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RESUMO

A exploragao da cor nunca esteve tao evidente como nos dias de hoje, e muitas industrias sao
direta ou indiretamente dependentes da disponibilidade de corantes artificiais. Com o
crescimento da produgdo, consumo e utilizacdo de produtos contendo corantes sintéticos,
aumentaram também os relatos com problemas relacionados a satide e aos danos causados no
meio ambiente devido, principalmente a sua baixa biodegradabilidade, fazendo-se repensar o
uso dessas substancias. Frente ao conhecimento do publico, assim como a relagdo a seguranga
ambiental e a preocupacdo com a saiude, os corantes naturais nesse sentido podem ser uma
alternativa ao uso dos corantes sintéticos conquistando, a cada ano, uma nova fatia do mercado.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar o corante verde de origem biotecnologica, obtido a
partir do cultivo do microrganismo Streptomyces carpaticus, através de diversas técnicas
espectroscopicas, para que assim possa se propor a aplicagdo do mesmo em industrias téxteis,
de cosméticos ou alimenticias. Foram realizadas analises para identificagdo do corante bem
como testes para definicdo dos solventes de trabalho, os quais foram utilizados na preparagao
das amostras que foram enviadas para as diversas técnicas. Os testes iniciais realizados no
corante bruto, tiveram por objetivo definir o solvente ideal para preparacdo das amostras para
analises de Espectroscopia de UV-Vis, Fluorescéncia, Espectrometria de massas e Ressonancia
Magnética Nuclear uni e bidimensionais. Apos andlises por Infravermelho e RMN, foi possivel
verificar a presenca de varios contaminantes, o que direcionou o trabalho para a purificacdo do
corante. Esse trabalho incluiu extracdo em fase solida (SPE), técnicas cromatograficas como
colunas abertas em silica gel e Sephadex LH-20. Foram realizadas analises via HPLC acoplado
a Espectrometria de Massas. Os resultados experimentais obtidos através da combinacdo das
diversas técnicas permitiram inferir caracteristicas estruturais a molécula, bem como direcionar

os estudos futuros buscando potenciais aplicagdes industriais.

Palavras-chave: corantes; espectrometria; elucidagdo estrutural; biotecnologia; Streptomyces

Carpaticus



ABSTRACT

The Color exploration has never been more evident than it is today. Many industries are directly
or indirectly dependent on the availability of synthetic dyes. With the growth of the production,
consumption and the use of products containing synthetic dyes the number of reports about
problems related to health and damage caused to the environment, mainly due to their low
biodegradability have been increasing. So the use of these substance should be rethought. In
the face of public knowledge, as well as environmental safety and health concerns, natural dyes
in this sense can be an alternative to the use of synthetic dyes, gaining a new market share each
year. The objective of this work was to characterize the green dye of biotechnological origin,
obtained from the cultivation of the microorganism Streptomyces carpaticus, through several
spectroscopic techniques, so that it can be proposed its application in the textile, cosmetic or
food industries. Analyzes were performed to identify the dye as well as tests to define the
working solvents, which were used in the preparation of samples that were sent to the various
techniques. The initial tests carried out on the raw dye aimed to define the ideal solvent for
sample preparation for analysis of UV-Vis Spectroscopy, Fluorescence, Mass Spectrometry and
One and Two Dimensional Nuclear Magnetic Resonance. After Infrared and NMR analysis, it
was possible to verify the presence of several contaminants, which directed the work to the dye
purification. This work included solid phase extraction (SPE), chromatographic techniques
such as silica gel open columns and Sephadex LH-20. Mass spectrometry coupled HPLC
analyzes were performed. The experimental results obtained through the combination of several
techniques allowed to infer structural characteristics to the molecule, as well as to direct future

studies looking for potential industrial applications.

Keywords: dyes; spectrometry; structural elucidation; biotechnology; Streptomyces

Carpaticus
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1. INTRODUCAO

As cores sempre foram um atrativo para o homem, isso ¢ facilmente percebido quando
vemos que os corantes sdo utilizados desde os tempos mais primérdios. Com o passar do tempo
0 homem comegou a procurar novos corantes € assim surgiram os corantes sintéticos.
Considerando que a cor esta diretamente relacionada a aceitagdo de um alimento por exemplo,
e que se correlaciona a cor com a qualidade do produto, ela incrementa os apelos de sabor,
aroma e textura. Desde a antiguidade vem se utilizando alguns métodos de colorir os alimentos
para torna-los mais atraentes (FABRI; TERAMOTO, 2015). Assim, o homem passou a buscar
novos corantes, ndo apenas os naturais, o que levou ao desenvolvimento de novos processos
quimicos, dando origem ao importante segmento industrial, o de corantes sintéticos.

Na primeira metade do século XX, o uso de corantes artificiais para manipular a
coloracdo de alimentos comercializados teve um grande crescimento em virtude de mudancas
econdmicas, e pela descoberta de métodos de fabricagao de corantes sintéticos de forma eficaz
e barata. Antes dessa época o emprego por pigmentos naturais prevalecia, porém com aplica¢do
e variagdo de cores limitadas (BAFANA et al., 2011).

As pesquisas de corantes artificiais foram aumentando com o passar dos anos, assim
como sua produgdo, fazendo com que o uso de corantes naturais tivesse uma grande queda
(HOLME, 2006, MOHAMMAD et al., 2013). Com o aumento da utilizagdo de corantes
sintéticos surgiram relatos sobre a ocorréncia de efeitos indesejados, como alergias e toxicidade
biologica, de grau moderado e mais graves, como mutagenicidade e potencial carcinogénico, o
que levou a sociedade a repensar o uso indiscriminado dessas substancias (CARVALHO et al.,
2014). Além do mais, os problemas ambientais estdo cada vez mais evidentes na sociedade
contemporanea e as diversas alteracdes tanto fisicas, quimicas e biologicas sdo observados
quando avaliamos a qualidade do solo, ar e agua. Um dos grandes problemas do século esta
ligado a qualidade do corpo hidrico que estd muito aquém dos padrdes estabelecidos como
toleraveis. O consumo de 4gua nos processos das atividades industriais téxteis ¢ muito alto e
gera um alto volume de efluentes o que contribui para o aumento dos niveis de contaminantes
em aguas naturais (MENDES, et al., 2015). Dentre os corantes amplamente utilizados nas
industrias téxteis podemos citar os corantes azo sintéticos que do total utilizado tem de 10 a
15% liberados nos corpos d’agua por terem um baixo grau de fixa¢do nos tecidos
(GANODERMAIERI et al., 2005). Com a liberacao dessa carga organica ha uma alteracao do

ecossistema, ocasionada pela turbidez da 4gua dificultando a penetracdo da radiagdo solar, o
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que gera modificagdes na atividade fotossintética e na solubilidade dos gases. Essa turbidez
ocorre por causa da presenga de compostos quimicos toxicos que compdem as moléculas dos
corantes, tais como, benzeno, tolueno, etil-benzeno, naftaleno, antraceno e xileno (MENDES,
et al., 2015). Esses compostos podem se acumular e causar riscos quando lancados no meio
ambiente, devido aos seus efeitos toxicos podendo permanecer no meio por até 50 anos
(MENDES, et al., 2015). Esses fatores juntamente com a sua baixa biodegradabilidade podem
trazer significativos problemas ambientais.

Com a preocupagao crescente da sociedade com relagao a satde e ao prejuizo ambiental
tém-se aumentado a procura por corantes naturais € biotecnoldgicos como alternativa para
substitui¢do adequada dos corantes sintéticos (CRUZ FILHO; TEIXEIRA, 2013). Assim, ha
um grande interesse no desenvolvimento de novos processos para a producdo de corantes de
origem natural por vias biotecnologicas. Nesse contexto, pesquisas mostram que a industria de
corantes naturais tem apresentado um crescimento de 5-10% em relagao aos 3-5% dos obtidos
por via sintética, isso associado a um aumento nas vendas de 4,6% de 2004 para 2007, enquanto
o indice de aumento de venda de corantes em geral foi de 2,5% no mesmo periodo (CRUZ
FILHO; TEIXEIRA, 2013; MENDONCA, 2011).

O corante natural obtido por processos de cultivos de microrganismos tem chamado a
aten¢do dentre as diferentes fontes de corantes naturais existentes, pois, possibilita o controle e
aperfeigoamento do processo biotecnologico, ¢ independente de condigdes climdticas e
demanda menos espaco fisico. Os niveis de rendimentos dos processos fermentativos
confirmam a vantagem da obtencdo de pigmentos por via microbiana (CRUZ FILHO;
TEIXEIRA, 2013). O fato dos pigmentos microbianos estarem associados a uma imagem de
produtos naturais de boa qualidade e salutares, também faz com que a aceitacdo pelo
consumidor seja maior, porém se faz necessaria a realizagdo das analises toxicologicas e sua
comparag¢do com os corantes sintéticos e de outras fontes naturais (CRUZ FILHO e TEIXEIRA,
2013).

Neste contexto, o corante verde cedido pelo grupo no Prof. Dr. Alvaro Baptista Neto do
Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP, campus de Araraquara, obtido como subproduto da produ¢do de Vanilomicina pelo
microrganismo Streptomyces Carpaticus, coletado do ambiente marinho, se tornou material de
estudo do grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Fernando Lucas Primo da mesma

faculdade, com o intuito de propor a identificacdo estrutural do corante, assim como suas
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caracteristicas quimicas e fisicas para definir uma possivel aplicagdo em industrias téxteis, de

cosméticos ou alimenticias.
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6. CONCLUSOES

Nesse trabalho de pesquisa foi possivel realizar varias etapas propostas para a
determinagao da féormula molecular do corante verde.

A amostra foi liofilizada para que fosse possivel prepara-la para as analises de RMN e
Infravermelho. Pode-se perceber que a amostra ¢ altamente higroscopica, pois absorveu agua,
mesmo tendo sido fechada de modo adequado. Apos a liofilizagdo do corante foi possivel
solubizar o mesmo parcialmente nos solventes selecionados para o preparo das amostras
(MeOH, EtOH, DMSO), isso pode ter sido devido a danos na estrutura da molécula, visto que
o processo de liofilizacdo faz uso de condigdes extremas como abaixamento de temperatura e
alto vacuo.

Com a realizacdo dos espectros de absor¢ao e emissao de fluorescéncia no UV-Vis, foi
possivel perceber um padrao equivalente de espectros da amostra com picos em 270 nm
e 454 nm.

Apos a analise de RMN foi possivel verificar a presenca de glicose como contaminante
o que dificultou a visualizacao de picos de interesse no espectro e direcionou as atividades do
projeto para a investigacdo de métodos para purificagdo do corante verde.

Através das andlises de infravermelho da amostra bruta e da amostra liofilizada foi
possivel verificar a diminui¢do significativa do alargamento da banda que se encontra na regiao
3397 cm-1 caracteristica de estiramento O-H equivalente a molécula de 4gua, mas a analise nao
foi conclusiva com relag@o aos grupos existentes, pois ndo foi possivel realizar outras analises
para comparagao.

A tentativa de purificacdo da amostra, foi feita com aplicacdo da mesma em coluna de
silica gel e sephadex e em seguida foi colocada no speed vac, rotaecvaporada, tendo em vista a
preparacdo da mesma para andlises de infravermelho e ressondncia magnética nuclear.

A amostra foi aplicada em espectrometro de massas por inser¢do direta e apresentou um
espectro com muitas impurezas, o que tornou os resultados inconclusivos. Foi possivel verificar
a necessidade da purificacdo da amostra para otimizacao do método através de analises futuras.

Quando o corante verde foi aplicado no equipamento de HPLC, utilizando a coluna C18
ndo foi possivel fazer uma separacdo eficiente da amostra, pois a mesma apresentou problemas
com o solvente e com a coluna. Em trabalhos futuros a amostra serd aplicada em diferentes
colunas com a utilizagdo de outros solventes e diferentes propor¢des na tentativa de otimizar o

processo de separagao.
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Os estudos deixaram evidente que existe uma mistura na qual mais de um produto pode
se apresentar como promissor para diversas aplicagdes, pois pode ser um composto inédito,
com isso deve-se pensar na possibilidade da obtencao de uma quantidade maior da amostra para
se iniciar com processo de extracdo seguido da concentragao da mesma, podendo entdo realizar
os processos de purificacdo conforme descritos nesse trabalho. Com isso espera-se obter uma
maior eficiéncia na remog¢ao dos possiveis ativos para aplicagdo e analise dessa amostra mais

concentrada em equipamentos analiticos.
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