2015).

2.8.2. Tratamento de residuos bioldgicos

De acordo com a legislagado brasileira vigente, especificamente a Resolugéo
RDC n°® 222/2018 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os residuos
gerados a partir do cultivo de bactérias sdo enquadrados como residuos do Grupo A
(infectantes) (Brasil, 2018). Durante a producao de violaceina em cultivo submerso, s&o
gerados efluentes compostos pela biomassa exaurida de C. violaceum e pelo caldo de
cultivo residual.

A disposicdo inadequada dessas culturas microbianas representa um risco
sanitario relevante, uma vez que a C. violaceum é classificada como um patégeno
oportunista (Abedin et al., 2024). Para conter esse risco, 0s conceitos de
biosseguranca aplicados ao descarte microbiologico exigem a segregagao e o
acondicionamento seguro desses materiais, garantindo barreiras de contencao
primarias e secundarias que evitem a dispersdo do microrganismo antes que ele seja
submetido a um tratamento de inativagéo definitivo (CIBio UNESP, 2015).

Em relagdo ao efluente produzido no cultivo submerso de C.violaceum, é
importante indicar a fragdo de matéria organica ainda disponivel para degradacao por
microrganismos aerobios pela Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), permitindo
avaliar se o efluente poderia causar consumo significativo de oxigénio no corpo hidrico

receptor caso fosse descartado (Khor et al., 2014).
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2.8.3. Inativagao microbioldgica por autoclavagem

O tratamento prévio de residuos biolégicos do Grupo A é comumente realizado
por esterilizacdo em autoclave, baseada na exposigdao do material contaminado ao
vapor de agua saturado sob pressao e alta temperatura (Brasil, 2010). Esse processo
promove a desnaturacdo de proteinas e enzimas essenciais, comprometendo funcdes
metabdlicas, membranas celulares e a viabilidade dos microrganismos (CIBio UNESP,
2015). Para bactérias Gram-negativas, como C. violaceum, a autoclavagem é eficiente
devido a sensibilidade do envelope celular ao calor umido, sendo recomendado o0 uso
de 121 °C, sob aproximadamente 1 atm de pressdo relativa, por pelo menos 20
minutos (CIBio UNESP, 2015). Na rotina laboratorial de produc¢do de colorantes, esse
procedimento deve ser aplicado a todos os residuos que entraram em contato com a
cepa viavel, incluindo meios liquidos, biomassa celular, ponteiras, tubos, placas de
Petri e vidrarias, antes do descarte ou lavagem (Brasil, 2018; CIBio UNESP, 2015).

2.8.4. Residuos quimicos gerados durante a extracéo e purificagdo de violaceina

A ruptura celular e a extragdo de colorantes intracelulares da biomassa de C.
violaceum geralmente demandam o uso de solventes organicos, especialmente
aqueles de polaridade moderada a alta para favorecer a particado do colorante (Abedin
et al., 2024; Kholany et al., 2019). Apos a extragédo, esses solventes passam a ser
classificados como residuos quimicos perigosos, enquadrados no Grupo B segundo a
RDC n° 222/2018 da ANVISA (Brasil, 2018). Esse aspecto é particularmente critico
para solventes como o metanol, devido a sua toxicidade, volatilidade e inflamabilidade,
que representam riscos ocupacionais e ambientais caso sejam descartados
inadequadamente em efluentes, comprometendo a sustentabilidade do bioprocesso em

escala industrial (Lee; Coutinho; Weingarten, 2025).

2.8.4.1. Recuperagao e reaproveitamento de solventes organicos

Para mitigar a problematica da toxicidade e do alto volume de geragdo de
residuos do Grupo B, é necessario a integragéo dos conceitos de economia circular. A
minimizagcdo de residuos preconiza que os solventes utilizados ndo sejam tratados
como insumos de uso Unico, mas sim como recursos recuperaveis dentro de um ciclo
produtivo fechado (Chemat et al., 2019).

A recuperagao de solventes oferece tanto beneficios ambientais ao reduzir a

geragao de residuos quimicos perigosos e a necessidade de destinagdo por métodos



38

convencionais, como incineragao ou disposicao externa, quanto a redug¢ao de custos
operacionais, permitindo o reaproveitamento parcial dos solventes empregados no
downstream e diminui a demanda por aquisi¢ao continua desses reagentes. De acordo
com Aboagye et al. (2022), a recuperagcdo de solventes representa uma alternativa
mais sustentavel aos métodos convencionais de descarte, prevenindo cerca de
76—85% da carga ecologica e energética em comparagdo com a incineragdo. Outras
estratégias modernas incluem a otimizagcdo da proporgdo biomassa/solvente para
diminuir a demanda inicial, a substituicdo por solventes menos agressivos (como
surfactantes em vez de solventes organicos) e a adogdo de técnicas de separagao

fisica para condensar e purificar o extrator apos o uso (Kilikian e Pessoa Junior, 2020).

2.8.4.1.1. Uso do rotaevaporador na recuperagao de solventes

Uma das tecnologias mais eficientes para a recuperagao de solventes orgéanicos
e concentracdo de colorantes na etapa de downstream é a rotaevaporagdo. O
evaporador rotativo funciona com base na reducdo da pressao interna do sistema
(vacuo) acoplada a um banho de aquecimento brando e a rotagédo continua do baldo. A
diminuicdo da pressao reduz proporcionalmente o ponto de ebulicdo do solvente,
permitindo sua vaporizagdo em temperaturas amenas, sendo os vapores condensados
imediatamente por um trocador de calor e recolhidos em um bal&o receptor (Medeiros,
2018).

Na concentracdo de extratos contendo violaceina, o rotaevaporador é
particularmente vantajoso porque a molécula do colorante é termolabil e pode sofrer
degradacgédo estrutural em altas temperaturas (Scaramussa; Ishimoto; Bicas, 2025).
Apesar do processo de rotaevaporagdao de solventes organicos ter limitagdes
operacionais que restringem-se ao volume de processamento laboratorial e a
necessidade de constante manutengcdo do sistema de vacuo, os beneficios superam
essas barreiras ao transformar passivos quimicos toxicos em solventes purificados

prontos para reutilizagéo (Leonard, Lygo e Procter, 2013).

2.8.4.2. Destinacao final dos residuos quimicos
Mesmo com sistemas de destilacao eficientes, uma fracao residual dos
solventes pode reter altas concentragcdes de impurezas, inviabilizando sua recuperacao

e reutilizagdo laboratorial. Para esses residuos nédo recuperaveis (pertencentes ao
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Grupo B), os procedimentos de destinagdo final devem seguir rigorosamente os
preceitos da RDC n° 222/2018 (Brasil, 2018).

A etapa preliminar consiste na segregacao laboratorial primaria, acondicionando
os residuos separadamente em frascos compativeis, rotulados e classificados de
acordo com suas caracteristicas de periculosidade (por exemplo, a separagao estrita
entre misturas halogenadas e nao halogenadas). Esses residuos devem ser
transportados por empresas especializadas e licenciadas, que promoverao o
tratamento térmico avangado (como o coprocessamento ou a incineragdo) e a

disposigao final das cinzas em aterros industriais controlados (Brasil, 2018).
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3 OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar a capacidade de uma cepa selvagem de Chromobacterium violaceum

produzir colorantes associados a via de biossintese da violaceina sob cultivo

submerso, bem como investigar estratégias iniciais de recuperagao e extracdo desses

compostos.

3.2. Obijetivos especificos

Avaliar o crescimento celular da cepa selvagem de C. violaceum em meio de
producao sob condi¢cbes de cultivo submerso.

Verificar a producéao visual de colorantes pela biomassa bacteriana, com énfase
na formacéao de coloragao purpura associada a violaceina e seus derivados.
Analisar o consumo de glicose e as alteragbes de pH durante o cultivo,
relacionando esses parametros ao crescimento celular e a producdo de
colorantes.

Avaliar o efeito da suplementacdo do meio de produgao com diferentes fontes ou
concentragbes de nitrogénio sobre o crescimento celular e a produgcédo de
colorantes.

Investigar métodos convencionais de extracao de colorantes

Comparar qualitativamente a eficiéncia dos métodos de extragdo a partir da
coloragao do sobrenadante e da biomassa residual.

Realizar varredura espectrofotométrica UV-Vis dos extratos obtidos, visando
uma analise indireta da presenca de colorantes associados a violaceina.
Identificar limitagcbes dos métodos de extracdo empregados e propor ajustes
para etapas futuras de purificacdo, quantificagcdo e aplicacdo dos colorantes

produzidos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1. PRODUCAO DE COLORANTES EM CULTIVO SUBMERSO
4.1.1. Reativagao do microrganismo

As células criopreservadas de C. violaceum foram reativadas por meio de
inoculacdo em placas de Petri contendo meio Agar Luria Bertani (LB), previamente
esterilizado. As placas foram incubadas a 30 °C por 18 a 24 horas em estufa
bacteriolégica (SL-101/528), em condi¢des adequadas para o restabelecimento do

crescimento microbiano.

4.1.2. Meio de cultura e cultivo de in6culo C. violaceum
O meio para cultivo do inéculo foi o caldo LB. A bactéria foi inoculada a partir da
reativagdo e cultivada a 30 °C sob agitacdo a 200 rpm em overnight em agitador
orbital (modelo Incubadora 430, Ethik Technology, Brasil) (He et al., 2025; Gharat;
Singhal, 2024).
Posteriormente, aliquotas desse cultivo foram submetidas a criopreservagao em
uma solugédo 40% glicerol (v/v) e armazenadas a -80 °C, visando a manutencédo das

linhagens para experimentos futuros.

4.1.3. Meio de cultura e cultivo de C. violaceum para a produ¢ao de colorantes

O cultivo para produgao do colorante foi conduzido em agitador orbital, utilizando
frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL, inoculados a uma densidade 6ptica inicial (DOva)
de aproximadamente 0,1. Cada frasco continha 50 mL do meio de cultura “V”,
composto por (g/L): (NH.).HPO. (2,00), KH:PO. (6,75), acido citrico (0,85), MgSO.-7H.O
(0,70), solucdo de micronutrientes (TMS) (5,00 mL/L), extrato de levedura (3,00),
glicose (15,00) e (NH4).SO. (3,00) (Yang, Park e Lee, 2021).

A solucédo de micronutrientes (TMS) foi preparada em HCI 5 M, composta por
(g/L): FeSO«7H.O (10,00), ZnSO.7H.O (2,25), CuSO.5H.0 (1,00), MnSO.-5H:0
(0,50), Na:B.O,-10H.O (0,23), CaCl.-2H-O (2,00) e (NH:):Mo0:0:4 (0,10), conforme
descrito por Yang, Park e Lee (2021). Todos os componentes do meio foram pesados
em uma balanga analitica (modelo AUY220, Shimadzu, Japao) e esterilizados por
autoclavagem a 121 °C por 15 minutos.

O cultivo foi conduzido a 30 °C e 200 rpm por 24 horas, sendo avaliados o
crescimento celular, em ftriplicata, e a produgao de colorante de forma qualitativa.

Ademais, para a avaliacao da influéncia da fonte de nitrogénio, foram feitos cultivos
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seguindo o meio de cultura com suplementagao de triptona (5,00 g/L) e de ureia (5,00
g/L).

4.2. AVALIACAO DA PRODUCAO DE COLORANTES EM REATOR DE TANQUE
AGITADO EM MODO BATELADA

A producgao dos colorantes foi avaliada para o aumento da escala de frascos tipo

Erlenmeyer para reator (modelo BIO-TEC-PRO-II, Tecnal, Piracicaba - SP, Brasil) tipo

tanque agitado em modo batelada.

4.2.1. Pré-Inéculo de C. violaceum

O meio de cultura do pré-inéculo foi o caldo LB. A bactéria foi inoculada a partir
de um estoque de criopreservacgao e foi cultivada a 30 °C sob agitacdo a 200 rpm em
overnight (He et al., 2025; Gharat; Singhal, 2024) em agitador orbital.
4.2.2. Preparacéo e Incubagao de Inoculo para Cultivo em Reator

Apos o crescimento overnight do pré-inuculo, o indculo foi conduzido em mesa
agitadora orbital, utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL do meio de
producao “V”, descrito por Yang, Park e Lee (2021). Os frascos com meio de producgao,
com apenas uma mudanga de glicose (20,00 g/L) foram inoculados até densidade
optica inicial (DO7.4) de aproximadamente 0,1. O cultivo foi conduzido a 30 °C, pH 7 e
200 rpm por 24 horas (Yang, Park e Lee, 2021).

4.3. CULTIVO EM BIORREATOR DE TANQUE AGITADO EM MODO BATELADA

O cultivo foi realizado em reator tipo tanque agitado Tecnal de 7,5 L de
capacidade e um diametro (Dt) de 190 mm. O sistema de agitagado consistiu em um
eixo central equipado com dois impelidores de seis pas cada, distanciados 140 mm
entre si. Utilizou-se uma configuragdo mista, composta por um impelidor do tipo Smith
posicionado na zona superior e uma turbina do tipo Rushton na base, ambos com 70
mm de diametro (Di), visando uma maior transferéncia de massa.

O volume util de trabalho do reator foi de 60% (aproximadamente 4,5 L). O meio
de cultura de producao foi o “Meio de cultura V” descrito na secédo 4.1.3. O meio
reacional foi inoculado com o cultivo preparado, correspondendo por volta de 5% do
volume util de cultivo do reator e quando o inéculo estava em fase exponencial tardia,
representando um volume total de in6culo de 250 mL.

As condigbes de operacao foram adaptadas de Yang, Park e Lee (2021). A

temperatura do sistema foi mantida a 30 °C através da circulagdo de agua em um
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sistema de banho-maria acoplado a camisa do reator. O pH foi continuamente
monitorado e controlado em 7,0 £ 0,2, com recurso a adicdo automatica/manual de
solugdes de hidroxido de sodio (NaOH 5 M) e de acido sulfurico (H.SOs 5 M). O
controle de ar do cultivo foi realizado com um fornecimento a uma taxa de 2 L/min
(aproximadamente 0,5 vvm), associado a uma agitagdo mecéanica constante de 700

rpm.

4.4. RECUPERACAO DOS COLORANTES: AVALIACAO DE METODOS DE
EXTRACAO

A coleta e extragao inicial da mistura de colorantes foram realizadas com base

na metodologia descrita por Mendes et al. (2001), aplicada as bactérias avaliadas no

estudo. A Figura 7 representa o fluxograma experimental dos testes de extracdo e

ruptura de células com métodos quimicos e fisicos testados.

Figura 7 - Fluxograma do procedimento experimental de extragdo e analise de

colorantes produzidos em cultivos submersos.
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4.4.1. Etapa Pré-Extracao

Inicialmente, coletou-se aliquotas de 1 mL do cultivo fermentado, das quais
foram submetidas a centrifugacdo a 2.376 x g (equivalente a 5.000 rpm no rotor de
angulo fixo, com raio de 8,5 cm) por 10 minutos, utilizando centrifuga refrigerada
(modelo Universal 320 R, Hettich, Alemanha). Apds a centrifugagéo, o sobrenadante foi

descartado, e o pellet celular obtido foi utilizado nas etapas subsequentes de extragao.

4.4.2. Utilizagdo Dos Solventes Combinados Com Métodos Fisicos Para Extragdo Dos

Colorantes.

O pellet obtido, foi ressuspendido em 5 mL de diferentes solventes orgéanicos
(etanol, acetona, metanol e hexano) e homogeneizado em agitador tipo vortex (modelo
XH-D, Global Equipamentos, China). Em seguida, as amostras foram novamente
centrifugadas nas mesmas condi¢des 2.376 x g por 10 minutos), visando a separagao
dos extratos pigmentados. Adicionalmente, foram realizados ensaios com variagao na
composi¢ao do solvente extrator, utilizando acetona e etanol nas proporgdes de 1:0, 1:1
e 1:3 (v/v). Nesses experimentos, 2 mL de cultura foram previamente centrifugados e o
pellet ressuspenso em 1 mL do respectivo solvente, com o objetivo de aumentar a
concentracio do colorante e favorecer sua extragao.

Para a otimizacao da lise celular, foram avaliados diferentes métodos fisicos de
forma independente. A sonicagao foi realizada utilizando sonicador (modelo Desruptor,
Ultronique, Brasil), operado em poténcia maxima (500 W), aplicado em quatro ciclos de
2 minutos cada, com intervalos entre os ciclos para evitar o superaquecimento das
amostras. Paralelamente, foi empregado banho ultrassdénico (modelo Q 9.5/40A,
Ultronique, Brasil), no qual as amostras foram submetidas a um tempo total de 40
minutos de tratamento.

4.4.3. Ensaios Adicionais com Solventes Orgéanicos

Ensaios adicionais de extragao foram conduzidos utilizando solventes orgéanicos
citados, com variagdo na proporgao entre volume de cultura (2 a 5 mL) e volume de
solvente (1 a 2 mL). ApoOs a ressuspensdo, as amostras foram homogeneizadas em
agitador tipo vortex e submetidos a centrifugacéo para separagao das fases.

Por fim, para as amostras extraidas em metanol 100%, foi avaliada uma etapa

adicional de fragmentacdo mecanica. Apds incubagao sob refrigeracdo por periodo
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overnight, as amostras foram submetidas a lise utilizando esferas de vidro de 2 mm de
didmetro, com agitacdo em vortex, em trés ciclos de 5 minutos cada. Apos esse
procedimento, as amostras foram novamente centrifugadas para obtengdo dos

extratos.

4.5. METODOS ESTATISTICOS E ANALITICOS
4.5.1. Analise Estatistica

Todas as analises realizadas foram conduzidas em ftriplicata retiradas as
estatistica descritiva basica, média e desvio padrdo. Para comparacgao entre condigdes
experimentais avaliadas foram aplicados testes ANOVA e pos-teste de Tukey. Os
resultados foram plotados em graficos adequados, limitando-se graficos de barra, e
graficos de séries temporais, sendo empregos para comparagao entre condigdes
experimentais testadas e para analise temporal dos experimentos respectivamente,

acompanhado pelas barras de desvio padrao dos dados.

4.5.2. Monitoramento do Crescimento Celular por Densidade Optica

A concentragao celular foi monitorada por meio da densidade 6ptica a 734 nm
(OD14), conforme recomendado na literatura para bactérias produtoras de colorantes,
com o objetivo de minimizar interferéncias espectrais decorrentes da presencga de
violaceina (Kothari; Sharma; Padia, 2017). Em microrganismos pigmentados, a
utilizacdo de comprimentos de onda convencionais, como 600 nm, pode resultar em
superestimagcédo da biomassa devido a absor¢gdo do metabdlito secundario, sendo,
portanto, preferivel a adogdo de comprimentos de onda alternativos. Dessa forma, a
leitura de absorbancia foi realizada em um leitor de placas de 96 pogos (EnSpire 2300,
PerkinElmer, Waltham, MA, EUA).

4.5.3. Analise da Producéao de Violaceina e Seus Derivados

A fim de validar a presencga de violaceina produzida pelas células, na etapa de
otimizagcdo do meio de cultivo, realizou-se uma varredura espectral na faixa de 300 a
700 nm em espectrofotdbmetro UV-Vis, com a finalidade de identificar os picos
caracteristicos de violaceina, deoxiviolaceina e deoxicromoviridina. A violaceina,
principal colorante produzido por C. violaceum, apresenta maximo de absorgdo na

regidao de 575 a 585 nm, conforme descrito na literatura (Yang et al., 2021; Kothari;
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Sharma; Padia, 2017), sendo esse parametro utilizado como referéncia para sua

identificagao.

4.5.4. Determinacao de Agucares Redutores
O consumo de substrato da glicose da composicdo do meio de cultura foi
analisado a partir da determinacdo de acucares redutores nos cultivos através da

metodologia colorimétrica adaptada de Miller (1959).

4.5.4.1. Curva Padrao De Concentragao de Agucar

Para a construgao da curva analitica para determinacado de acgucar pelo método
adaptado de Miller, foi necessario preparar padrées de concentragao de glicose a partir
de uma solucgao de estoque de 1 g/L. A leitura das solugdes preparadas, foi realizada a
adicdo 100 pL do reagente acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) e 100 pyL das solugdes
feitas e aquecimento deles por 5 minutos em banho seco a 100°C. Em seguida, os
microtubos foram resfriados em banho de gelo e foram acrescentados 1,0 mL de agua
destilada em cada microtubo. As solugdes de agucar, apds a reagao, foram analisadas
no espectrofotdmetro visivel (V-M5, Bel Engineering, Monza, Italia) em 540 nm. Por fim,
foi tragcado a curva de calibragcdo e foi calculado o R? utilizando os dados de
absorbancia média obtidos e a concentragdo em gramas de glicose por litro de amostra
no eixo x, pelo software Excel® pelo Método dos Minimos Quadrados (MMQ). A curva
analitica obtida € apresentada na Figura 8.

Figura 8 - Curva analitica do padrao de glicose pelo método Miller.
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4.54.2. Determinagao da Concentracdo de Acucares

As amostras do cultivo em reator foram clarificadas por centrifugagao, para
analise do sobrenadante, a 9.503 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi tratado em
banho-maria seco por 5 minutos e resfriado em gelo. Posteriormente, essas amostras
foram reagidas com DNS para quantificagdo de formagcdo de acido
3-amino-5-nitrossalicilico (ANS) no espectrofotdbmetro de absorbancia em 540 nm
(Miller, 1959). A partir das unidades de absorbancia obtidas, foi calculada a

concentracido de agucares pela Equagéao 1 abaixo.

__ (y+0,0310)
X = 0,4411 (1)

Onde:
x: concentracdo de glicose (g/L);

y: absorbancia.

454.3. Determinagao do Consumo de Glicose

O consumo de agucar percentual foi calculado pela Equagéao 2 abaixo.

100><[Gf, l]
Consumo (%) = 100 — [G—']l (2)

inicial
Onde:
Grinai: Glicose final (g/L);

Giniciai: Glicose inicial (g/L).

4.5.5. Avaliagao Qualitativa Das Células Produtoras De Violaceina
A violaceina foi analisada de forma qualitativa por meio de visualizagdo da cor
do meio cultivo e biomassa a partir da centrifugagdo do cultivo em 9.503 x g por 5

minutos, utilizando centrifuga refrigerada.

4.6. TRATAMENTO E REAPROVEITAMENTO DE RESIDUOS

O gerenciamento de residuos foi conduzido em conformidade com as normas
gerais de biossegurancga laboratorial e com as diretrizes de seguranga quimica, visando
a mitigagao de riscos ao meio ambiente e a saude publica. Nesse contexto, priorizou-se
a completa inativacdo bioldgica da cepa selvagem de C. violaceum, bem como a

recuperagado e o manejo adequado de solventes organicos empregados na extragéo do
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colorante, com vistas a promoc¢ao da sustentabilidade e das boas praticas nas
atividades laboratoriais (CIBio UNESP, 2015).

4.6.1. Residuos Biologicos e Inativagao Microbiologica

Os residuos bioldgicos gerados, constituidos por culturas em meio liquido e
biomassa celular de C. violaceum, foram classificados como residuos do Grupo A
(infectantes), especificamente enquadrados no subgrupo A1 (residuos contendo
culturas e estoques de microrganismos), em virtude do potencial patogénico
oportunista da cepa. O manejo, segregagdo e acondicionamento desses materiais
foram realizados em conformidade com as diretrizes estabelecidas para o descarte
seguro de residuos microbioldgicos de laboratério, assegurando barreiras de contengao

adequadas antes do tratamento definitivo.

4.6.1.1. Inativagdo por Calor Umido (Autoclave)

Todo residuo sélido e liquido que entrou em contato direto com a cepa viavel de
C. violaceum, incluindo o meio liquido de cultivo, tubos e placas de Petri, foi submetido
a esterilizacdo por vapor saturado sob pressao. O protocolo adotado consistiu na
exposi¢cao a 121 °C por, no minimo, 20 minutos, conforme estabelecido pelos padrbes
metodologicos de descontaminagao por calor umido (ClBio UNESP, 2015).

Essa etapa foi realizada previamente ao descarte final ou a lavagem de
materiais reutilizaveis, com o objetivo de promover a desnaturagao global de proteinas
estruturais e enzimaticas, induzindo a lise celular e garantindo a perda irreversivel de
viabilidade do microrganismo selvagem.

Apods o tratamento térmico, antes do descarte final na rede coletora, o pH do
material liquido foi monitorado e ajustado para a faixa de neutralidade, conforme as
recomendacgdes técnicas vigentes para o gerenciamento de residuos de servigos de
saude (BRASIL, 2018).

4.6.2. Residuos Quimicos e Recuperagao de Solventes

Os solventes organicos residuais foram coletados separadamente em baldo de
fundo redondo, e submetidos ao rotaevaporador sob pressao reduzida, utilizando as
temperaturas compativeis com os pontos de ebulicido de cada solvente, de forma a

minimizar perdas e evitar degradagcdo. Durante a rotaevaporagdo, o solvente
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vaporizado sera condensado por meio de um sistema de refrigeragdo com agua
gelada, e coletado em frascos receptores adequados.

A rotaevaporagao permite que os solventes organicos sejam reutilizados em
etapas menos criticas de processos laboratoriais, reduzindo o consumo de reagentes e

custos experimentais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Avaliagao da Produc¢ao de Colorantes por C. violaceum

Durante o cultivo para produgao de colorantes foi avaliado o crescimento celular,
o consumo de glicose e a produgdo do metabdlito secundario de interesse
apresentados na proxima secao. Ao final do cultivo, observou-se que a operacao e
meio de cultura foram adequados para a producido de colorante pela presencga de
coloracao purpura na biomassa, representada pela Figura 9 (A, B e D).

Figura 9 - Biomassa de Chromobacterium violaceum apés 23 horas de incubacdo em
200 rpm e 30°C nas estratégias de inoculagao avaliadas para produgéo de colorantes.
A: Reativacdo em placa. B: Reativagcao em placa. C: Reativacao de estoque de

criopreservado. D: Reativagédo de novo estoque de criopreservado.

Fonte: Autoria Prépria (2026).

Destaca-se que o meio de produgao utilizado foi adaptado de Yang, Park e Lee
(2021), sendo derivado de um meio mineral basal suplementado com fonte de carbono,
representada pela glicose, além de componentes organicos e inorganicos, como
extrato de levedura e sulfato de amobnio. Dessa forma, trata-se de um meio com
composi¢cao direcionada a produgdo de colorantes, contendo fonte complexa de

nitrogénio, sais minerais e oligoelementos. Esse perfil € compativel com condi¢des
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descritas na literatura para a producdo de violaceina, as quais frequentemente
envolvem fontes complexas de nitrogénio, presenga de micronutrientes, pH inicial
préximo a neutralidade, temperatura 30-37°C e agitagao de 150-200 rpm (Kanelli et al.,
2018; Zhang et al., 2025; Yama, Shrivastava e Singh, 2026; Abdella et al., 2026).

Vale ressaltar que existem cepas nao produtoras de violaceina, bem como
variantes que apresentam pigmentagdo com baixa produgao (Ahmad et al., 2012). No
presente trabalho, a cepa selvagem utilizada ndo apresentou coloragdo purpura em
cultivo em agar lisogénico LB, o que inicialmente gerou duvidas quanto a sua
capacidade de produzir violaceina. Conforme apresentado na Figura 10, a parte A
representa uma cepa produtora, enquanto a parte B corresponde a cepa selvagem
avaliada neste estudo, a qual ndo apresentou ativagao visivel da producao de colorante
em meio sélido. No entanto, como demonstrado na Figura 9, a biomassa obtida nos
cultivos liquidos apresentou coloragédo caracteristica, indicando que, nas condi¢cdes
empregadas no cultivo liquido de produgao, houve ativagdo da rota biossintética, com

producao de colorante rosado.

Figura 10 - Perfil de coloragdo em meio sdlido LB. A: Cepa produtora de violaceina. B:

Cepa selvagem de C. violaceum sem pigmentagao purpura visivel.
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Fonte: A: Adaptada de Mohammed et al. (2024), B: Autoria Propria (2026).

5.1.1. Crescimento celular e consumo de glicose
Durante o cultivo em meio “V”, observou-se crescimento da cepa selvagem de
C. violaceum ao longo do periodo avaliado, com o consumo de glicose ao final do

cultivo. O crescimento celular da C. violaceum foi representado na Figura 11.
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Figura 11 - Densidade celular (DO.) de Chromobacterium violaceum em cultivos
incubados a 200 rpm e 30° C durante 23 horas, com valores de média e desvio-padrao

de triplicatas experimentais.
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Fonte: Autoria Prépria (2026).

Conforme apresentado na Figura 11, observa-se aumento da densidade Optica
ao longo do cultivo, indicando manutengao do crescimento da biomassa nas condi¢des
avaliadas. Ao final de 23 h, foi obtida DO+ de 1,853 + 0,082, evidenciando crescimento
expressivo em relagcdo a inoculagdo inicial. No entanto, a tendéncia de estabilizagédo
dos valores de DO::4 ao final do cultivo sugere possivel desaceleragcéo do crescimento
celular, podendo indicar a fase estacionaria. Enquanto o consumo de glicose em 23
horas de cultivo foi de 100% mostrando que a concentragao inicial de 15 g/L de glicose
foi o suficiente para a manutencdo celular. Assim, a associagdo entre aumento de
biomassa, consumo de substrato e aparecimento de coloracdo permite sustentar que o
meio de cultura “V” foi compativel com o crescimento da cepa e com a coloracéo
purpura na biomassa observado na Figura 9.

Vale salientar que a DOy inicial foi padronizada em 0,1 para todos os ensaios,

garantindo condi¢des de inéculo equivalentes entre eles para demais comparagdes.
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5.1.2. Quorum sensing e producdo de colorantes

Para que ocorra a sintese dos colorantes, é necessario que o mecanismo de QS
seja ativado. O QS esta intrinsecamente relacionado a densidade celular, sendo
necessario que uma determinada concentragdo celular limite seja atingida para
ativagdo deste mecanismo e, consequentemente, ocorra a sintese da violaceina e seus
derivados.

Tendo em vista a importdncia da densidade celular para que as moléculas
sinalizadores do QS sejam produzidas, o monitoramento da DO é de grande
importancia. Como discutido na secéo anterior, € possivel perceber que a DO atingida
ao longo dos dias de cultivo indicou crescimento expressivo, sendo possivel observar a
coloracao arroxeada na biomassa, principalmente dos cultivos A e B representados na
Figura 9. Desta forma, a DO atingida corrobora com o fato de a concentragao celular
limitrofe ter sido atingida para ativagado do QS e indug&o da sintese dos colorantes.

Apesar da DO ser um parametro de extrema importancia para acompanhamento
da producédo dos colorantes de interesse, demais fatores como o pH e a reativagao da
bactéria também devem ser monitorados e padronizados. A Tabela 1 apresenta os

valores de pH analisados ao longo dos cultivos A, B, C e D.

Tabela 1 - Resultados de pH dos cultivos de Chromobacterium violaceum a 30° C
e 200 rpm apds 22 h de incubacgao, expresso como meédia * desvio-padréo. Valores
seguidos por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(a=0,05). A: Reativagao em placa. B: Reativagdo em placa. C: Reativagao de estoque

de criopreservado. D: Reativacao de novo estoque de criopreservado.

Ensaios pH
AeB 6,34 + 0,022
C 4,62 £ 0,02
D 6,11 £ 0,02¢

Fonte: Autoria Propria (2026).

Estudos demonstram que a C. violaceum apresenta melhor desempenho
metabdlico de sintese dos colorantes em faixas de pH proximas da neutralidade,
normalmente entre 6,0 a 7,5, enquanto condicbes muito acidas ou alcalinas reduzem
significativamente o crescimento celular e sintese do colorante (Scaramussa et al.,
2025). Nesse contexto, observa-se na Tabela 1 nota-se que os ensaios A e B, que

apresentaram coloracdo mais forte, apresentam pH mais proximos dessa faixa ideal
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para producdo de colorantes. Ja o ensaio C, que ndo apresenta quase nenhuma
coloragao, apresenta pH acido, assim como o ensaio D que, embora mais proximo da
faixa ideal de pH para producdo dos colorantes, apresenta pouca coloragdo da
biomassa.

Segundo Cheng et al. (2022), meios mais acidos reduzem a sintese de violaceina
devido aos efeitos adversos sobre a atividade metabdlica, estabilidade enzimatica e
sistema de QS envolvidos na biossintese dos colorantes. Em pH acido, ocorrem
alteragdes conformacionais de proteinas e enzimas essenciais a rota biossintética da
violaceina e seus derivados, além de levar a menor estabilidade das moléculas
sinalizadoras AHL, e ao estresse metabdlico da C. violaceum, fazendo com que a rota
bioquimica modifique-se para mecanismos de sobrevivéncia (Cheng et al., 2022,
Lozano et al., 2020). Tendo isto em vista, o pH mais acido pode explicar os resultados
obtidos para os ensaios C e D, que apresentaram pH mais acido e auséncia de
biomassa corada.

Adicionalmente, o pH acido pode interferir tanto na producdo do colorante
quanto na estabilidade da prépria violaceina. Em relagdo a biossintese, condi¢cdes
acidas podem afetar a disponibilidade e o transporte de nutrientes essenciais, como o
triptofano, precursor direto da violaceina. Alteragdes na permeabilidade da membrana
celular e nos sistemas de transporte podem comprometer a assimilacdo desse
aminoacido, reduzindo a formacgao do colorante (Gohil et al., 2022). Além disso, o pH
também pode influenciar a estabilidade fisico-quimica da violaceina. Embora essa
molécula apresente relativa estabilidade em determinadas faixas de pH, meios muito
acidos podem favorecer degradacao gradual, alteragdes estruturais e reducédo da

intensidade de coloragao (Ahmad et al., 2012).

5.2. Efeito da Suplementagéo de Nitrogénio sobre a Produgao de Colorantes em Meio
Ve
Foram avaliadas suplementagdes com diferentes fontes de nitrogénio, com o
objetivo de investigar a influéncia da relagcdo C/N sobre a biossintese de colorantes.
Segundo Gharat e Singhal (2024), a disponibilidade de nitrogénio, especialmente na
forma de aminoacidos, pode influenciar o direcionamento metabdlico de C. violaceum,

favorecendo ou limitando a producdo do colorante. Dessa forma, foram realizados
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ensaios de suplementacdo do meio “V” com triptona e ureia, visando avaliar seus
efeitos sobre o crescimento celular e a producéo de colorante.

O crescimento celular obteve diferengas significativas estatisticamente entre os
cultivo padrao e as suplementacdes (p < 0,05), como visto na Figura 12. O cultivo com
suplementacao de triptona obteve uma DO« de 2,340 + 0,013 que foi 1,26 vezes maior
do que o cultivo com meio padrao, enquanto a menor DOys4 foi de 1,105 £ 0,015 pelo

cultivo suplementado de ureia, que foi 0,59 vezes menor do que o cultivo padrao.

Figura 12 - Densidade celular (DO-34) com desvio padrao de Chromobacterium
violaceum em cultivos incubados a 200 rpm e 30° C em 23 horas de cultivo. Os valores
representam média + desvio-padrao. Médias seguidas por letras diferentes diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey (a=0,05).
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Fonte: Autoria Propria (2026).

A partir desses resultados € possivel inferir que dependendo da fonte de
nitrogénio a biomassa é favorecida. A suplementagdo com 5 g/L de triptona resultou na
maior densidade celular, porém sem diferenga significativa estatisticamente, sugerindo
que fontes complexas de nitrogénio, compostas por peptideos e aminoacidos, podem
favorecer o crescimento de C. violaceum (Fachinelli, 2006; Gharat; Singhal, 2024;
Barroso, 2022). Além disso, esse ensaio suplementado ndo apresentou diferencga

expressiva na coloracdo da biomassa em relacdo ao cultivo controle no meio “V”,
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indicando que, nas condigdes avaliadas, a suplementacédo de triptona foi indiferente
para a intensificacdo de coloragcdo durante a extragao do colorante da biomassa.

Em contrapartida, a suplementacio com 5 g/L de ureia reduziu
significativamente a densidade éptica em relagdo ao cultivo padrao, nao resultou na
producédo de violaceina e ainda apresentou 7,185 g/L de glicose residual apos 23 h,
diferentemente dos demais cultivos, nos quais houve consumo total da glicose. Esse
resultado sugere menor assimilacdo da fonte de carbono e possivel limitagdo
metabdlica associada ao uso da ureia como fonte de nitrogénio. Embora a ureia possa
ser transportada para o interior da célula e hidrolisada pela urease, formando aménia
assimilavel no metabolismo celular (Sigurdarson; Svane; Karring, 2018), por algumas
cepas adaptativas dessa bactéria apresentam essa capacidade (Sharma et al., 2021),
esse processo também pode elevar o pH do meio, inviabilizando as células (Pant;
Sharma, 2016; Parajuli et al., 2016). Assim, a alcalinizacdo dada a formagédo de
amoOnia, impactou na pigmentagao purpura caracteristica, sendo esse fato, ja descrito
por outros pesquisadores (Castro et al.,, 2015). Outra justificativa € a baixa DO,
impedindo expressado suficiente de AHL até atingir seu valor critico, e por
consequéncia, ndo houve a ativacdo de QS capaz de induzir a rota biossintética dos
colorantes (Dimitrova; Damyanova; Paunova-Krasteva, 2023; Batista et al., 2024). No
entanto, essa hipétese nao pbéde ser confirmada experimentalmente, uma vez que o pH
final dos cultivos nao foi quantificado, por falta de tempo habil e ndo inclusao da analise
no planejamento inicial.

Em estudos de Gharat e Singhal (2024), as menores produgdes de colorante
foram em uma razao C/N de 10 e as maiores producdes foram entre 0,5 e 1. A partir da
razao C/N dos ensaios testados € possivel observar que o meio de cultura padrao
apesar de ter sido considerado inicialmente como um meio que favorece a producgao de
colorante, sua razdo C/N é de aproximadamente 6,2, e que possivelmente este meio de
cultura ainda possa ser otimizado com uma maior contribui¢do de nitrogénio, visando a

produtividade do colorante.

5.3. Influéncia do Inéculo e da Ativacao por QS na Producio de Colorantes
Estudos realizados pelo presente trabalho mostraram a influéncia da
concentracao celular sobre a ativacido da rota biossintética do colorante. No ensaio C,

representado na Figura 9(C), a biomassa obtida ao final do cultivo ndo apresentou



57

coloragcao arroxeada. Esse cultivo também apresentou a menor densidade Optica entre
0s ensaios avaliados, como demonstrado na Figura 13, com DO de 1,225 £ 0,007,
sendo estatisticamente diferente dos demais cultivos (p < 0,05). Esse resultado sugere
que o indculo utilizado nesse ensaio pode ter apresentado menor atividade metabdlica
ou menor propor¢ao de células viaveis, o que teria comprometido o crescimento celular
e, consequentemente, a ativacdo do sistema de QS necessario para a inducéo da rota
biossintética da violaceina. A auséncia de pigmentagdo também pode estar relacionada
ao redirecionamento da rota metabdlica do cultivo, uma vez que, conforme apresentado
anteriormente na Tabela 1, esse ensaio apresentou pH final mais acido, de 4,62 + 0,02.
Essa acidificagdo pode estar associada a produgdo de acidos orgéanicos, conforme
descrito por Choi et al. (2015a), indicando que, nas condigbes desse cultivo, outras
rotas metabdlicas podem ter sido favorecidas em detrimento da produgao de
violaceina.
Figura 13 - Densidade celular (DO:4) de Chromobacterium violaceum em cultivos
incubados a 200 rpm e 30° C em 23 horas de cultivo. Os valores representam média £
desvio-padrao. Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente entre si
pelo teste de Tukey (a=0,05). Ensaio A: Reativagdo em placa. Ensaio B: Reativagdo em
placa. Ensaio C: Reativacao de estoque de criopreservado. Ensaio D: Reativacao de

novo estoque de criopreservado.
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Fonte: Autoria Prépria (2026).
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Ademais, vale ressaltar que, embora os ensaios A e B tenham apresentado
valores superiores de DO e pH final mais proximo a neutralidade, apenas o ensaio B
apresentou coloragado purpura mais intensa, conforme mostrado na Figura 9(B). Esse
resultado pode estar relacionado a maior carga celular utilizada durante a inoculagao
do inéculo da bactéria nesse ensaio em comparagdo aos demais. A partir disso,
formulou-se a hipétese de que a maior densidade celular inicial poderia ter favorecido o
acumulo mais rapido de moléculas sinalizadoras do QS, permitindo que o nivel critico
necessario para ativacdo da rota biossintética da violaceina fosse atingido mais
rapidamente. Esse efeito poderia ter prolongado ou intensificado a produgdo do
colorante, especialmente durante a transicdo para a fase estacionaria, como discutido
em estudos de Kanekar e Devasya (2022) e Gharat e Singhal (2024).

Com excegao, o ensaio D apresentou a DO« mais alta comparada com os
demais ensaios, porém possivelmente a rota metabdlica foi desviada e obteve uma
coloracdo menos intensa do que os outros ensaios apresentados da Figura 9(D),
apresentando um pH com uma diferencga estatisticamente significativa de 6,11 + 0,02
apresentada na Tabela 1. Vale ressaltar que esse cultivo foi pré-inoculado a partir de
uma solugao estoque.

Ademais, segundo Alves et al. (2021) demonstram que fatores relacionados ao
estresse oxidativo, formagao de biofilme e regulagao global do metabolismo influenciam
a expressao dos genes associados a produg¢ao do colorante. Foi feita uma analise sob
microscopia, representada na Figura 14, que revela a presenga de aglomerados
celulares irregulares no meio do cultivo, em vez de células isoladas, indicando a
possibilidade de haver biofilme. Apesar da confirmagdo da formacado de biofilme
demandar a utilizagdo de técnicas como microscopia eletrénica, Choi et al. (2015a) a
bactéria selvagem produz biofilme, um fendtipo que é co-regulado pelo sistema de QS
juntamente com a sintese de colorantes. Essa correlagéo fisiolégica possivelmente
indica que o meio de cultura e as condicdes estabelecidas foram capazes de induzir
com sucesso a ativacdo do QS durante a fase estacionaria. Consequentemente,
observou-se a biossintese de metabdlitos secundarios de interesse, evidenciada pela

coloragdo mais escurecida da biomassa recuperada, conforme ilustrado na Figura 9.
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Figura 14 - Observacao sob microscopia optica (aumento de 10x) de estruturas

amorfas e agregados celulares indicativos da formagéao de biofilme por C. violaceum

durante o cultivo de produgao de colorantes.

Fonte: Autoria propria (2026).

5.4. Avaliagao preliminar do aumento de escala em biorreator

A produgcao de colorantes em reator tipo tanque agitado foi uma tentativa de
aumento de escala com maior controle das condigdes operacionais. Embora estudos
de otimizacdo em reator para producdo de colorantes por C. violaceum sejam
escassos, foram tomadas estratégias no reator para otimizar a transferéncia e a
absorgcao de oxigénio pela bactéria, visto que conforme discutido anteriormente sobre a
bactéria, sdo necessarias condigoes aerdbias para a produgao de colorantes (Packard,
2023; Hoshino, 2011; Duran et al., 2016).

No presente estudo, optou-se inicialmente por um cultivo em batelada, utilizando
condigdes adaptadas de Yang, Park e Lee (2021). A mudanga para o STR alterou
principalmente as condigdes de mistura e transferéncia de oxigénio. Assim, adotou-se
aeracéo de 0,5 vvm e agitacdo de 700 rpm, com dois impelidores distintos, Rushton e

Smith, buscando favorecer a homogeneizagéo do meio e a transferéncia de oxigénio. A
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configuragao utilizada apresentou relagéo de didametro do impelidor e do tanque (Di/Dt)
de 0,37, préxima as proporgdes recomendadas para sistemas agitados, e a
combinagao dos impelidores foi escolhida visando melhorar o tempo de mistura em
altas rotagdes, conforme descrito na literatura (Schmidell, 2021; Costa Junior e Correa,
2019). Contudo, como apresentado na Figura 15, o cultivo ndo apresentou coloragao

arroxeada no meio, apenas na biomassa aderida no vidro.

Figura 15 - Cultivo em reator de tanque agitado em modo batelada com agitagao de
700 rpm, aeracgao 0,5 vvm, 30°C e pH 7. A: 24 horas. B: Finalizacao do cultivo de 45,5
horas.

Fonte: Autoria propria (2026).

O cultivo em biorreator nao apresentou producado evidente de colorante. Esse
resultado deve ser interpretado considerando dois fatores principais. O primeiro esta
relacionado ao histérico observado no ensaio D, no qual a baixa viabilidade do in6culo
comprometeu a ativacao do fenétipo pigmentado. O segundo fator esta associado as
mudangas impostas pelo cultivo em biorreator, como maior volume de trabalho,
alteragdes na transferéncia de oxigénio, agitagcao, aeracgao, cisalhamento e distribuicao
celular, as quais podem modificar a dinamica de crescimento, a sinalizacdo celular e o
acumulo de moléculas relacionadas ao QS.

Conforme descrito por Cardoso (2025), cultivos submetidos a elevadas
velocidades de agitagdo apresentaram coloragdo amarelada, enquanto condigdes mais

estaveis favoreceram a coloracdo arroxeada associada a produgao de violaceina,
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comportamento semelhante ao observado no presente estudo. Segundo a autora, esse
efeito pode estar relacionado a desagregacéo bacteriana causada pela intensa mistura
do meio, uma vez que a proximidade celular é importante para o acumulo de moléculas
sinalizadoras e ativagéao do QS. Ha de se explicitar que, o aumento do cisalhamento
mecanico e da oxigenagao decorrentes de condi¢des hidrodinamicas mais intensas
pode interferir negativamente na produgdo de metabdlitos secundarios, contribuindo
para a auséncia de pigmentagao observada no cultivo em reator (Cheng et al., 2022).
Além disso, foi observada possivel contaminagdo no cultivo em biorreator,
evidenciada por microscopia 6ptica, conforme apresentado na Figura 16. Foi revelado a
presenga de trés morfologias celulares distintas, incluindo bacilos curtos, bacilos longos
e cocos, indicando que o cultivo foi contaminado. Embora a morfologia bacilar possa
estar associada a C. violaceum (Duran et al., 2016), a confirmacéo da identidade dos
microrganismos exige a realizagdo de analises complementares. Para isso,
recomenda-se o plaqueamento de aliquotas do cultivo em meio sdlido adequado, como
LB agar ou agar nutriente, preferencialmente apds diluicbes seriadas, seguido de
incubacédo a 30 °C por 24 a 48 horas. Apds o crescimento, devem ser avaliadas as
caracteristicas macroscoépicas das coldnias, como coloracéo, formato, borda, elevacao
e textura, permitindo verificar a presenca de diferentes tipos coloniais. Colbnias
isoladas podem entao ser repicadas para obtencido de culturas puras e submetidas a
coloracdo de Gram, a fim de diferenciar bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e
confirmar a morfologia celular ao microscopio optico. Dessa forma, os dados de
consumo de glicose e biomassa nao foram utilizados para discussao quantitativa do
desempenho do processo, uma vez que nao seria possivel atribuir os resultados
metabdlicos exclusivamente a cepa de interesse. Assim, a discussao foi restrita aos
aspectos qualitativos do cultivo, como auséncia de pigmentacao, observagdes visuais e
confirmagdo microscopica. As possiveis falhas de assepsia, associadas as
intervengdes frequentes no reator, podem ter contribuido para alteragdes na
composicao microbiana do cultivo e interferido negativamente na produgdo de

violaceina.



62

Figura 16. Microscopia 6ptica de amostra de 45,5 horas cultivo de C. violaceum
em biorreator de mistura total com agitacéo de 700 rpm e aeragao 0,5 vvm realizado a

30°C e pH 7. A: Morfologia compativel com bacilos curtos; B: morfologia compativel

com bacilos longos; C: morfologia compativel com cocos.

Fonte: Autoria prépria (2026).

Dessa forma, o ensaio em biorreator deve ser apresentado como uma etapa
preliminar de escalonamento, que evidenciou a necessidade de maior controle sobre a
qualidade do inéculo, assepsia, carga celular inicial e condigdes operacionais para que
a produgéao de colorantes seja reproduzida em maior escala.

5.5. Recuperacgéao dos Colorantes
5.5.1. Limitagdes da extracdo convencional e necessidade de ruptura celular

A auséncia de estudos voltados especificamente a localizagdo subcelular da
violaceina dificulta afirmar se o colorante permanece majoritariamente no citoplasma,
associado a biomassa. Essa indefinicdo interfere diretamente no planejamento das
estratégias de recuperagdo, uma vez que diferentes localizagbes celulares exigem
métodos distintos de extragcédo e ruptura celular (Duran et al., 2025). Por esse motivo,
foram avaliados métodos quimicos e fisicos para recuperagdo dos colorantes
produzidos por C. violaceum. Os testes iniciais foram realizados apenas com as
repeticbes do ensaio A, apresentados anteriormente na Figura 9, com o objetivo de

avaliar preliminarmente a produgcao de colorantes e a eficiéncia de diferentes
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estratégias de extragdo. Entretanto, devido a limitacdo de tempo, agravada pela greve
estudantil, ndo foi possivel aplicar todos os métodos aos demais ensaios.

Inicialmente, foi avaliada a extragcdo com etanol absoluto, conforme metodologia
proposta por Mendes et al. (2001). O resultado foi insatisfatério, pois apods
homogeneizagdo mecénica em agitador tipo vortex e centrifugacdo o sobrenadante
permaneceu sem coloragdo, enquanto a biomassa celular se manteve corada. Esse
comportamento indicou que o etanol absoluto, nas condigdes avaliadas, nao foi
suficiente para solubilizar ou remover o colorante associado a biomassa. Em seguida,
foram testados solventes organicos com diferentes polaridades: metanol, acetona e
hexano. O hexano n&o promoveu a solubilizagdo do pellet, sugerindo baixa eficiéncia
na extragdao dos compostos pigmentados. Através de inspec¢ao visual, visualizou-se que
a acetona resultou em um sobrenadante opaco e praticamente incolor, enquanto o
metanol apresentou leve coloragdo no sobrenadante, indicando recuperacédo parcial
dos colorantes intracelulares. Esse resultado esta de acordo com Periz et al. (2020),
que relatam o metanol como um dos solventes frequentemente utilizados na extracao
de violaceina e derivados. No entanto, a permanéncia de biomassa pigmentada apos a
extragdo demonstrou que parte significativa dos colorantes permaneceu retida no
pellet, indicando que um unico ciclo de extragao nao foi suficiente.

A partir desses resultados, foram levantadas hipbéteses para explicar a
dificuldade de extragdo da violaceina. A primeira hipdtese considera a possivel
presenca de material extracelular aderido a biomassa bacteriana, dificultando o contato
direto entre o solvente e o colorante (Choi et al., 2015a; Di Martino, 2018). Assim, a
auséncia de uma etapa prévia de lavagem da biomassa pode ter favorecido a
permanéncia de residuos extracelulares aderidos as células, atuando como barreira
fisica e quimica a difusdo dos solventes até a violaceina intracelular ou associada a
estruturas membranosas. Aponta-se também fatores relacionados a remocgao de
componentes da matriz extracelular, podendo exigir tratamentos fisicos e quimicos
adicionais, o que explicaria a baixa eficiéncia da simples exposicdo da biomassa aos
solventes.

A segunda hipétese esta relacionada a interagdo entre os solventes orgéanicos e
as estruturas celulares. Com base nos valores de Log P apresentados na Tabela 2,
solventes mais apolares, como o0 hexano, poderiam ser inicialmente considerados

promissores para interagir com estruturas lipidicas, especialmente devido ao carater
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hidrofobico da violaceina, cujo Log P é 3,34. No entanto, os resultados demonstraram
que essa afinidade tedrica nao foi suficiente para promover a extracdo eficiente do

colorante.

O resultado da extragdo com hexano pode estar relacionado a alta apolaridade e
baixa miscibilidade do hexano em agua. Como a biomassa apresentava umidade
residual, o contato efetivo entre o solvente e o material celular pode ter sido limitado,
favorecendo apenas alteragdes superficiais, como desidratagdo e compactagao do
pellet. Dessa forma, o hexano nao teria promovido ruptura ou permeabilizagao celular
suficiente para liberar o colorante, mantendo a violaceina retida na biomassa. Assim,
embora solventes organicos possam alterar a organizagdo da membrana e promover
permeabilizacdo seletiva em determinadas condigdes, esse efeito nao implica
necessariamente lise celular completa ou liberagao eficiente de compostos fortemente

associados a biomassa (Isken; Bont, 1998; Kilikian e Pessoa Junior, 2020).

Tabela 2 - Valores de Log P (octanol/agua) dos solventes testados e da violaceina

Composto Log P (octanol:agua) Referéncia
Metanol -0,74
Etanol -0,31

Haynes (2024)
Acetona -0,24
Hexano 4,00
Scaramussa, Ishimoto e

Violaceina 3,34

Bicas (2025)

Fonte: Autoria prépria (2026).

A terceira hipbtese considera as propriedades fisico-quimicas dos préprios
colorantes. Embora sejam frequentemente descritos como moléculas hidrofébicas, a
violaceina e seus derivados apresenta grupos funcionais polares, como carbonila,
hidroxila e amina, além de anéis aromaticos conjugados, presentes em unidades como
hidroxiindol, oxoindol e pirrolidona (Ahmad et al., 2012). Esses grupos favorecem
interagbes com solventes polares, como metanol e acetona, por ligagdes de hidrogénio,

enquanto a regido aromatica contribui para sua afinidade por ambientes hidrofébicos.
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Dessa forma, a violaceina apresenta comportamento anfifilico, podendo interagir tanto
com fases orgéanicas quanto com estruturas lipidicas e interfaces (Gupta et al., 2021).
Essa caracteristica ajuda a explicar o fato de o metanol ter apresentado indicios de
extragao, possivelmente por interagir com grupos polares do colorante ou com fragées
mais acessiveis. Entretanto, a permanéncia de biomassa intensamente colorida indicou
que essa interacédo foi apenas parcial, ndo sendo suficiente para remover o colorante
associado a componentes celulares, membranosos ou extracelulares.

Considerando as caracteristicas anfifilicas da violaceina e sua afinidade por
solventes de polaridade moderada, avaliou-se o uso de etanol associado a sonicagao
como estratégia alternativa de extragdo. Inicialmente, a sonicagao foi realizada com
etanol absoluto, em quatro ciclos, seguindo metodologia adaptada de Mendes et al.
(2001). Apdés o procedimento, observou-se a presengca de uma suspensao com
tonalidade rosada, conforme apresentado na Figura 17(A); entretanto, ainda foram
visualizados pellets celulares contendo colorante, indicando que parte da biomassa nao
foi completamente rompida ou que a violaceina permaneceu associada aos fragmentos
celulares. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante ndao apresentava coloragdo, como
observado na Figura 17(B), sugerindo que a ruptura celular ndo foi suficiente para
promover a solubilizagdo completa da violaceina no etanol absoluto. Esse resultado
indica que, mesmo apos sonicacao, a interacdo entre a violaceina e os componentes

da biomassa foi mais intensa do que sua afinidade pelo etanol absoluto.

Figura 17 - Tentativa de recuperagao de colorantes por ruptura celular via sonicagao
associada a extragao com etanol absoluto. A: Suspensao celular apds sonificacao; B:

sobrenadante obtido apds centrifugacéo.
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Fonte: Autoria propria (2026).
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Essa baixa eficiéncia pode estar relacionada aos efeitos dos solventes absolutos
sobre a estrutura celular, justamente pelo fato de que, altas concentra¢des de etanol
podem favorecer a desidratagao celular, precipitagdo de proteinas, além do aumento da
rigidez da biomassa, dificultando assim, a penetracdo do solvente conjuntamente a
liberacdo de compostos intracelulares (Kilikian e Pessoa Junior, 2020). Além disso, o
corante pode nao estar simplesmente livre no meio ou disponivel para particao direta
no solvente, mas protegida ou estabilizada por estruturas lipidicas. Segundo Choi et al.,
(2020), como a C. violaceum possui na sua organizagao celular uma membrana
externa, e possibilidade de formagédo de vesiculas de membrana externa, estudos
demonstram que a violaceina pode ser transportada por essas vesiculas, que
apresentaram maior quantidade de violaceina do que de proteinas, sugerindo sua
atuagdo como reservatorios do colorante. Concomitantemente, no mesmo estudo
quando presente no interior dessas vesiculas, 79,5% da violaceina permaneceu na
fase aquosa, representando aumento de 1740 vezes na solubilidade aparente do
composto. Esses dados reforcam que a baixa recuperacdo pode estar associada a
combinagdo entre barreiras extracelulares, retencdo em membranas e protegao
vesicular.

Com base nessas hipoteses, foi realizada uma nova extragdo por sonicacao
utilizando etanol-agua (1:1). Apds o ensaio, observou-se coloragao lilas/rosada mais
homogénea na suspensdo, sem a presencga evidente de pellets pigmentados em
suspensao, diferentemente do observado no ensaio com etanol absoluto, apresentado
na Figura 17(A). Apds centrifugagdo, o sobrenadante manteve a coloracéo rosada,
enquanto grande parte do pellet apresentou coloragdao esbranquigada, com pequenas

regides escurecidas representadas na Figura 18.
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Figura 18 - Recuperagao de colorantes por ruptura celular via sonicagado associada a
extragdo com sistema etanol-agua (1:1). A: Suspenséo celular apds sonificagao; B:

Suspenséao apoés centrifugagéao.

Fonte: Autoria propria (2026).

Esse resultado sugere que o sistema etanol-agua promoveu maior remogao do
colorante da biomassa bacteriana. A presenga de agua pode ter favorecido a
hidratagdo da biomassa, o intumescimento celular e a difusdo do solvente, enquanto o
etanol contribuiu para a desorganizacao das estruturas lipidicas. Como solvente
anfipatico, o etanol pode se intercalar entre fosfolipidios da membrana, aumentar o
espacamento intermolecular, alterar a fluidez da bicamada e favorecer o aumento da
permeabilidade celular (Isken; Bont, 1998; Gurtovenko; Anwar, 2007). Também ha de
se dissertar sobre a formacédo de ligacbes de hidrogénio entre o grupo hidroxila do
etanol e os grupos fosfato e colina dos fosfolipidios, podendo assim modificar a
organizagdo molecular da membrana (Patra et al., 2006). Em bactérias
Gram-negativas, como C. violaceum, a camada de peptideoglicano mais fina pode
tornar as células mais suscetiveis a processos de permeabilizagdo quando expostas a
sistemas solvente-agua (Blossey et al., 1998).

ApoOs a extragdo com etanol-agua, foi realizada varredura espectrofotométrica do
sobrenadante entre 300 e 700 nm, com o objetivo de verificar a presenga de pico
préximo a 575-580 nm, faixa caracteristica de absor¢do da violaceina (Yang et al.,
2021; Kothari, Sharma e Padia, 2017). A varredura foi utilizada como metodologia
indireta, uma vez que técnicas cromatograficas seriam necessarias para confirmar e
quantificar com precisdo os colorantes associados na producao de violaceina. O
resultado apresentado na Figura 19 nao evidenciou um pico bem definido na regido

esperada para a violaceina. Apesar da coloragao rosada observada no extrato, o perfil
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espectral sugere que outros compostos liberados durante a ruptura celular podem ter
contribuido para a absorcdo, principalmente entre 300 e 450 nm. A utilizacdo da
poténcia maxima do sonicador provavelmente promoveu desintegragao celular intensa,
liberando ndao apenas o colorante, mas também componentes celulares de néo
interesse. Como consequéncia, embora a sonicagao tenha favorecido a transferéncia
de compostos coloridos para o sobrenadante, também pode ter aumentado a
complexidade do extrato bruto, dificultando etapas posteriores de clarificagao,

separacgao e purificagao (Kilikian e Pessoa Junior, 2020)

Figura 19 - A: Varredura do sobrenadante extraido apos ruptura celular por
sonificagao, utilizando sistema etanol-agua (50%) em quatro ciclos de extragao com
proporcao biomassa e solvente (1:1). B: Espectrometria UV-Vis da violaceina
concentrada com pico de absorbancia em 575 nm recuperada a partir da produgcdo em

cultivo por C. violaceum.
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Fonte: A: Autoria Propria (2026). B: Abedin et al. (2024)

Resultados de Abedin et al. (2024) demonstraram a obtengcdo de um pico
caractéristico em 575 nm apds extragdo assistida por sonicagdo seguida de etapas
adicionais de concentracido e filtracdo. No presente estudo, utilizou-se uma poténcia
mais elevada do que dos estudos de Abedin et al. (2024), fato que, associado a
auséncia de etapas de purificagdo e concentragao do extrato, pode ter contribuido para

a auséncia do pico esperado.

Portanto, outros métodos de extracdo ainda devem ser avaliados, principalmente

aqueles que utilizem menor quantidade de solventes organicos téxicos, pois esses
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compostos podem limitar a aplicagdo futura do colorante (Lee, Coutinho e Weingarten,
2025). Embora o método com etanol-agua associado a sonicagao tenha apresentado o
melhor potencial de recuperacao neste estudo, este ainda precisa ser otimizado. Entre
os ajustes necessarios, destacam-se a lavagem prévia da biomassa, para remogao de
residuos do meio de cultivo, compostos extracelulares e possiveis componentes
associados ao biofilme; a avaliagado da proporgcdo biomassa/solvente; e a reducéo da
poténcia do sonicador, buscando aumentar a recuperagdo do colorante sem liberar
excesso de compostos celulares indesejados; concentragao do colorante. Dessa forma,
considerando que a cepa selvagem utilizada apresentou capacidade de produzir cor, 0os
resultados indicam que a principal limitacdo esta na etapa de extracao e recuperacao
do colorante rosado. Logo, andlises complementares, especialmente cromatograficas,
avaliagdo da cor por colorimetro e caracterizagdo do extrato, sdo necessarias para
confirmar a presencga de violaceina e identificar possiveis colorantes derivados. Além
disso, deve-se considerar a otimizacdo de métodos que preservem a estabilidade da
biomolécula e sejam mais sustentaveis, ao mesmo tempo em que possibilitem maior
purificacdo do extrato, visando futuras aplicagdes da violaceina e os demais colorantes

derivados.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS
6.1. Purificagao de Colorantes Produzidos por C. violaceum
6.1.1. Uso de surfactante na extracdo de colorantes

Espera-se que a aplicacdo de surfactantes no processo de extracdo da
violaceina produzida por C. violaceum contribua para o aumento da recuperacdo do
colorante por meio da combinacdo de dois mecanismos principais: a alteracao da
integridade celular e a solubilizagcdo de compostos hidrofobicos liberados apds o
rompimento ou permeabilizagdo da célula. Considerando que a violaceina apresenta
baixa solubilidade em agua devido ao seu carater hidrofébico, a utilizagdo de
surfactantes com diferentes propriedades quimicas pode favorecer sua manutencéo em
solucéo e aumentar a eficiéncia do processo extrativo.

Para o SDS, cogita-se maior contribuicdo na etapa de lise celular, favorecendo a
liberacdo da violaceina intracelular devido a sua acdo sobre componentes da
membrana bacteriana. Para mais, sua capacidade de formacdo de micelas pode

contribuir para a manutengdo do colorante solubilizado apds sua liberacéo,
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aumentando sua disponibilidade para as etapas posteriores de extragdo (Le Maire;
Champeil; Mgller, 2000). Esse comportamento é particularmente relevante para C.
violaceum, considerando a estrutura do envelope celular de bactérias Gram-negativas
e a necessidade de superar barreiras celulares para recuperagao de metabdlitos
intracelulares (Silhavy et al., 2010). Estudos anteriores realizados por Siqueira et al.
(2021) demonstraram a aplicagdo do SDS no processo de lise de células de C.
violaceum ATCC 12472, utilizando tratamento com SDS 10% seguido de extragdo com
n-butanol e analise espectrofotométrica da violaceina em 540 nm. Os resultados
descritos na literatura indicam que essa abordagem permitira a liberagdo do colorante
intracelular, demonstrando o potencial do SDS como agente quimico para extragdo de
metabdlitos hidrofébicos bacterianos .

Em relacdo ao Tween 80, acredita-se que sua principal contribuicdo esteja
associada a etapa de solubilizacdo e estabilizacdo da violaceina apos sua liberagéo
celular. Por apresentar carater ndo idnico, esse surfactante pode atuar como agente
auxiliar na recuperagao de compostos hidrofébicos, favorecendo a permanéncia do
colorante em solugao e reduzindo limitagdes relacionadas a baixa solubilidade em meio
aquoso (Kerwin, 2008; Dopierala et al., 2026). Assim, cogita-se que o Tween 80 seja
capaz de apresentar maior relevancia como componente complementar do processo
extrativo, podendo ser associado a estratégias de rompimento celular para otimizar a
recuperacao do colorante.

Kholany et al. (2019) desenvolveram um processo de downstream em duas
etapas para extragdo de violaceina a partir de células de Yarrowia lipolytica, uma
primeira etapa de extracao solido-liquido utilizando solugbes aquosas de surfactantes,
seguida de uma segunda etapa de purificagdo por meio de sistemas aquosos bifasicos
(SAB) compostos por Tween 20 e liquidos ibnicos a base de colina, alcangando
seletividade e remocéo de 80% das proteinas contaminantes presentes no extrato. Os
autores ainda relatam que a extracdo consecutiva com solugcdes de surfactantes
mostrou-se mais eficiente do que o uso isolado de etanol (controle), evidenciando o
potencial da abordagem combinada, principalmente, para lidar com a presenga de
detritos celulares e interferentes, os quais, tiveram grande impacto na varredura
realizada sobre o sobrenadante obtido no presente estudo.

Ja sobre o Triton X-100, foi apresentado por Chen et al. (2017), que a extragao

de colorantes intracelulares produzidos por espécies fungicas do género Monascus
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utilizando solugbes aquosas contendo Triton X-100, permitiram a transferéncia
praticamente completa do colorante intracelular para o meio extracelular. O estudo
demonstrou que o Triton X-100 atuou simultaneamente promovendo a permeabilizagao
das membranas celulares e fornecendo micelas capazes de incorporar os colorantes
liberados, aumentando sua estabilidade e permanéncia em solugcdo. Ademais,
verificou-se que o aumento da concentragao de Triton X-100 elevou significativamente
a eficiéncia de extragdo até que fosse atingido um limite de saturagéo do sistema
micelar. Dessa forma, a aplicacdo de Triton X-100, poderia ser utilizado futuramente
como alternativa mais viavel para extragdo, mediante o fato da dificuldade da extracéao,
evidenciada no projeto realizado, ser ocasionada também pela pouca produg¢do dos
colorantes pela cepa selvagem.

Diante disso, a avaliagdo do uso de surfactantes na extragdo da violaceina
mostra-se uma abordagem interessante para investigar alternativas capazes de
aumentar a eficiéncia de recuperacdo do colorante em comparacido aos métodos
previamente utilizados. A associagdo de diferentes estratégias de extragao,
combinando agentes de permeabilizagdo celular e sistemas de solubilizagdo, pode
representar uma alternativa para otimizar a liberacao e estabilizagado da violaceina em
solucdo. Dessa forma, a comparagcdo entre o uso de surfactantes isolados ou
associados a técnicas ja empregadas, como a extracdo com etanol 50% e sonificagao,
permitiria avaliar o potencial dessas abordagens para um processo mais eficiente na
recuperacao do colorante.

Complementarmente, a utilizagdo de surfactantes como agentes extrativos ndo
limita as etapas posteriores de purificagdo, uma vez que estratégias de separagao
entre o colorante e o tensoativo podem ser empregadas. Conforme demonstrado por
Kholany et al. (2019), apdés a extragdo da violaceina utilizando Tween 20, a
retroextracdo com solvente orgéanico, acetato de etila, permite isolar a violaceina do
tensoativo. Apds a evaporagdo do solvente organico, o colorante obtido pode ser
ressuspendido em solvente adequado, permitindo o preparo da amostra para etapas
posteriores de analise, como a CCD.

6.1.2. Uso de Cromatografia de Camada Delgada

Acredita-se que a metodologia de extracdo empregando solventes orgéanicos

possibilite a recuperacgao eficiente da violaceina e seus derivados a partir da biomassa

microbiana. Devido a natureza hidrofébica e intracelular destes metabdlitos, ruptura
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mecanica seguida de extracdo com solventes orgénicos vém sendo amplamente
empregadas devido a sua eficiéncia na extragdo e solubilizacdo, resultando em
extratos enriquecidos com a violaceina e seus derivados para posterior etapa de
purificacao (Nemer et al, 2023; Duran et al, 2025).

Apos a etapa de extracdo descrita anteriormente, prevé-se a utilizacdo de CCD
em placas de silica gel como técnica analitica e semi-preparativa para a separagao dos
metabdlitos presentes no extrato bruto. A silica gel constitui uma fase estacionaria
altamente polar capaz de interagir diferencialmente com os compostos a partir de suas
polaridades relativas, sendo capaz, portanto, de separar metabdlitos secundarios com
estruturas quimicas similares (Duran et al, 2025). Devido a esta caracteristica, durante
a migragao da fase mével, os compostos menos polares tendem a apresentar maiores
valores de fator de retencéo (Rf), enquanto compostos mais polares interagem mais
fortemente com a silica gel, exibindo menor migragédo (Kowalska e Sherma, 2022).

A silica gel apresenta diversas vantagens que fazem seu uso ser adequado para
a separacao da violaceina e seus derivados. A primeira delas é sua alta seletividade
para Bis-indol, que é o caso da violaceina e seus derivados (Nemer et al, 2025). A
violaceina e seu derivado deoxiviolaceina apresentam estrutura quimica muito similar,
mas polaridades levemente diferentes devido a presenga de um grupo hidroxila
(Huanbutta et al, 2025). Devido a esta propriedade, a silica gel pode ser capaz de
separar de maneira eficiente a violaceina da deoxiviolaceina. Além desta vantagem, a
silica gel é inerte, altamente estavel e resistente a mudangas quimicas, nao
degradando a violaceina e solventes organicos, nem reagindo com estes compostos
(Amara et al., 2024).

Acredita-se que a utilizacdo de sistemas efluentes com solventes organicos em
diferentes proporgdes, como etanol e acetato de etila, auxilie na otimizagao e resolugéo
cromatografica, promovendo uma separacédo eficiente entre a violaceina e seus
derivados. Seguindo a metodologia proposta por Hayward et al. (2021), apds a corrida
dos colorantes pela placa de silica gel, as bandas correspondentes aos diferentes
colorantes serdo raspadas e analisadas individualmente, de forma a obter fragbes
enriquecidas dos diferentes colorantes. Os colorantes ser&o ressuspendidos em etanol
e subsequentemente centrifugados, a fim de separar as particulas residuais de silica do
sobrenadantes contendo os colorantes eluidos. Posteriormente, os sobrenadantes

obtidos serdo submetidos a uma varredura espectrofotométrica UV-Vis, permitindo a
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identificagdo preliminar dos compostos isolados com base em seus espectros de
absorcéo (Duran et al, 2025).

Espera-se que a abordagem descrita acima de extragao por solventes organicas
seguida de separagado por CCD em silica gel contribua para a obtencao de fracdes
enriquecidas em violaceina com maior grau de pureza, reduzindo a presenga de

metabdlitos secundarios e impurezas celulares.

6.2. Avaliagdo Colorimétrica da Recuperag¢ao do Extrato Pigmentado

Estima-se que a avaliagao colorimétrica permita comparar a recuperacgao visual
da coloragao entre as diferentes fracbes obtidas durante o processo de extragao,
incluindo o extrato pigmentado, o branco do extrato, a biomassa pigmentada e a
biomassa branca/controle. Para o extrato pigmentado, prevé-se observar maior
intensidade cromatica em relacdo ao branco do extrato, indicando que parte da
coloracédo associada a biomassa foi transferida para o solvente extrator. Da mesma
forma, estima-se que a biomassa pigmentada apresentara diferenca de cor evidente
em relagdo a biomassa branca/controle, reforcando que a coloragdo observada esta
associada a producédo de colorantes por C. violaceum.

Para suposicdo os parametros do sistema CIELAB, como luminosidade (L*),
coordenadas cromaticas (a*) e (b*), croma (C*), diferenga total de cor (AE) e &ngulo de
tonalidade (h°), permitam diferenciar as amostras pigmentadas dos seus respectivos
controles. Em especial, acredita-se que o extrato pigmentado e a biomassa pigmentada
apresentem maior croma e valores de angulo de tonalidade compativeis com a regiao
violeta. Aruldass et al. (2015) observaram que o pigmento violeta produzido por C.
violaceum UTM5 apresentou valores de h° préximos de 288° no inicio do
armazenamento, indicando uma tonalidade caracteristica da regido violeta. Assim,
prevé-se que extratos com maior recuperacéo visual do colorante apresentem valores
de h° proximos a essa faixa, enquanto os brancos e controles ndo pigmentados
deverao apresentar baixo croma e auséncia de tonalidade definida. Dessa forma,
embora a analise colorimétrica ndo confirme quimicamente a presenga de violaceina,
acredita-se que ela permita comparar objetivamente a recuperagao da cor entre as

diferentes fragbes do downstream.
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6.3. Caracterizagao Espectroscopica do Extrato Pigmentado por FTIR

Para a caracterizagdo espectroscopica do extrato pigmentado por FTIR,
espera-se que 0s espectros apresentem bandas associadas aos principais grupos
funcionais presentes na biomassa bacteriana, nos componentes residuais do meio de
cultivo e nos compostos extraidos. Caso a extragdo seja eficiente, o extrato devera
apresentar perfil espectral distinto do branco, do sobrenadante e do pellet residual, com
possivel intensificagdo de bandas relacionadas a compostos aromaticos e
nitrogenados, como ligagcdées N-H, O-H, C=0, C=C e C-N, confirmando indiretamente
existem compostos quimicos no extrato com estruturas parecidas com violaceina
(Anahas et al., 2022). Aruldass et al. (2015) identificaram, para a violaceina purificada,
bandas em 3421 cm™ associadas a N-H, 3237 cm™ atribuida a O-H, 1689 e 1669 cm™
relacionadas a carbonila amidica, 1621 cm™ associada a C=C e 1279 cm™ atribuida a
C-N. Para a desoxiviolaceina, os autores observaram perfil semelhante, porém sem a
banda referente ao grupo O-H, evidenciando diferengcas estruturais entre os
compostos. Assim, no presente estudo, cogita-se que o uso do FTIR apresente
resultados qualitativos e comparativos para verificar se o extrato apresenta sinais
compativeis com compostos inddlicos associados a violaceina e seus derivados.
Entretanto, devido a possivel presenca de detritos celulares, proteinas, lipidios e outros
metabdlitos, essa analise ndo sera considerada confirmatoria de identidade molecular,

mas sim complementar a avaliagao do processo de extragao.
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7 CONCLUSAO

Em suma, a cepa selvagem de C. violaceum apresentou potencial para a
produgdo de colorantes de interesse biotecnolégico em cultivo submerso,
especialmente em meio “V”, no qual houve formagdo de biomassa com tonalidade
arroxeada, crescimento celular expressivo apés 23 horas, com DO1s: de 1,853 + 0,082,
e consumo total da glicose inicial. A produgédo visual dos colorantes mostrou-se
associada a maior densidade celular e pH préximo a neutralidade, enquanto o cultivo
mais acido, com pH 4,62 + 0,02, apresentou menor crescimento e auséncia evidente da
producdo de colorante. A suplementagdo com triptona a 5 g/L favoreceu o crescimento
celular, atingindo DO+« de 2,340 £ 0,013, mas ndo intensificou expressivamente a
producao visual do colorante, mostrando que o meio “V” pode ser otimizado, visando
diminuir a relacdo C/N. No aumento de escala, o cultivo em biorreator de tanque
agitado, conduzido a 30 °C, pH 7,0, 700 rom e 0,5 vvm, ndo apresentou produgao
evidente de colorante, indicando a necessidade de otimizacdo do indculo, assepsia,
transferéncia de oxigénio e condi¢gdes operacionais. A recuperagdo dos colorantes
mostrou-se uma etapa critica, uma vez que o0s solventes organicos avaliados
apresentaram eficiéncia limitada, enquanto a sonicagéo assistida em etanol 50% (v/v)
foi a estratégia mais promissora para remogéo do colorante da biomassa. Contudo, a
auséncia de pico definido em 575-580 nm na varredura UV-Vis evidencia a
necessidade de purificagcdo, concentracdo e confirmagdo cromatografica dos
compostos produzidos, demonstrando que etapas futuras de otimizagdo do cultivo,
extracdo e caracterizacido sdo essenciais para o desenvolvimento de um processo
fermentativo mais controlado, eficiente e sustentavel para obtencdo de violaceina e

seus derivados.
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