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RESUMO

Prodigiosinas € uma familia de pigmentos natugescor vermelha caracterizado por um
esqueleto comum pirrolilpirrometano, produzido pairias bactérias, porém primeiro
produzido por Serratia marcescengste pigmento € uma droga promissora, deviduas s
caracteristicas de atividade antifingica, imunossgores e antiproliferativAs condi¢des
Otimas para o0 aumento do crescimento 8nmarcescenssta relacionada ao aumento da
producdo do pigmento, sob o ponto de vista indistNeste trabalho, foram utilizados os
meios convencionais Peptona glicerol e Manitol, lsemo os meios alternativos, Caldo de
arroz, de gergelim e de amendoim, visando a praddedprodigiosina pela bactéria isolada
do solo semi-aridcSerratia marcescendCP 1549, utilizando fermentacdo em estado sélido,
a 28 C, durante 48 horas de cultivo. A producéo da igiosina foi observada nos meios
convencionais, principalmente meio Manitol, sentitidms 1,2g/g de biomassa, porém néao
foi detectada nos meios alternativos. O pigmento piarificado por cromatografia de
exclusdo, empregando-se Sephadex LH-20, obten86-facdes que foram reunidas, sendo
caracterizada por espectrofotometria e espectr@rgrmassa (GC-MS), sendo sugerido ser
Undecilprodigiosina. Estudos foram realizados caativadade citotoxica parartemia salina
demonstrando uma G4 de 78,33ug/mL. A fitoxidade para sementes de alfgactuca
sativg e pimentaoCapsicum annuujrcom inibicdo da germinacéo das sementes a plartir
concentracdes superiores a 40ug/mL, representaadoda 50% de inibicdo. Os resultados
obtidos sugerem alto potencial biotecnolégico ralpcédo de Undecilprodigiosina pela nova
linhagem deS. marcescendCP 1549, como também indica como promissoregsigdtados
com o meio Manitol em estado solido, os processaxtracao e purificacdo do pigmento.

Palavras-chaves:Serratia marcescenggar manitol, Undecilprodigiosina, Citotoxicidade



ABSTRACT

Prodigiosins, a family of natural red pigments eloterized by a common
pyrrolylpyrromethane skeleton, are produced byotexibacteria that first characterized from
Serratia marcescend his pigment is a promising drug owing to itsogpd characteristics of
having antifungal, immunosuppressive and anti-ferdtive activity. The optimal conditions
to enhance the growth &. marcescenare related to increase production of the pigment
under the industrial point of view. In this studye used the conventional media Peptone
glycerol and Mannitol, as well as alternative medibroth of rice, sesame and peanut, for the
production of Prodigiosin b$erratia marcescendCP 1549 bacteria isolated from semi-arid
soil using solid state fermentation, af 8 for 48 hours. The production of Prodigiosin was
observed in the conventional media, mainly Agar mitah obtaining 1.2 g / g of biomass, but
was not detected in the alternative media. The emgmwas purified by exclusion
chromatography, using Sephadex LH-20, yielding 9&ctions were collected, and
characterized by spectrophotometry and mass speetrp (GC-MS), and suggested to be
Undecylprodigiosin. Studies were performed with thyotoxic activity in Artemia salina
demonstrated an LC50 of 78.33 mg / mL. The Phyiottyxto lettuce (Lactuca sativa) and
pepper (Capsicum annuum) seeds showed inhibifiseex germination from concentrations
greater than or 40, representing more than 50%labition. The results obtained suggest
high biotechnological potential to production I thew strairs. marcescen®JCP 1549, as
well as promising results indicates the Mannitothe solid state, the processes of extraction

and purification of pigment.

Keywords Serratia marcescendjannitol Agar, Undecylprodigiosin, Cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

BactériasGram-negativago génerderratiapertencem & familienterobacteriaceae,

e sao consideradas patdgenos oportunistas caudaadgas em plantas, animais e humanos
Algumas linhagens dBerratia marcescengrovocam graves infecgcdes nosocomiais, sendo a
espécie responsavel por inimeros casos de infedpdgsitalares do trato respiratorio,
urogenital e via parental de usuarios de droga®(3et al, 2003).

S. marcescendactéria cosmopolita, tem sido isolada de sd@gsa, plantas e do ar
(LEEPER, 2006). Este microorganismo destaca-sehadddidade que algumas cepas tém em
excretar produtos extracelulares como enzimasngliticas, proteases, lipases, nucleases,
bacteriocinas, surfactantes e com maior destaques paumeras atividades bioldgicas
descritas para o pigmento prodigiosina (WILLIAMS(2006).

Prodigiosina € um metabdlito secundario produzidoS. marcescensob a forma
de um pigmento vermelho pertencente a vasta famdéigpigmentos vermelhos naturais,
denominado de prodigionina, que abrange diversorbres como Undecilprodigiosina e o
Cicloprodigiosina dentre outros (KHANAFARI, 2006).

A prodigiosina tem despertado grande interessecipaimente, farmacologico
considerando a agdo bactericida, antifungica, atinco, algicida e recentemente como
imunossupressora pela inducdo da apoptose em ito6d@ e B e antitumoral, sendo
considerada atéxica para células sadias (D’ALESSI6a1.,2000; MONTANERet al., 2000;
HAN et al, 2001; NOBUTAKAEet al., 2001; ISAKAet al, 2002; AZAMBUJAEet al, 2004;
NAKASHIMA et al, 2006; SHUN-YA N e YOICHI, 2009).

Os mecanismos antitumorais da prodigiosina aindgeécos conhecidos, sendo alvo
de muitas pesquisas, contudo, mecanismos apodtico sido propostos para algumas
prodigiosinas analogas (MONTANER, 2000). A prodagna produzida pof. marcescens
também induz apoptose em linhas celulares canoasgeematopoiéticas e gastrointestinais
sem causar qualquer dano as células sadias (MONRAREO0; DIAZ-RUIZ, 2001; CLIFT
e THOMSON, 2009). E ainda, em seus efeitos farndggods a prodigiosina pode atuar em
nivel do DNA, através de sua clivagem oxidativan@uzindo a célula a iniciar o processo
apoptotico (WILLIAMSON, 2006; PRYCE e SARAH, 2009).

Considerando, as diversas atividades biol6gicassaptadas por este pigmento bem
como, a alta seletividade para células cancerigenga atividade sugere como sendo a

prodigiosina € uma nova e promissora biomoléculaddea acdo especifica, diferentemente
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das terapias cancerigenas convencionais (AZUMAQP2O0AZ-RUIZ, 2001; HAN, 2001;
KWON e PARK, 2009; KALIVODA e STELLA, 2010).

Neste sentido, estudos foram realizados com uma rimhagem deSerratia
marcescensisolada de solo do semi-arido, visando a buscamd®s de producdo de

prodigiosina.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 SerratiamarcescensHistorico

Durante muitos anos o microrganismo produtor deligrosina foi chamado dBacillus
prodigiosus sendo conhecido conabactéria dos milagres por esta associada aos&ms
religiosos da época. DeToni e Trevisan (1889) for@nprimeiros a classifica-lo como
Enterobactéria, baseando-se em suas propriedadesliithicas, passando entdo a ser
denominando d&erratiasp (BENNETTE e BENTLEY, 2000). Em 1924, o pesquisador
Bizio descreveu pela primeira veZSarratia marcescensomo sendo um fungo responsavel
pela pigmentacédo roxa do chamado “sangramento sttahéem memoria ao fisico italiano
Serafino Serrati, inventor do barco a vapor (RODBES, 2006). O termo “marcescens”
procede do latim e faz referéncia a decomposicgmteefacdo, fendmenos associados a
primeira descricdo que se fez deste microrganidvhotas sdo as historias descritas desta
bactéria. Durante a ldade Média, em algumas ocasfiareciam manchas vermelhas nas
hostias sagradas sendo estas, confundidas com detasngue. Estes fendbmenos foram
associados a milagres, contudo, tratava-se deiaslpgmentadas deerratia marcesccens
(GAUGHRAN, 1969; MONTANER, 2000) (Figura 1).

2.2 FamiliaEnterobacteriaceae

A S. marcescengertence a familignterobacteriaceaeA familia Enterobacteriaceae
apresentd-se sob a forma de bacilos Gram-negatiwedindo em geral 0,3-1,8um. Estes
microrganismos podem ser imoveis ou moveis comelteg peritriquios. S&o anaerobios
facultativos e quimioorganotroficos, tendo tanto neetabolismo aerébico como o
fermentativo. A maioria das espécies da famili@esenvolve bem a temperatura de 37°C.
Entretanto, algumas espécies apresentam tempeéiituade crescimento entre 25 e 30°C e
apresentam maior atividade metabdlica. Existemrgéngsicrotréficos encontrados no solo,
agua e no trato gastrointestinal dos seres humarasmais (HOLTet al, 1994; ICMSF,
2000).

As enterobactérias catabolizam D-glicose e outadsaidratos com producéo de &cido
e gas. Bioquimicamente, sdo oxidase negativa,asgglositiva, excetoShigella dysenteriae
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e espécies deXenorhabdus(FELIPE, 2008). Sdo amplamente distribuidas na natureza,
podendo também ser encontradas no solo, aguss,fuggetais, animais e nos seres humanos.
Ha uma grande heterogeneidade na ecologia e haspedendo potencialmente patogénicas
para o homem, animais e insetos. InUmeras espeaisam diarréias, incluindo febre tiféide

e disenteria bacilar. Muitas espécies que ndo emsdociadas com doencas diarréicas sdo
freqientemente referenciadas como patdgenos opsiasin Muitas destas espécies assim
como as que causam doencas diarréicas podem aamsavariedade de infeccdes extra-

intestinais, incluindo bacteremias, meningite, dasi e infeccbes do trato respiratério e

urinério (PASTA, 2008).

Na familiaEnterobacteriaceaeonstam 30 géneros sendo responsaveis por 50% das
infeccbes nosocomiais, principalmente causadas Eseherichia coli Klebsiella sp,
Enterobactersp, Proteussp, Providenciasp, e Serratia marcescenssendo esta Ultima,
responsavel pelo maior nimero de casos de infedugsitalareCAREY E SAIMAN,
2008).

2.3 O microorganismos:Serratia marcescens

Serratia marcescend um bacilo Gram-negativo, pertencente ao GéSeroatia sp.
cuja familia compreende &nterobacteriaceaeS. marcesceng saprofito, cosmopolita
habitando diversos nichos ecolégicos como agua, s, plantas e animais, e sendo
frequentemente encontrada em alimentos ricos erdoa(@ERRATO, 2007). E capaz de
sobreviver em condicbes extremas como ha presencaledinfetantes e anti-sépticos
(SOARES, 2002).

Trata-se de um patdgeno oportunista, responsévelalguns casos de infeccdes
hospitalares. As infec¢cdes causadas Senratia marcescensa maioria das vezes, inicia-se
por contaminacdo exogena, como por exemplo, paenimacido atraves de Dipteros
hematéfagos que finda por disseminar dentro deitagspLUZ-ALVEZ, 2007). A principal
porta de entrada mais freqiente de infeccdo émuragenital podendo ser encontrado ainda
no trato respiratério, em feridas apoés intervengdgggicas e via parental de usuarios de
drogas resultando em quadros graves de infecc@es septicemia, meningites, endocardites
e infeccdo de feridas pés-cirargicas (BLATT E MIRBHA, 2005; VASCONCELOS, 2006).

Devido a sua presencga constante no ambiente, @refexréncia por condi¢bes de

umidade,S. marcesceng comumente encontrada em casas de praias (éspat@ em
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reboco azulejo, chuveiro cantos, banheiros, pogaagla e bacias), onde ela se apresenta
com uma coloragdo vermelha intensa. A erradicagatpleta do organismo é muito dificil,
mas pode ser realizado através da aplicacdo dmiamtbianos (AZAMBUJA E GARCIA,
2004)

Figura 1. Aspecto geral deS. marcescengultivada em placacom pigmentagdo vermelha
caracteristica em 24ktudent.ccbcmd.edu/.../lab2/sminsol.html)

2.4 Descrigcéo da Prodigiosina

A prodigiosina, pigmento vermelho natural comprégmcha familia das prodigininas,
apresenta estrutura de um tripirrol linear de pEs®23,44 dalton cuja formula molecular é
CooH25N30 (Figura 2) (KALIVODA E STELLA, 2010).

Figura 2. Estrutura quimica da Prodigiosina (WILLIMANSG#t al.,2006)

Este pigmento caracteriza-se por ser fotossensnsa|ivel em agua, moderadamente
em alcool e soluvel em cloroférmio, bromofério @m@te mais proximo do cloroférmio),

benzeno, acetona, éter etilico e acetato de stifeendo alteracéo de cor dependendo do pH
5



do meio (YU, 1979; KIM, 2007). Em pH &cido apreseain pigmento vermelho intenso com
absorbancia méaxima de 537 nm e em meios alcalipign@entacdo pode variar de laranja a
amarelo com absorbancia maxima de 470 nm (NAKASH|KIZ05).

A prodigiosina desperta grande interesse devidoaan®tada acdo imunossupressora,
bem como mediador do efeito apoptético em célulaacerigenas humanas e néo
apresentando toxicidade a células sadias (HO e PEOID)

A estrutura quimica da prodigiosina corresponde  dmetil-3-pentil-6-
metoxiprodigioseno que se caracteriza por apresanta estrutura linear tripirrdlica comum,
conhecida como prodigioseno (Figura 3) que reptasenesqueleto quimico comum dos
representantes dessa ampla familia (KIM, 2008).

Figura 3. Ndcleo do Prodigioseno (RODRIG# al, 2007)

2.4.1 Microorganismos produtores de prodigiosina

Atualmente, existem 10 espécies 8erratia das quais apenaS. plymuthica, S.
rubidade e alguns biogrupos deéS. marcescensao capazes de produzir o pigmento
prodigiosina (PANDEY e CHANDER, 2009Muitas cepas do ambiente e poucos isolados
clinicos produzem o pigmento vermelho prodigiosina

A prodigiosina € produzida por alguns microrganisrffeigura.5) comderratiasp,
Actinomycescomo a espécié&treptomyces coelicololgumas bactérias marinhas como
Hahella chejuensig Pseudoalteromonas denitrificadEONG, 2005). Muitas linhagens de
S. marcescensintetizam a prodigiosina (2-metil-3-pentil-6-mafmwdigiosina) onde a
producdo do pigmento por estas bactérias tem slddada ao longo devido a coloracéo
vermelha caracteristica do pigmento (CAROLINE E SER 2009).



Em adicional, a prodigiosina pode ser produzida $ormarcescenstravés de
marcadores biolégicos e tem sido avaliada comocsemd metabdlito secundario modelo
produzido poiS. marcescenstambém poStreptomycespp (THOMSON, 2000).

Figura 4. Microscopia eletrbnica de varredura de algumasébiast produtoras de prodigiosin&-
Serratiasp B- Streptomycesp; C- Pseudoalteromonas denitrifica(GERRATO, 2007)

2.4.2 Fatores que influenciam a producao de prodigsina

A sintese de prodigiosina e®erratia marcescengsta relacionada aos seguintes
fatores:saisinorganicos como o cloreto de sédio, o glicerol ocimnte carbono e sais de
amonia como fonte de nitrogénio (KIM e LEE, 2009)meio de cultivo contendo glicose
como fonte de carbono fornece energia, contudo indaoz a sintese de prodigiosina
(JEWERYet al.,2005). Para favorecer a formacdo maxima do pigmentoescimento deve
ser feito em meios contendo glicerol como fontecdsbono (ALIHOSSEINI e LANGO,
2009). A producdo de prodigiosina pode ocorrer dmndancia apenas na presenca de
glicerol e peptona (GOLDSCHNIDT E WILLIAMS, 1968;AZ-RUIZ, 2001).

Serratia marcescen® um microrganismo facultativo podendo crescetotama
presenca como auséncia de oxigénio, contudo asidie prodigiosina pode ser influenciada

pelas condi¢cdes de oxigenacdo. Assim, o pigmepi@duzido tanto em condi¢cdes aerdbias



como em anaerobias, contudo apresenta melhor renthnsob condi¢bes aerobias (WAN E
CHEN, 2005).

O pH, ions e detergentes também sdo fatores fitegapara a obtencdo da
prodigiosina (SOLEet al., 1997). O aumento de NaCl para 4% favorece a péudule
prodigiosina, contudo 8% de NaCl causa inibicacsimiese de prodigiosina. De qualquer
maneira, deve-se levar em conta que estes ressipadiem variar de acordo com a linhagem
em estudo (RJAZANTSEVAt al.,1994).

A temperatura é outro fator critico para a produd@d@igmento. A literatura descreve
que o pigmento se forma em uma faixa relativampatpiena de temperatura (12 a 36°C),
quando comparada com a ampla faixa de temperam@escimento da bactéria, de (4 a
42°C). Contudo, a temperatura 6tima @@ranarcescensd de 30 a 37°C, e a requerida para o
aumento da pigmentacao é entre 27 a 30°C (WEI,)2006

Assim, a presenca de luz condiciona a velocidaddrdese e quantidade de pigmento
produzido pela bactéria. A producéo da prodigiogisian diretamente relacionada a presenca
ou auséncia de luz durante o cultivo. A maxima pedd do pigmento em cultivo com luz
ocorre entre 2-3 dias; enquanto que, na ausénclazde tempo necessario é de 3-4 dias.
Curiosamente um maior rendimento se obtém nosvoslem luz. Por outro lado, a luz é
responsavel pela fototransformacéo da prodigicSQMEYA, 2004). Apos a sua formacéao,

a prodigiosina deve ser armazenada em ambienteoesoois a luz causa alteragcdo na

molécula causando a degradacédo do pigmento (TOMRMWS006).

Estudos realizados posteriormente, sugerem quesaibtese da prodigisina é realizada
por duas rotas lineares, que mais tarde se bifuataavés da condensacdo enzimética dos
produtos terminais das duas vias, o 2-metil-3-n-gimiol (MAP) e o0 4-metoxi-2, 2'-bipirrol-
5-carbaldeido (MBC), resultando na formacéao daigrosina (FURSTERET AL.,2003).

A sintese da prodigiosina inicia-se com a formad@daima série de intermediarios por
duas rotas independentes, que finalmente convepgeanformar o pigmento. Existem alguns
mutantes d&. marcescengue interrompe a sintese de alguns percursog, eles o mutante
933, que forma o bipirrol MBC (4-metoxi-2,2’-bipiir5-carboxaldeido), o mutante WF que
sintetiza o monopirrol MAP (2-metil-3-amilpirrol)e o mutante OF, que forma a



norprodigiosina (2-metil-3-pentil-6-hidroxiprodigieno) (Figura 4) (WILLIAMNSONet al,
2006).
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Figura 5. Biossintese da prodigiosina ferratia. marcescen®ILLIAMNSON et al, 2006)

Os biogrupos altamente semelhantes Sdemarcescenspresentam habilidade de
sintetizar prodigiosina e 0s que ndo produzem pgrosina, costumam ser deficientes na
enzima de condensacao (THOMSON, 2000).

A localizacdo da producdo da prodigiosina por &m marcescen® bastante
controversa. Assim, tem sido descrita em nivelatage celular, localizada no periplasma ou
na parte externa da membrana citoplasmatica, cambé&m tem sido descrito, em vesiculas
de secrecdo que contém proteases, nucleases e roe&g de 100 kDa semelhante a
prodigiosina (KALIVODA e STELLA, 2009).

A literatura descreve ainda, que a relacdo entproducdo de prodigiosina e a
motilidade deSerratiasp, cause uma variacdo na composicao dos flagakrspgr adicéo,
delec&o ou substituicdo de aminoacidos, pode nadatigenicidade do flagelo. A mudanca
produzida na superficie do flagelo esta associagat@genicidade, pois é uma forma de

escapar do sistema imunolégico do hospedeiro swyerque a formacdo do flagelo &



inversamente proporcional a biosintese de prodigss explicando o mecanismo da maioria
dos isolados clinicos que ndo produzem o pigmé@BAYASHI E ICHIKAWA, 1991).

A sintese quimica da prodigiosina tem sido rea#izaat alguns pesquisadores atraves
de percussores biologicos como MAP e o MBC (WASSERIMet al., 1999; FINERAN,
2005; WALSH, 2006).

2.4.3 Provaveis mecanismos de acao da prodigiosina

A partir de alguns resultados obtidos experimergaba tém-se sugerido a existéncia de

quatro possiveis mecanismos de acdo para as wsidigs (WILLIAMNSONet al.,2006):

Clonagem do DNA

Como moléculas hidrofébicas, as prodigiosinas padedifundir-se livremente através
das membranas e interagir com o DNA causando uragein da dupla fita de DNA. Com o
dano ao DNA, a célula desencadearia um programpadada de ciclo para iniciar sua
reparacao, caso o dano seja muito grave nao sesi&ivel ser reparada e a célula poderia

ativar o seu programa apoptaético.

Variacao do pH intracelular

A molécula poderia ser incorporada a bicamadaitipida membrana citoplasmatica,
onde por endocitose poderia alcancar o endossomaiggom outro compartimento acido. As
bombas de ATPases seriam desacopladas exercendmngdm de Cl/ H* suporte e
induziria & neutralizacdo deste compartimento, @ramdo por sua vez a acidificacdo do
citoplasma e , em alguns casos, a morte por agMGADERVILLE et al.,2001; PEREZ-
TOMAS e MONTANER, 2003).

Ativacao ou inibicdo de receptores de membranas

A molécula poderia inibir/ ativar, de forma dirétdio sendo descrito nenhum receptor
especifico destas moléculas até o presente momeuatale forma indireta, receptores de
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membranas chave na regulagéo do ciclo celularapoptoses das células (LLAGOSTERA e
SOTO-SERRATO, 2003).

Interacdo com a membrana externa da mitocondria

As prodigiosinas poderiam difundir-se livrement@aats das membranas plasmaticas
e interagir com a membrana externa mitocondrisdadeplando a cadeia de fosfoforilacdo
oxidativa e provocar a saida de moléculas apopitcgg&ncomo por exemplo o citrocromo C,
0 qual desencadearia 0 processo apoptotico (SOTRRBEO e MONTANER, 2004).

2.4.4 Atividade biolbgica da prodigiosina

As prodigiosinas tém sido atribuidas diversas @dides como potente antimalarico
apresentando elevada acédo sobre coRlesmodium falsiparumantiprotozéico contra
Entamoeba histolyticaefeito litico sobre tripanossomideos coffiypanossoma. cruzi e
Trypanossoma. rangeliatividade litica paraLeishmania braziliensis.A prodigiosina
apresenta acaantifingica, antibacteriana demonstrando grandéoedebre bactérias Gram-
positivas e efeito algicida pela prodigiosina PG-produzida pela bactéria marinHahella
chejuensisque possui atividade litica contra dinoflagelad@AKA, 2002; AZAMBUJA et
al., 2004; NAKASHIMA et al, 2006, MORAES, 2009).

Mais recentemente, a producédo desse pigmento tepedado grande interesse devido as
atividades imunossupressoras e anticancerigenaandat como um imunossupressor de
linfécitos T e B e inibindo principalmente a inmistina - 2l1, sem causar toxicidade vivo
(D’ALESSIO et al.,2000;HAN et al, 2001, TUNCA e BARREIRO, 2009). O PNU156804,
um analogo do Undecilprodigiosina que inibe de feficaz a proliferacdo de linfocitos T e
B evitando a rejeicdo de transplantes humanos (ROEPSHI et al, 2002).

A propriedade anticancerigedas prodigiosinas tem sido provada em diversogiestu
com células cancerigenas hematopoéticas, bem @moélulas de cancer de estbmago e de
colo do utero (DIAZ-RIUZ et al, 2001). Este pigmento tem a capacidade de induziorte
celular em diversos tipos de células cancerigemasocé o caso da Cicloprodigiosina
hidrocloridrica que tem demonstrado esta propriedad/itro e in vivo, especialmente em
cancer de mama (YAMAMOTOet al, 2001; YAMAMOTO, et al, 2002, CLIFT E
THOMSON, 2009).
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Destaca-se também, a eficiéncia anticancerigendeatosados da prodigiosina chamados
de Obatoclax mesilate (GX15-070MS) e o 2-(1H-pial)-5[(2H-pirrol-2ilideno)metil]-1H-
pirrol (TRUDEL et al., 2007).

2.5 Outros produtos sintetizados pos. marcescens

Além da prodigiosina, &. marcescené produtora também de diversas substancias,
entre esses produtos estaBearawetinaum biosurfactante que lhe proporciona aderéncia no
processo de colonizacdo de superficies, enzimas qoiitinases, lipases e cloroperoxidases,
proteinas que se ligam a grupos hemo e a benzoma,endonuclease ja comercializada
(MEISS et al.,1995; MONTANEREet al.,2000, HORNGet al.2010).

E ainda, com o nome de prodigiosano tem-se deswitderatura um polissacarideo
obtido deS. marcescengrovavelmente um lipopolissacarideo com antit@nerque vem
sendo utilizado também no tratamento de variax@dies. Este biopolimero ndo deve ser
confundido com a prodigiosina, pois sdo completdendistintos assemelhando-se apenas na
raiz do nome (MONTANER, 2000; DIAZ-RUIZ, 2001, ZHGQ4f al.,2010,GRISTWOODet
al., 2011).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar a producdo da prodigiosina pela novaaljem de Serratia marcescens
UCP1549 em meios convencionais e alternativos, além derispurificar, caracterizar e

avaliar a toxicidade da biomolécula.

3.2 Especificos

* Avaliar o crescimento e producdo de prodigiosina Perratia marcescengm

diferentes meios de cultivo convencionais e altéros;

* Realizar a producdo de prodigiosina nos meios isel@dos, isolar e purificar a

prodigiosina obtida no meio selecionado;

« Identificar e caracterizar a prodigiosina obtidanmeio selecionado;

» Avaliar os efeitos toxicos da prodigiosina pamdemia salinae sementes de alface

crespal(actuca sativae pimentdoCapsicum annuun
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Resumo

Neste trabalho foi investigada a producdo de pimelat familia da prodigiosina por uma
nova linhagem deSerratia marcescen’)CP 1549 em fermentacdo em estado sélido nos
meios convencionais Peptona glicerol e Manitol eéomalternativos (arroz, gergelim e
amendoim, adicionados de &gar)’ 28 durante 48 horas de cultivo. A producédo de pitim

foi observada apenas nos meios convencionais. @epip foi purificado por cromatografia
de exclusdo em Sephadex LH-20, obtendo-se 96 Bacde quais foram reunidas e
caracterizadas por espectrofotometria e espectriam#d® massa (GC-MS). Os resultados
obtidos sugerem ser Undecilprodigiosina. A ativalacitotoxica paraArtemia salina
demonstrou uma Gh.igual a 78,33ug/mL. A fitotoxidade para semenesifhce e pimentéao
inibiram a germinacdo das sementes a partir de eotragOes superiores a 40ug/mL,
apresentando mais de 50% de inibicdo. Os resultatitisios sugerem alto potencial
biotecnolégicona producdo de Undecilprodigiosinéa pgova linhagem dé&. marcescens
UCP 1549, o meio Manitol por fermentacdo em estsdla@o, além da modificacdo do
processos de purificagdo, como promissores.

Palavra chave: Serratia marcescengindecilprodigiosina, Fitoxidade

1. Introducéo

A prodigiosina € um pigmento vermelho produzide pactérias Gram-negativas e
bactérias Gram-positivas comaoActinomicetos sp, Serratia marcescens, Vibrio
psychrorythrs, Pseudomonas magnesiorubralteromonas rubrg[l, 2, 11]. Prodigiosina
pertence a familia das prodigioninas que se cara&tgor apresentar uma estrutura
tripirrélica linear, denominada de prodigiosinideomum a todos os membros pertencentes a
esta familia como o Undecilprodigiosina, Ciclopmdsina, Metacicloprodigiosina,
Dipirrolildipirrometano, dentre outros [4, 6, 12Este pigmento vem despertando um

crescente interesse de diversas areas do conhégjmencipalmente, a farmacologia por se
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tratar de uma substancia com atividade biologicanccoantibacteriana, antifingica,
antimalarica, antiprotozoario, e mais recentemergmo indutora da apoptose e antitumoral
[3, 5,9, 13]. A prodigiosina € um excelente imonoalulador em concentragdes nao toxicas,
enquanto que, 0S compostos quimicos empregados tm®damentos convencionais
antitumorais sdo toxicos para as células sadiaamAlisso, tem sido comprovado que as
prodigiosinas apresentam efeito positivo para oesuiondas chances de sobrevivéncia de
camundongos submetidos a transplantes de corag8010, 14].

Neste sentido, neste trabalho foi realizada a p&ulwe prodigiosina por uma nova
linhagem deSerratia marcescen@JCP1549), isolada de solo do semi-arido, utild@ameios
convencionais de produgdo como Meio Manitol e ReptGlicerol bem como, 0os meios
naturais alternativos Caldo de farinha de arrozr(Aaldo de farinha de gergelim (CG) e
Caldo de farinha de amendoim (CA). Estudos foraralizzdos com o isolamento,
caracterizacdo quimica e avaliacdo da citotoxi@dda prodigiosina parArtemia salinae

sementes de Alfacégctucca sativae pimentdo (@psicum annuuim

2. Material e Métodos

2. 1 Microorganismo

O microrganismdéerratia marcescendCP 1549, empregado como produtor de prodigiosina,
foi isolado de solo de bananeiras do semi-ariddPemambuco Brasil sendo gentilmente
cedido pela cole¢édo de cultura pertencente ao NiddePesquisas em Ciéncias Ambientais
da Universidade Catodlica de Pernambuco, tendotrads no Federation Culture Collection-

FCC. A bactéria foi mantida em Agar Nutriente a.5°C

2.2 Substratos

Foram utilizados como substratos agroindustriaistia de arroz, farinha de gergelim e
farinha de amendoim, adquiridos de industrias ikeegitos naturais e de qualidade alimentar.
Alface Crespal(actuca sativae sementes de Pimentdo Cascad@ep$icum annuujrforam
adquiridas da marca Topseed Garden, Brasil.
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2.3 Drogas, solventes organicos e reagentes

As drogas, solventes organicos e reagentes foramostade qualidade analitica e

cromatografica, de procedéncia Merck.

2.4 Condicdes de Cultivo

Serratia marcescen®i inoculada em Erlenmyers (250mL) contendo 10QioLmeio Caldo
Nutriente (Peptona 10g; NaCl 5 g; Extrato de Lewva® g/ L) e incubada a 28°C por 24h a
150rpm. A producéo do pigmento se procedeu utidizaxkio solido (20mL) em placas de
Petri (100 x 95mm) contend® marcescen@mL). Os meios de producdo empregados foram
Peptona gliceroPG (Peptona 10g, Glicerol 10%), o meio ManiddM (Peptona 5g, Extrato
de levedura 2g, Manitol 20g); Caldo de farinha ahe@doimCA (Farinha de amendoim 40g);
Caldo de farelo de arro€Arr (Farelo de arroz 40g) e Caldo de farinha de geng€G
(Farinha de gergelim 40g) adicionados de 17g der &ga g/L, tendo o pH igual a 7 e
incubadas a 28°C por 48 horas. Apoés esse periddoneassa foi removida delicadamente da
superficie e transferida para vidro de relégio,viamente pesado, onde foi estimada a

quantidade de biomassa expressa em g/L.

2.5 Extracao da prodigiosina

O pigmento obtido foi extraido das células usanslGistemas de organicos: Cloroférmio :
Metanol nas propor¢cdes (2:1; 1:1 e 1:2 vl/v), seadofinal extraido com Metanol.
Posteriormente, os filtrados obtidos foram reunidasoncentrados empregando evaporador

rotatério a temperatura de 45°C, sendo obtido mexbruto de prodigiosina [32, 33].

2.6 Purificacao da prodigiosina

O extrato bruto de prodigiosina foi dissolvido emn®. de metanol, submetido a
cromatografia de exclusdo (coluna 22 x 1cm), pieidaccom Sephadex LH-20, como
adsorvente. O processo de eluicdo foi realizadades&loroformio : Metanol : Acetato de
etila (5:30:65 v/v) [32, 33]A modificacdo do sistema de solvente foi Clorof@mMetanol :

Acetona (4 : 2: 3 vlv), tendo sido coletadas Hdes de 10 mL. As fragcdes foram
monitoradas por cromatografia em camada delgad®)Q@ilizando-se placas de aluminio

de silica gel, sendo submetidas ao mesmo sistensoldente (Cloroférmio : Metanol :
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Acetona 4 : 2. 3 vlv), visando uma possivel sem@arados produtos. Em seguida foi
determinado o valor de referén&édas fracdes. Com a confirmac¢do de uma s6 substasci

fracOes foranmeunidas, correspondendo ao pigmento vermelhoiqaoli.

2.7 Caracterizacéo da prodigiosina

A caracterizacdo do pigmento foi realizada por etsp®tometria numa faixa de 200-700nm,
em cloroférmio como solvente. A espectrometria dessa tipo GCMS, deve ser utilizada
guando se conhece o espectro de massa do composso a prodigiosina e seus derivados,
de acordo com a literatura [28, 43]. Em seguidadalizada uma busca computadorizada na
biblioteca de correspondéncia de valores m/z e = ctivos compostos ja cadastrados. A
coincidéncia dos espectros de massas foi utilizeda evidenciar a provavel estrutura do

composto produzido p@. marcescens

2.8 Avaliacéo da Toxicidade

O teste de toxicidade pafatemia salinafoi realizado em trés etapas: incubacao, exposicao
substancia e contagem do nimero de nauplios vivesr®s ap0s exposicado ao composto em
48 horas [39]. Inicialmente, os ovos de salina foram transferidos para um recipiente
contendo 100mL de solucdo marinha e incubadospaeatura de 30°C por 24 horas. Apos
este periodo onde ocorreu a eclosao das larvaplipgude A. saling 10 nauplios foram
transferidos para frascos de 5mL de volume , calmtarma solucdo da prodigiosina nas
concentracdes de 100, 50, 20, 5 e 2,5 pg/mL sewdbados a 30°C por 48 horas. Apos este
periodo, foi contabilizado o nimero de naupliososive mortos e determinado o valor da

concentracao letal Gp.utilizando o programa estatistico PROBIT.

Testes foram realizados para avaliar a fitoxicidpde& sementes de alface credpac{uca
sativg e pimentdo cascaduragpsicum annuuin O teste baseia-se na observacao de trés
variaveis: a porcentagem de sementes germinad&g)(S(3porcentagem de crescimento das
raizes (CR%) e a porcentagem do indice de gernondG®b6) de sementes de espécies de
plantas empregadas como paddes como Alface Crésgmu¢a sativa e sementes de

Pimentdo Cascadur&dpsicum annuujn44]. Inicialmente as sementes foram lavadas com
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adgua destilada estéril e desinfetadas em solucdopdelorito de sédio a 1% e novamente
lavadas para retirada do excesso de hipocloritoséguida, as sementes lavadas foram em
namero de dez sementes foram transferidas parasptecPetri estéreis contendo papel filtro
umedecidas nas solu¢des de concentracdes de 10,3 e 2,5ug9/mL, sendo incubadas a
28°C por 120 horas. ApGs este periodo foi avalmamimero de sementes germinadas (SG
%), o tamanho de crescimento das raizes (CR%heiceide germinacédo ( 1IG% ), sendo todo

0 experimento realizado em triplicata.

3. Resultados

3.1 Producéo da prodigiosina

Em 48horas de cultivo obteve-se 48,50 g/L de bismasn MM e 17,50 g/L de
biomassa em PG. Contudo, 0 mesmo nao foi obsepa@omeios alternativos como Caldo
de farelo arroz com 3.74 g/L , Caldo de farelo aker@doim com 2.36 g/L e Caldo de farelo
de gergilim com 1.13 ¢g/L de biomassa demonstrang® mestes meios, os valores de
biomassa obtidos foram inferiores quando comparadssneios convencionais (Tabela 1).

A maxima producdo de pigmento bruto ocorreu em Mdvh 1.2 g/g, seguido do PG com
1.0 g de pigmento bruto /g de biomassa. Todavissafdo observada producao de pigmento

nos meios alternativos (Tabela 2).

3.2 Extracao, purificacdo e caracterizagédo da prodiosina

Foram extraidos 660 mg/g do pigmento purificadadpeido em MM sendo obtido
durante o processo de purificacdo cerca de 150 mg/@igmento total purificado, que
correspondeu a fracdo azul. A fracdo vermelhadsotias células d& marcescensrescida
em meio PG purificada correspondeu a 370 mg/g gimeto.

O pigmento isolado foi identificado por espectome(P00 - 700nm) onde a fracao
vermelha apresentou maxima absorcdo a 533nm eg@ofi@zul a 206nm respectivamente
(Figura 1 A e B). ApGs a purificacdo foram deteradios por cromatografia em camada

delgada (CCD) os valores de referén&l§ para a fracdo vermelhRf(0,59) e azulRf0,22),
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respectivamente sendo os dados obtidos confirmames os dados descritos para
prodigiosina identificada descrita na literatur@][A caracterizagdo do pigmento foi feita por
espectrometria em massa- GCMS, onde o peso malataitracdo vermelha produzida nos

meios MM e PG correspondeu a 392.3m/z (Figurd abela 3).

3.3 Avaliacdo da toxicidade

O pigmento vermelho testado apresentou toxicidadea p. salina superior a
78,33ug/mL (Cko= 78,33ug/mL), com nivel de significancia (0,05)que confere 95% de
confiabilidade dos dados obtidos.

Foram observados resultados toxicos para as sesrimtdface e pimentdo (Tabela4).
O Indice de Germinacéo (IG) das sementes de atfatido na concentracdo de 100pg/mL
correspondeu a 44,5% e para sementes de pimentde 086, representando alta toxicidade
para estas sementes. Em concentracfes de 50udhseryou-se também, um aumento na
porcentagem do indice de germinacao (IG) pararagrges de alface com 86,1%, sendo o
maximo (IG) obtido de 93,6% na concentracdo de rBll. Contudo, em concentracdes
mais baixas de 50pg/mL o indice de Germinacéo olggata sementes pimento foi de 49%,
0 que representa para estas sementes, inibicacaes™en50%. Foi observado também que as
sementes de pimentdo cascadura apresentaram reasibikdade ao pigmento, com indice

de germinacao abaixo de 50% igual a 43,5 em comp@a@s sementes de alface.

4. Discussao

A producgédo da prodigiosina seguiu a metodolog@egcrita onde os meios de cultura
convencionais utilizados neste trabalho (Tabela&pgrcionaram ao microorganismo fonte
de carbono necessaria para a sua multiplicacdenaddtméaximo rendimento de biomassa
produzida em 48horas [18]. Foram observados baemdimentos para os meios alternativos
empregados na producao da prodigiosina. A faseageimento inicial, que antecede a fase

propriamente dita de producdo do pigmento, poderferir na producdo do pigmento e
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consequentemente do maximo rendimento obtido [RGhaxima producédo de prodigiosina
ocorre na presenca de luz, sendo estas obsenagiiesnadas no trabalho realizado [19].

Pigmentos ativos sintetizados por processos baotesi apresentam potencial
atividade medicinal [15]. Muitos estudos tém siédsehvolvidos em busca do melhoramento
da producéo desses metabdlitos por bactérias cjusie ala temperatura, tempo de agitacao e
crescimento do microorganismo em diferentes mezosuttura [16,17].

Foi observado um rendimento maximo de prodigiodma.52mg/mL a 28°C em meio
convencional Agar nutriente e nos meios alternaticomo Caldo de farinha de arroz,
amendoim e gergelim ndo obteve producédo de praakgj$9].

Em bioreator utilizando meio de cultura contendrtidse obteve-se um rendimento
de 13mg /mL de pigmento produzido e ainda em mamenido etanol como fonte de carbono
foi obtido 3mg /mL [22, 23]. Todavia a maxima aitéo foi de 0.69mg /mL em meios

alternativos suplementados com acido oléico [24].

A extracdo do pigmento com solucdes acidas e l[#siéa eliminam impurezas
presentes, mesmo apos a purificacdo por cromaiadf]. Neste sentido, a metodologia
utilizada para a purificacéo foi descrita [i@8]. Foi observada apds o processo de purificacao
a separacao de uma fracdo. Esta fracdo azul € zidedam uma das rotas biossintéticas
paralelas que formam o monopirrol MAP e o bipirMC, ambos precurssores da
prodigiosina, cujas rotas biossintéticas se comrargara formar os anéis tripirrdlicos do
pigmento [28]. Portanto, o pigmento purificado apreou dados semelhantes a prodigiosina
ja descrita na literatura, correspondendo ao espdetabsorcdo eRf, da literatura [27].

Os resultados obtidos sé@o confirmados pelas imagies ja descritas na literatura
[29]. A caracterizacdo do pigmento foi feita popextrometria em massa tendo os dados
comparados com a literatura, o pigmento obtido owamsa molecular de 392.3m/z é descrito
como sendo a prodigiosina- Undecilprodigiosinatgrerente a familia das prodigioninas, a

gual apresenta atividade imunossupressora e aotilinNeste sentido, sugerimos que o
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pigmento produzido, extraido e purificado nestbattao, corresponde ao membro pertencente

a familia das prodigioninas [30].

A toxicidade paraArtemia salinavem sendo realizada para avaliar os efeitos
citotoxicos de compostos ou efluentes no meio agdi]. Assim, os ensaios de toxicidade
vém sendo realizados com microcrustageosalinapor ser considerado um bioindicador
ambiental bastante sensivel a qualquer composicot@mbiental [32]. Neste sentido foram
avaliados os efeitos toxicos considerando tréspetrads: toxicidade baixa ou ausente quando
a toxicidade for maior que 250ug/mL, toxicidade erada quando a Ggfor maior que 80 e
menor que 250ug/mL, e alta toxicidade quando & foL inferior a 80pug/mL. Quanto menor
for o valor da Ckpem 48 horas, mais toxico sera o composto frent@ anganismo teste, e
maior é a atividade citotoxica, sugerindo maioepotal como antitumoral [34].

A Undecilprodigiosina-prodigiosina isolada & marcescenapresenta significativa
toxicidade aguda frente & saling em concentragbes mais elevadas, quando compasada
Lapachol, que é uma droga de referéncias&8mg/mL)[35]. Contudo, quando comparada
ao complexo de ferro 2-formilpiridina p-toluilticsmicarbazona [Fe(H2Fo4pT)CI3], que é
um complexo considerado muito ativo, cujas6&10,94, sugerindo-se que o pigmento isolado
possa apresentar uma potente atividade antituntracordo com a literatura [35]. Os dados
descritos na literatura sugerem o efeito antituincga apoptético da prodigisina,
Cicloprodigiosina e Undecilprodigiosina para alggsmahagens de células cancerigenas,
como carcinoma hepéatico (BEL-7404), células leucémpromielociticas humanas (HL60) e
embrionarias de camundongos (NIH-3T3) Y. Desta forma, com base nos dados descritos
pela literatura o pigmento vermelho correspondaritidecilprodigiosina, produzido, isolado
e caracterizado neste trabalho, sugere-se que manpsssa apresentar também atividade

antitumoral, a qual sera avaliada em trabalhosdatu

A toxicidade para a germinagdo de sementes deeatfis@spal(actuca sativhe de

outras sementes, como pimentdo cascadGapgicum annuun representa um modelo
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amplamente utilizado para investigar o potencielogluimico de substancias quimicas, e ou
de extratos de plantas sobre outros organismosP&8} significativa importancia econémica
que estas duas espécies de plantas representano paescado agroindustrial brasileiro,
foram avaliados os efeitos fitotoxicos do pigmertdadecilprodigiosina isolado dé&.
marcescensm sementes de alface crespo e pimentdo (Tabela 4).

Sabe-se que quanto mais préximo de 100% for odndiicgerminacédo (IG), menor
sera o efeito toxico que o composto apresenta BEIjdo observado em concentracdes de
50pug/mL aumento na porcentagem do indice de geg@n@G) para as sementes de alface
com 86,1%, sendo o maximo (IG) obtido de 93,6% wacentracdo de 2,5ug/mL
demonstrando que, quanto mais baixa for & conegtrde prodigiosina, maior seré o indice
de Germinacéo obtido e menor sera o efeito toxacs&do pelo pigmento a estas sementes.

Em adicional, o pigmento prodigiosina foi considieradxico para sementes de alface
e pimentdo quando comparado com 0 composto quitkeiscrito na literatura, o acido borico
que € uma substancia toxica que em concentragdesdels de 80ug/mL, torna-se altamente
toxico as sementes de alface e pimentdo, inibindorescimento e germinacdo destas
sementes [40]. Foi observado ainda que as sen@m@mentao cascadura apresentam maior
sensibilidade para alguns compostos quimicos, seldo de pesquisas que visam O

melhoramento da semeadura destas sementes [41].

Logo o pigmento vermelho produzido em Meio Manigoh estado sélido por uma
nova linhagem d8erratia marcescendJCP 1549) demonstrou ser a Undecilprodigiosima po
espectrofotometria e espectrometria de massa. @msato e purificacdo do pigmento
permitiram isolar e identificar a biomolécula Uniffgodigiosina. A atividade citotéxica da
biomolécula € moderada pakatemia salinacontudo € alta para sementes de alface crespa e
piment&do cascadura na concentragcao mais alta.dos détidos neste trabalho demonstram o
potencial promissor da biomolécula Undecilprodigias produzida porS. marcescens

UCP1549.
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Meios de cultura Biomassa (g / L)

Manitol (MM) 48.50
Peptona glicerol (PG) 17.50
Caldo de arroz (CArr) 3.74
Caldo de amendoim (CA) 2.36
Caldo de gergilim (CG) 1.13

Tabela 1 Producdo de biomassa poEerratia marcescenfJCP 1549) em meios convencionais e
alternativos a 28°C por 48 horas

Meios de cultura Prodigiosina em mg/L
Manitol (MM) 660
Peptona glicerol (PG) 350

Caldo de arroz (CArr)
Caldo de amendoim (CA)

Caldo de gergilim (CG)

Tabela 2 Producao de prodigiosina porSerratia marcescenfJCP 1549) em meios convencionais
e alternativos a 28°C por 48 horas.
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Figura 1. A e B. Espectro de absorcéo da fracdo veelha e azul purificada com maxima
absorbancia em 533 nm e 206 nm respectivamente.
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Figura 3. Espectrometria de massa da fracdo vermedhpurificada produzida em meio
Manitol.

Tabela 3.Massas Moleculares encontradas na biblioteca de eespondéncia de
valores m/z para prodigiosinas e seus respectivosputos

m/z

£.6(Scan#:2353)

Peaks:182 BasePeak:149(13839200)

f# m/iz  Rel int. # m/z  Rel. int. # m/z  Rel. Int. # miz  Rel int.
1 41.06 38.66 47  90.05 0.04 93 14220 0.01 139 203.05 0.03
2 4205 6.79 48 9110 0.36 84 143.15 0.03 140 204.15 0.02
3  43.05 41.41 49  92.05 0.24 95 14425 0.03 141 207.10 0.08
4 4405 1.88 50 93.05 3.66 93 145.15 0.03 142 208.25 0.03
5 4500 0.15 81 94.10 0.30 97 146.15 0.07 143  209.10 0.02
68 46.95 0.01 52  95.10 0.31 83 147.10 0.17 144 216.15 0.03
7 50.00 72 53 96.15 0.14 €3 14915 100.00 145  217.40 0.01
8  51.00 0.83 54 9715 1.23 103 150.10 20.01 146 221.15 0.07
9 5200 0.33 55 98.20 0.13 101 151.15 2.02 147 22210 0.03
{0 53100 2.03 56  99.10 0.04 102 152.15 0.17 148 223.25 0.01
11 5405 .97 57 100.05 0.02 103 153.15 0.01 148 22960 0.01
12 55.00 26.22 58 101.00 0.04 104 155.30 0.02 150 231.15 0.05
13 56.05 13.61 59 101.40 0.02 105 157.10 0.06 151 232.40 0.02
14 57.05 64.32 60 102.05 0.02 103  158.05 0.03 152 233.50 0.01
18  58.05 3.02 61 104.05. 11.20 107 158.50 0.02 153 235.40 0.01
1€ 59.00 0.22 62 105.10 3.97 103 158.15 0.03 154 237.80 0.01
17 . 60.15 0.01 63 106.15 0.31 103 180.05 0.02 155 241.20 0.02
18 61.15 0.01 64  107.05 0.07 112 161.05 0.11 156 245.20 0.1
19 6210 (.01 65 108.25 0.01 111 182.10 0.81 157 249.15 003
20 - 63.00 0.11 66 109.15 0.02 112 163.10 0.52 158 250.40 0.01
21 64.00 0.17 67 110.15 0.22 113 184.15 0.09 159  253.40 0.01
22 65.05 4.37 68 112.15 10.10 114  165.15 0.14 160 259.40 0.01
23 66.05 0.46 69 113.20 17.38 e 6710 59.37 161 261.20 0.39
24 67.05 2311 70 114.20 1.43 115 168.10 5.76 162 262.20 .30
25 68.10 157 71t 11520 0.19 17 169.10 QN 163 263.10 0.07
26 69.10 10.27 72 116.20 0.04 113 170.10 0.06 164 264.35 0.01
27  70.10 39.54 73 117.15 0.06 19 17115 0.02 165  265.50 0.01
28  71.10 46.53 74 118.10 0.06 120 17210 0.02 166 277.00 002
29 7210 3.03 75 119.10 0.07 121 173.65 0.01 167 279.20 1413
30 7310 0.15 76 12110 3.44 122 175.05 0.04 168 280.20 2.62
31 74.05 0.27 77 12210 2.97 123 176.05 0.02 169 281.20 0.38
32 7510 (.65 7% 123.10 0.98 124 176.45 0.01 176G 282.10 0.03
33 76.10 7.36 7% 124.10 0.12 123 177.20 0.04 171  282.90 0.01
34 7740 2.53 8¢ 125.15 0.02 125 178.30 0.01 172 292.10 0.02
35 7810 0.25 81 126.35 0.01 127 179.10 0.17 173 293.40 0.01
36 79.10 0.65 82:5127:20 0.03 123 180.05 0.27 174 333.20 0.02
37  80.10 0.11 83 128.05 0.03 129  180.95 0.04 175 334.35 0.02
383 8%10 (.88 84 12920 0.17 130 182.55 0.01 176 335.35 0.01
39 8215 3.06 85 130.25 0.04 131 183.95 0.01 177 361.25 0.02
3 14.32 8¢ 132.05 3.84 132 185.05 0.02 178 362.45 0.01
8.35 87 133.10 0.69 133 189.15 0.06 179  375.45 0.01
0.81 88 13410 0.14 134 191.05 0.02 180  390.30 0.05
0.05 89 135.15 0.18 135 192.00 0.01 181 391.30 0.11
0.02 %0 136.10 0.03 135 194.20 0.01 0.03
0.01 91 137.75 0.01 137 199.55 0.01
0.03 92 14110 0.02 133 202.15 0.01




Parametros x Plantas

Concentracdes de Undecilprodasina

(Lg/mL))/Inibicao (%)

25 | 5,0 25,0 50,0/ 100,0
Germinacao das sementes (%)
Alface crespo 100,0 100,0 96,0 90,0 89,0
Piment&o cascadura 1040,0 100,0 89,0 78,0 0,0
Crescimento da Raiz (%)
Alface crespo 99,1 93,1 93,1 86,1 50,0
Piment&o cascadura 75,0 63,6 62,7 60,0 0,0
indice de Germinac&o (%)
Alface crespo 93,6 90,0 89,1 86,1 435
Piment&o cascadura 75,0 63,6 53,4 49,0 0,0

Tabela 4. Avaliacao da fitotoxicidade da prodigiosia para sementes de alface
crespa (actuca sativa e pimentao (Gpsicum annuum nas concentragdes de 100,

50, 20, 5 e 2,fig/mL.

38



6. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi obtido 48,50 g/L de biomassa em Meio Manitol£50g/L de biomassa em
Peptona Glicerol. Contudo, o mesmo nao foi obseryaida meios alternativos como Caldo
de farelo arroz com 3.74g/L , Caldo de farelo deraoim com 2.36g/L de biomassa e Caldo
de farelo de gergilim com 1.13g/L de biomassa, s@imtervado que nestes meios os valores
de biomassa obtidos foram inferiores quando cordparaos meios convencionais (Tabela
1). A maxima producéo de pigmento obtida foi em MM 1.2g/g de biomassa e PG com
1.0g/g de biomassa, contudo ndo sendo observadiugéi® de pigmento nos meios
alternativos.

A producdo maxima de prodigiosina com 0s meios enawonais esta apresentada na
Tabela 2. Observou-se que o pigmento ndo foi piddums meios naturais alternativos.

A maxima producdo de prodigiosina ocorre na presede luz, sendo estas
observacdes confirmadas no trabalho realizado (BINDet al.2006).

Pigmentos ativos sintetizados por processos banteyi apresentam potencial
atividade medicina (CLIFEt al.2009). Muitos estudos tém sido desenvolvidos encabds
melhoramento da producdo desses metabdlitos paérizac como ajuste da temperatura,
tempo de agitacdo e crescimento do microorganismo dderentes meios de cultura
(KALESPERISet al.,1975 CAMPASet al.,2003) .

Foi observado um rendimento maximo de prodigiodm@.52mg/mL a 28°C em meio
convencional Agar nutriente e nos meios alternaticomo Caldo de farinha de arroz,
amendoim e gergelim ndo obteve producédo de pracigBALDINO et al.2006).

Em bioreator utilizando meio de cultura contendgtidse obteve-se um rendimento
de 13mg /mL de pigmento produzido e ainda em mamenido etanol como fonte de carbono
foi obtido 3mg /mL (DIAZ-RUiZet al.2001; FINERANet al., 2005). Todavia a maxima
obtengcdo foi de 0.69mg /mL em meios alternativoplesnentados com A&cido oléico

(GERBERet al., 1970).
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A extracdo do pigmento com solucdes acidas e l[#siéa eliminam impurezas
presentes, mesmo apoés a purificacdo por cromaiad@®LDSCHMIDTet al.,1968). Neste
sentido, a metodologia utilizada para a purificaffialescrita poHUBBARD et al.,1950)
tendo sido obtido 660mg/g de biomassa do pigmeumtifigado produzido em Agar manitol.
Cerca de 150mg/ g de biomassa do pigmento totaixtoaido de Agar manitol, correspondeu
a fracdo azul, Contudo, a fracéo isolada das &ldéS. marcescensrescida em Agar
peptona glicerol apds a purificacdo corresponderiOang / g de biomassa de prodigiosina.

Esta fragdo azul é produzida em uma das rotasitiésas paralelas que formam o
monopirrol MAP e o bipirrol BMC, ambos precurssorda prodigiosina, cujas rotas
biossintéticas se convergem para formar os angisrdficos do pigmento (ISAKAet al.,
2000; JEONGet al.,2005).

O pigmento isolado foi analisado por espectometiiaa faixa de 200 - 700nm onde a
fracdo vermelha apresentou maxima absorbancia anb38 a fracdo azul a 206nm
respectivamente (Figura 1 A e B). A cromatograffe@mada delgada apresentou os valores
de referénciaRf) de 0,59 e 0,22, respectivamente para as frac@esela e azul, sendo os
valores obtidos comparados com os dados da liter@lUBBARD et al.,1950).

Portanto, o pigmento purificado apresentou dadeselbwmntes a prodigiosina ja
descrita na literatura, correspondendo ao espdetmbsorcdo e RBf, da literatura. A massa
molecular obtida por espectrometria de massa-GQM®& a fracdo vermelha do pigmento
produzida em Agar manitol e Agar peptona gliceoolde 392.3m/z (Figura 2 e Tabela 3). Os
resultados obtidos sdo confirmados pelas invesiggmi@ descritas na literatura (LEEPER
al., 2006; JUNGDONet al.,2001). Os autores descrevem o pigmento de madsautar de
392.3m/z como a prodigiosina- Undecilprodigiosipertencente a familia das prodigioninas,
a qual apresenta atividade imunossupressora eiraotial. Neste sentido, sugerimos que o
pigmento produzido, extraido e purificado nestbali@o, corresponde ao membro pertencente

a familia das prodigioninas.
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A toxicidade paraArtemia salinavem sendo realizada para avaliar os efeitos
citotoxicos de compostos ou efluentes no meio GdKANAFARI et al.,2006). Assim, 0s
ensaios de toxicidade vém sendo realizados conoanigstaced. salinapor ser considerado
um bioindicador ambiental (MORAES al.,2009).

O pigmento prodigiosina purificado apresentou urogictdade paraA. salina
superiores a 78,33ug/mL (6= 78,33ug/mL), com nivel de significancia (0,05)goe
confere 95% de confiabilidade dos dados obtidos.

Neste sentido, o efeito toxico € avaliado seguslparametros: baixa ou auséncia de
toxicidade quando a Gj.for maior que 250ug/mL, toxicidade moderada quasadeis, for
maior que 80 e menor que 250ug/mL, e alta toxi@dadando a Ggfor inferior a 80pug/mL.
Quanto menor for o valor da glem 48 horas, mais tOxico sera o composto frentena u
organismo teste, e maior é a atividade citotéx@agerindo maior potencial como antitumoral
(RAMOS et al.,2009).

Neste sentido, a Undecilprodigiosina-prodigioss@dda deS. marcescengpresenta
significativa toxicidade aguda frenteAa saling em concentracfes mais elevadas, quando
comparada ao Lapachol, que é uma droga de refar@ki;=68mg/mL)(DANIELLY et al.,
2009). Contudo, quando comparada ao complexo deo fe&-formilpiridina p-
toluiltiossemicarbazona [Fe(H2Fo4pT)CI3], que é oomplexo considerado muito ativo,
cuja Clsp= 0,94, sugerindo-se que o pigmento isolado pgassantar uma potente atividade
antitumoral, de acordo com a literatura (DANIELEYal.,2009).

Os dadosdescritos na literatura sugerem o efeito antitume@raapoptético da
prodigisina, Cicloprodigiosina e Undecilprodigiosirpara algumas linhagens de células
cancerigenas, como carcinoma hepéatico (BEL-740d)las leucémicas promielociticas
humanas (HL60) e embrionarias de camundongos (N1B)-B7 40].

Desta forma, com base nos dados descritos pelatlita o pigmento vermelho
correspondente a Undecilprodigiosina, produzidolato e caracterizado neste trabalho,
sugere-se que 0 mesmo possa apresentar tambédaadéivantitumoral, a qual podera ser
avaliada em trabalhos futuros.
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A toxicidade para a germinagdo de sementes deeatfi@spal(actuca sativh e de
outras sementes, como pimentdo cascadGapgicum annuujn representa um modelo
amplamente utilizado para investigar o potencielogluimico de substancias quimicas, e ou
de extratos de plantas sobre outros organismos BAUYER et al.,2005). Pela significativa
importancia econdmica que estas duas espécies attaplrepresentam para o mercado
agroindustrial  brasileiro, foram avaliados os eRit fitotbxicos do pigmento
Undecilprodigiosina isolado d8. marcescenem sementes de alface crespo e pimentéao
(Tabela 4).

Para as sementes de alface o indice de Germirfigf@btido na concentracéo de
100pg/mL foi de 44,5%, enquanto que para semermtgsnadentdo foi de 0%, representando
alta toxicidade para estas sementes. Contudo, ecectacdes mais baixas de 50ug/mL o
indice de Germinac&o obtido para sementes pimdotdie 49%, o0 que representa para estas
sementes, inibicdo em mais de 50%.

Sabe-se que quanto mais proximo de 100% for odndiéicgerminacédo (IG), menor
sera o efeito toxico que o composto apresenta (S2BEt al., 2003). Assim, em
concentracdes de 50ug/mL, observou-se também, omerda na porcentagem do indice de
germinacdo (IG) para as sementes de alface cond8&a&ndo o méaximo (IG) obtido de
93,6% na concentracdo de 2,5ug/mL, o que demomgtea quanto mais baixa for a
concentracio de prodigiosina, maior sera o indicEerminacio obtido e menor seréa o efeito
toxico causado pelo pigmento a estas sementeslél4be

Em adicional, o pigmento prodigiosina foi considieradxico para sementes de alface
e pimentdo quando comparado com 0 composto quitkeiscrito na literatura, o acido borico
que € uma substancia toxica que em concentragdesdels de 80ug/mL, torna-se altamente
toxico as sementes de alface e pimentdo, inibindorescimento e germinacdo destas
sementes (SANTOSt al., 2003) Foi observado também que as sementes de pimentao
cascadura apresentaram maior sensibilidade ao pignem comparacdo as sementes de
alface. As sementes de pimentdo cascadura apresentaor sensibilidade para alguns
compostos quimicos, sendo alvo de pesquisas qaenvis melhoramento da semeadura

destas sementes (MONTANERal.,2005).
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7. CONCLUSOES

O pigmento vermelho produzido em meio Manitol etads solido por uma nova linhagem
de Serratia marcescens (UCP 1549) demonstrou ser Undecilprodigiosina por
espectrofotometria e espectrometria de massa. Seondéirmado apds isolamento e
purificagdo do pigmento permitindo a identificac& o isolamento da biomolécula,
Undecilprodigiosina. A biomolécula apresentou madartoxicidade parArtemia salinae se
mostrou alta para sementes de alface crespa e taimesscadura na concentracdo mais alta.
Os resultados obtidos demonstram-se promissores gpdiomolécula Undecilprodigiosina

produzida por uma nova linhage8nmarcenscerndCpP1549.
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In general, do not use capital letters (excepfifst letter) for titles, author names, section
headings, etc.

When referring to figures in the main text, figisebbreviated to Fig., i.e., Fig. 1. When
referring to tables, Arabic numerals are used, T.able 2.
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a) Title page; b) Abstract + keywords; c) Introdat d) Materials and methods; e) Results;
f) Discussion; g) Acknowledgements; h) Referengdsegends to figures; j) Tables; k)
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Chapters for Introduction, Materials and methodssis and Discussion are numbered in
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Discussion may be grouped together.
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non-standard acronyms or abbreviations nor bepitaidetters.

Authors’ names: full first name of each authoraddwed by last name. Do not use capital
letters; use commas to separate names; do noandgé Bbefore name of last author. Each
name should be followed by a superscript lettdr, &tc. to designate the affiliation. The name
of the author responsible for correspondence aodforrection should be followed by an
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The e-mail address of each author is given at ¢it@im of the title page. The e-mail address
of the corresponding author is followed by the rid@orrespondence and reprints”.

b) Abstract and keywords

The abstract is on page 2; it is accessible toda wudience, summarizing the objectives and
major conclusions and indicating the relevancenefwork. Do not use references, footnotes
or abbreviations in the abstract. The word “Abstrecin bold.

Keywords: place them below the abstract; provitlstaf at least three keywords existing in
the MeSH thesaurus. They are in lower case ledefgrated by semi-colons. They are used
for indexing your paper and should express theigeezontent.

¢) Introduction
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The Introduction outlines the background of thelgfut should not summarize results nor be
an extensive review of the literature. Do not ugehgadings in the Introduction.

d) Materials and methods

Avoid detailed description of standard procedupescedures performed using commercial
kits or procedures fully described in a former pape

e) Results

f) Discussion

Discuss major findings. Avoid repeating parts @& thtroduction and Results. Do not defend
the main conclusions with unpublished data or wdba from manuscripts in preparation.
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Personal acknowledgements precede those of agemadastitutions; use only a single
paragraph.
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Unpublished work and personal communications atieated as such in the text but not
listed. Only published work and manuscripts in pr@sdicate the journal) appear in the
references list. The list of references at theddrttie paperin alphabetic order appears after
the Acknowledgements Verify that each reference has its counterpattiénlist and vice-
versa;incorrect or incomplete referencing will delay publcation.
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1. Single author: the author,s name (without ifstiainless there is ambiguity) and the year of
publication;
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2. Two authors: both authors, names and the ygawlafcation; (Vaneechoutte and Fani,
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Jones, B.S., Smith, R.Z. (Eds.), Introduction ® Etectronic Age. E- Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

i) Legends to figures

The text for figure titles and their correspondiegends starts on a separate page following
the reference list.

j) Tables

Tables are consecutively numbered according to thder of appearance in the main text.
Each table carries a short title at the top (T&bletc.) describing its content in relation to the
main text. Except for the heading and bottom oft#ie, avoid horizontal dividing lines;
vertical lines between columns are completely adiftom any table. Instead, the first
column is left-aligned and other columns are gdhecantered. Only the first letter of each
heading is capitalized, and any units (Roman charsicappear in parentheses after or under
the corresponding heading. Footnotes are collagtddr the table and referred to in the table
by superscript letters (a,b, etc.).

k) Figures

Figures are numbered (Arabic numerals) consecytlwebrder of appearance in the main
text (Fig. 1). Figures should be provided in theFRI2rsion for the review process. The
lettering and the graph symbols (squares, triangledes, etc.) should have a finished printed
size of at least 9 pt. Authors of accepted pagevsld supply graphic files of halftone
illustrations, saved as TIFF, EPS or BMP. Linestiduld have a resolution of approximately
1 000 dpi. Half-tone graphics (photographs or gragptvith shades of gray) should have a
resolution of 300 dpi. A figure that is a combiwatiof both a half-tone and line art should
have a resolution of at least 500 dpi. When necgssalicate magnification by a scale bar.
Visit http://authors.elsevier.com/Artworkinstruat®html?dc=Al1

There is no charge for reproduction of black andeviustrations.Color figures are

charged to the author.

Make sure that all figures and tables are includedt the end of the manuscript, even if
original are submitted separately.

[) Supplementary material for on-line submission
Supplementary material in the form of tables ouffegs can be accepted for publication on line
at the Editor’s discretion.

7. Organization of reviews page top

The main text may be divided into sections withreadxlings; it should end with a concluding
section. The use of tables, charts, pictures argbnsastrongly encouraged. Style used for
Title, Abstract page, Tables, Figures and Referefm®ws the instructions above.

8. Forum issues page top o

They may follow the style of original papers orievs; the convener will specifically define
the style of paper for each Forum issue. The Paifdics Office will forward instructions to
invited authors.
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9. Conventions page top °

Microorganisms: follow guidelines of the Nomenclat@ommittees, ICSP http://www.the-
icsp.org/ and ICTV. Genus and species are writidnll the first time the name appears in
the text; subsequently, only use the first letfahe genus, followed by the species (e.g.
Escherichia coli, then E. coli). When proposing mesnes or a new combination of names
for the organisms they describe, authors are id\tieapply guidelines ICSP and IJSEM (Int J
Syst Evol Microbiol 50, 2239-44 and 2247-49 andJii@yst Evol Microbiol 52 1043-47 for
new rules for species definition, or visit httpitliijs.sgmjournals.org/misc/ifora.shtml), and
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is.biotoul.fr and http://www.ucl.ac.uk/eastman/tn/

Nucleotide sequences: they should be depositdteiNCBI or EMBL databases prior to
submission. Their accession number should be peavild the submitted manuscript and the
sequences should be made public prior to publicatio

Units of measurement: follow the Systeme IntermatidSI). Always respect the space
between the number and the units (e.g. 100 °C, @5 dse small | for liter).

Genetic loci are italicized; protein products of tbci are not italicized. Latin words in
current use, such as in vitro/vivo/situ, via, aslas abbreviations for expressions such as cf.,
e.g., i.e., et al., appear in Roman type.

10. Proofs and reprints page top

Proofs are sent to the author responsible for spaedence. Aftecareful correction, return
them to the publishewithin 48 h. If there is no response the article will be psiteid as it
appeared in the first proofs. Aside from typographerrors, no changes can be made in the
references.

Elsevier provides either 25 free reprints of eatitla or the PDF version. To purchase
additional reprints, fill in the order form whicle@mpanies the proofs and return it to the
publisher together with the corrected proofs.

11. Revision page top O

A paper sent back to the author for revisstiould be returned to us within 2 months
together with a letter describing all modificatigrexformed as well as answers to critics’
remarks item by item; otherwise, it will be congiltas a new submission. The Publications
Office may request additional modifications aftecegptance of a paper if the length is
excessive or if the format does not conform torirgtons.

12. Copyright page top O

Submission implies that the paper reports origieséarch, has not been published
previously, is not under consideration for pubiizatelsewhere and will not be published in
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http://lwww.elsevier.com/locate/permissions
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