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INTRODUGAO:

A crescente demanda por produtos mais sustentaveis ¢ saudaveis tem impulsionado a busca por
alternativas naturais aos corantes sintéticos, amplamente utilizados nas industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética. Além de conferirem coloragdo, pigmentos naturais podem apresentar
propriedades bioativas, como a¢ao antimicrobiana e antioxidante, o que tem expandido suas possiveis
aplicacdes. O mercado global de corantes naturais ja representa a maior parte da receita do setor, com
projecao de atingir US$6,09 bilhdes até 2030 (CHAUDHARY, 2024).

Os corantes obtidos por via biotecnolégica destacam-se por normalmente serem mais estdveis
que os de origem sintética e por oferecerem vantagens como controle das condi¢des de producdo,
rendimentos otimizados, extragdo facilitada e um possivel menor impacto ambiental. Entre eles, a
violaceina — um pigmento azul-purpura produzido por bactérias como Chromobacterium violaceum e
Janthinobacterium sp. — ¢ notavel pela sua coloragdo vibrante e suas diversas bioatividades, incluindo
efeitos antimicrobianos, anticancerigenos e fotoprotetores (DURAN et al., 2021; PARK et al., 2021).
Sua aplicagdo potencial abrange as industrias cosmética, t€xtil e alimenticia, embora seu uso em larga
escala ainda enfrenta desafios devido a limitacdo de dados toxicologicos, bem como ao alto custo e a
necessidade de otimizacdo dos processos de produgao.

Nesse contexto, o uso de residuos agroindustriais como substratos para a producao de violaceina
surge como uma estratégia promissora para reduzir custos e promover a sustentabilidade. Diversos
residuos, como farelos de trigo e soja, melaco, bagaco de cana e residuos de abacaxi, ja foram
investigados como fontes alternativas de carbono e nitrogénio para a producdo de violaceina por
fermentacdo (CASSARINI et al., 2022; ARULDASS et al., 2015). A valorizagdo desses subprodutos ndo
apenas diminui os impactos ambientais, mas também contribui para a economia circular, transformando
residuos em produtos de alto valor agregado.

Desta forma, o presente trabalho visa avaliar a utilizagdo de residuos e subprodutos
agroindustriais como substratos para a produ¢do de violaceina, com foco na otimizagdo da relacdo C:N
(carbono-nitrogénio) dos meios de cultivo. Para tal, baseando-se na melhor relacio C:N de meios de
cultivos comerciais, foram ajustadas as formulag¢des dos residuos e subprodutos industriais, visando
atingir a relagdo ideal obtida anteriormente e avaliar a producdo do pigmento nestes substratos.
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METODOLOGIA:

Inicialmente, as condigdes de cultivo foram otimizadas em meios comerciais compostos por
extrato de levedura (fonte de nitrogénio - N) e frutose (fonte de carbono - C). Conforme previamente
avaliado por Ishimoto et al. (2024), as condi¢gdes de cultivo iniciais adotadas no presente estudo foram:
meio de cultivo “Y5F” (5 g/L de extrato de levedura e 10 g/L de frutose), com incubacdo a 18°C e 200
rpm. A relacdo C:N do meio Y5F foi calculada com base na composi¢do dos substratos (frutose: ~40%
C e 0% N; extrato de levedura: ~40% C e 10% N), resultando em uma propor¢do C:N aproximada de
12:1 e com uma concentragdo total de 6 g/L de carbono.

A partir deste meio, realizou-se o cultivo em combinacdes de variadas relagdes C:N (4:1, 12:1 ¢
36:1) e concentragdes total de carbono (3, 6 e 12 g/L), totalizando nove formulagdes, visando identificar
a melhor composi¢do do meio para a producdo da violaceina com variadas quantidades de frutose e
extrato de levedura.

Para o cultivo, inicialmente a bactéria Janthinobacterium sp. foi repicada em éagar nutriente
(25°C, 24 h), seguido da obten¢ao do indéculo em caldo nutriente a partir da transferéncia de uma algada
de células e incubagdo a 18°C, 200 rpm, 12 h, até obten¢do de um valor de densidade optica a 600 nm
(ODyo) de 3,0. A inoculagdo nos meios de cultivo foi realizada utilizando-se 1% v/v do in6culo, € o
cultivo realizado com incubagdo a 18°C e 200 rpm, por 144 h. Apds o tempo de cultivo, o teor de
biomassa foi determinado por ODy, (dilui¢do 1:10), e a biomassa rica em violaceina foi recuperada de 5
mL do meio por centrifugagdo (3600 rpm, 15 min), seguindo-se de extragdo com 5 mL de etanol
absoluto e com agitacdo em voértex a 3000 rpm por 1 min. A quantificagdo da violaceina no extrato
alcodlico foi feita por espectrofotometria a 575 nm, utilizando curva de calibragdo (1-12,5 mg/L,
violaceina de grau analitico, Sigma-Aldrich, Alemanha. CAS n° 548-54-9, pureza >98%, violaceina
(min. 85%) e deoxiviolaceina).

Partindo da condi¢do otimizada no primeiro conjunto de experimentos (C:N 12:1 e 6 g/L de
carbono total), foram realizadas formulagdes substituindo parcialmente a frutose e o extrato de levedura
por residuos agroindustriais. O teor de carbono e nitrogénio desses residuos foi determinado pelo
método de Dumas (Truspec CN, Embrapa Meio Ambiente), e, com esses dados, ajustaram-se as
formulagdes para manter a propor¢do C:N de 12:1, suplementando-se com frutose ou extrato de levedura
conforme necessario, considerando 50 mL de meio de cultivo e realizando a corre¢ao da umidade dos
residuos para base seca. A composi¢do do meio dos residuos foi organizada conforme a tabela a seguir.

Tabela 1. Residuos testados e as quantidades de frutose e extrato de levedura adicionados para atingir meios com uma relagéo
C:Nde 12:1 e 6g/L de carbono.

Residuo Relagao C:N Qnt. Residuo Qnt. Frutose Qnt. Extrato de
(residuo) (g/l) (g/L) Levedura (g/L)
Amido de ervilha 15:1 14,62 - 1,27
Casca de cacau 18:1 12,66 - 2,36
Fibra de citricos 50:1 9,82 - 4,34
Farinha de casca 15:1 13,42 - 1,5
de camarao
Extrato Protéico 4:1 4,36 10,16 -
Farinha de soja 8:1 8,64 4,52 -
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Casca de banana 37:1 11,32 - 3,98

Extrato Hilyses 37:1 11,4 - 3,98
Puré de batata 27:1 42,74 - 3,42
Casca de batata 28:1 62 - 3,52

Fonte : Autores (2025)

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os ensaios de producdo de violaceina utilizando meio comercial a base de frutose e extrato de
levedura, em diferentes razdes C:N, resultaram em variagdes nas concentragdes do pigmento (Figura 1a).
A Figura 1b mostra a concentragdo de biomassa seca obtida nas mesmas condigoes.

Figura 1. concentragdo de violaceina (mg/L) (a) e estimativa de concentragdo de biomassa (mg/L) (b) produzida pela
Janthinobacterium sp ap6s 144 horas de fermentag@o a 200 rpm e 18°C.
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Fonte : Autores (2025)

Conforme pode ser percebido pela andlise do grafico, a melhor produ¢do de violaceina foi obtida
para a condi¢do de relacdo C:N 12:1 e 6 g/L de carbono, o que resultou em uma concentragdo final de
violaceina de 72,8 + 9,2 mg/L. Esta condi¢do € justamente a mais proxima da formulagdo de meio
otimizada por Ishimoto et al. (2024) (relagdo C:N de aproximadamente 12:1 com uma concentracao total
de carbono de aproximadamente 6 g/L). Contudo, a concentragdo final de violaceina foi menor do que a
anteriormente reportada (Ishimoto et al., 2024) em condig¢des proximas, que foi de 113,68 + 16,68mg/L.
Dentre possiveis motivos para a divergéncia dos valores pode-se citar os erros relativamente altos
associados a bioprocessos, além de que as condi¢des sao semelhantes, mas ndo idénticas.

Apos a determinacgdo das condi¢des ideais de razdo C:N (12:1) e carbono total (6 g/L) para maior
producdo de pigmento, a formulagdo contendo os residuos foi ajustada para essa mesma propor¢ao,
mantendo as mesmas condigdes descritas para as formula¢des comerciais. Os resultados obtidos indicam

que a maioria dos meios formulados com residuos nao resultou em produgdo de violaceina, exceto para
0s quatro casos apresentados na Figura 2.
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Os meios de cultivo formulados separadamente com amido de ervilha, casca de cacau, puré de
batata e casca de batata (residuos industriais), extrato de levedura Hilyses e casca de banana
apresentaram apenas um leve crescimento bacteriano (meios visualmente turvos), porém nao houve
producdo visivel de violaceina. Por esse motivo, ndo foi realizada a extracdo e quantificacdo de
violaceina nessas amostras.

Entre os possiveis motivos para a auséncia de pigmentagdo estdo a presenga de carboidratos
complexos nesses residuos, como amido, celulose, hemicelulose, oligossacarideos e polissacarideos, que
podem ser de dificil acesso e metabolizagdo pela bactéria, limitando a disponibilidade de agticares
fermentdveis para o crescimento microbiano (MAJUNDER et. al, 2022). Além disso, muitos desses
substratos podem conter compostos bioativos com atividade antimicrobiana, tais como fenois, taninos,
flavonoides e alcaloides, que podem inibir o crescimento microbiano ou interferir no metabolismo
bacteriano, dificultando o desenvolvimento da biomassa e a produc¢ao do pigmento (SANTOS et. al,
2024; KAPADIA et. al, 2015).

Dentre os possiveis fatores associados a producao de violaceina observada nos meios contendo
farinha de casca de camardo, farinha de soja e hidrolisado proteico, destaca-se o fato de serem fontes
ricas em nitrogénio (LIU et .al 2017; ROSSI et al 2024). Considerando que a violaceina ¢ sintetizada a
partir do aminoacido L-triptofano, a presenca de substratos que liberam

aminoacidos acessiveis no meio de cultivo ¢ importante para a ativacdo da via metabdlica de
producdo do pigmento, o que pode justificar a pigmentagdo observada nessas formulagdes.

J& entre os residuos utilizados como fonte de carbono, a casca de batata, o puré de batata, a casca
de banana, a casca de cacau e o amido de ervilha, ndo resultaram em producdo da violaceina, sendo a
fibra de citricos o unico subproduto que, quando suplementado com extrato de levedura, conseguiu gerar
pigmentacdo. Um dos motivos para isso pode ser a maior presenga de agucares soliveis e biodisponiveis
na fibra de citricos, como na casca da laranja, enquanto nos outros residuos os agucares estdo mais
complexados e menos acessiveis para o microrganismo (WILKINS et. al, 2017).

De acordo com os resultados do experimento, a suplementa¢do de frutose com farinha de soja
resultou na maior producdo de violaceina, em torno de 13 mg/L. Em contrapartida, dados presentes na
literatura indicam que o meio contendo 1 g/100 mL de farinha de soja alcangou um valor de 373 mg/L,
com aproximadamente 115 horas de fermentacdo e sem suplementacdo de triptofano (GOHIL et. al,
2022). Contudo, a cepa utilizada neste estudo foi a Chromobacterium violaceum, o que pode ter
influenciado a variagdo na producdo do pigmento, juntamente com as diferentes condigdes do
experimento, visto que a incubacao foi realizada a 37 °C com agitagdo de 150 rpm por 48 horas. Além
disso, possiveis diferengas no lote e no processamento da farinha de soja, assim como no perfil de
composi¢do do residuo utilizado, também se apresentam como fatores que podem justificar a diferenca
de concentrac¢ao encontrada.

Figura 2. Concentracdo de violaceina (mg/L) produzida pela Janthinobacterium sp ap6s 144 horas de fermentagio a
200 rpm e 18°C.
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CONCLUSOES:

Os resultados demonstraram que, embora o meio formulado apenas com frutose e extrato de
levedura tenha proporcionado maior produ¢ao do pigmento, os meios formulados com residuos
agroindustriais (mantendo a mesma relagdo C:N e concentragdo de carbono previamente otimizadas)
também foram capazes de sustentar o crescimento microbiano e a biossintese da violaceina, ainda que
em niveis inferiores.

Essa diferenga na producdo pode ser atribuida a fatores intrinsecos aos residuos utilizados, como
a complexidade na biodisponibilidade dos nutrientes presentes nesses substratos, a possivel presenca de
compostos antimicrobianos, além da variabilidade natural na composicdo desses subprodutos, o que
pode limitar a eficiéncia metabdlica da violaceina quando comparados a substratos comerciais mais
padronizados.

Ainda assim, o uso de residuos agroindustriais se mostrou uma possibilidade ambientalmente
sustentavel e alinhada aos principios de uma bioeconomia circular, reduzindo custos com insumos e
promovendo o aproveitamento de materiais que seriam descartados. Esses resultados reforcam o
potencial dos residuos como matéria-prima para a produgdo de violaceina, sobretudo em contextos de
bioprocessos de baixo custo e foco ecologico.

Recomenda-se, portanto, a realizagdo de novos estudos aprofundados com diferentes tipos de
residuos, incluindo subprodutos ainda pouco explorados pela literatura para a produgdo da violaceina,
como a milhocina e demais residuos ou subprodutos liquidos agroindustriais, com o objetivo de otimizar
a produgdo do pigmento.
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