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RESUMO 

 
 

 

 

A piocianina é uma fenazina natural de caráter fluorescente e cor azul brilhante ou azul-

esverdeada, sintetizada exclusivamente por linhagens de Pseudomonas aeruginosa. Dentre 

das principais funções, a atividade antimicrobiana é conhecida contra diferentes outros 

organismos. Substância com elevado grau de pureza possui alto custo, o que encoraja a 

utilização de substratos não convencionais, em especial, aqueles com alto teor de nitrogênio, 

como resíduos gerados na indústria de cerveja artesanal. O objetivo deste trabalho foi 

produzir, extrair, quantificar e caracterizar a piocianina, empregando resíduo de malte de 

cevada e testar a atividade dessa substância frente às linhagens clínicas Staphylococcus 

aureus UFPEDA 02, Escherichia coli UFPEDA224 e Candida tropicalis 13803, 

determinando a concentração inibitória mínima (CIM) e a ação sobre adesão e formação do 

biofilme sobre vidro e dolomita. A produção de piocianina foi aumentada em média de 70% 

nos dois isolados testados, TGC02 e TGC04 quando a suplementação do resíduo de malte de 

cevada foi de 2% m/v, comparado ao controle. A caracterização molecular permitiu confirmar 

no espectro fragmentado a presença majoritária do pigmento devido ao pico em 210,89 m/z. 

A CIM determinada foi de 37,5 e 18,75 µg/mL frente E. coli UFPEDA 224 e S. aureus 

UFPEDA02. Contudo, o pigmento não impediu a adesão e desenvolvimento do biofilme para 

ambas as linhagens. O percentual de hidrofobicidade foi alto, resultando uma maior adesão ao 

corpo de prova de dolomita. Estudos posteriores devem elucidar os mecanismos moleculares 

envolvidos entre a piocianina e sua influência na formação de biofilmes bacterianos.   
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ABSTRACT 

 

 

 

Pyocyanin is a naturally occurring fluorescent bright blue or blue-greenish phenazine, 

synthesized exclusively by Pseudomonas aeruginosa strains. Within main functions as 

antimicrobial activity against different organisms. The high purity substance has a high cost, 

which encourages the use of unconventional substrates, especially those with high nitrogen 

content, as wastes generated in the craft beer industry. The aim of this work was to produce, 

to extract, to quantify and to characterize pyocyanin using malt bagasse and to test its activity 

against clinical strains Staphylococcus aureus UFPEDA 02, Escherichia coli UFPEDA224 

and Candida tropicalis 13803 in order to determine the Minimum Inhibitory Concentration 

(MIC) and the action on adhesion and formation of the biofilm. When the residue 

supplementation was 2% w/v, pyocyanin production was increased by an average of 70% 

among the two isolates, TGCO2 and TGCO4. The molecular characterization allowed to 

confirm in the fragmented spectrum the majority presence of the pigment due to the 210.89 

m/z peak. The MIC determined was 37.5 and 18.75 µg/mL against E. coli UFPEDA 224 and 

S. aureus UFPEDA 02. However, the pigment did not prevent biofilm adhesion and 

development for both strains. The hydrophobicity percentage was high, resulting in greater 

adhesion to the dolomite coupon. Further studies should elucidate the molecular mechanisms 

involved between pyocyanin and its influence on bacterial biofilm formation. 

  

 

 

 

Keywords: Natural phenazines; Alternative raw material; Biofilm. 
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1 INTRODUÇÃO 

 A piocianina é uma fenazina natural de cor azul brilhante, sintetizada exclusivamente 

por 90-95% das espécies de Pseudomonas aeruginosa. É um pigmento caracterizado como 

metabólito eletroquimicamente ativo e possui funções essenciais para a bactéria, dentre 

outras, nos mecanismos de sinalização celular, assim como no metabolismo do ferro e 

virulência da bactéria. O pigmento também tem um papel já identificado nas interações 

ecológicas da P. aeruginosa com demais organismos, especialmente as que envolvem 

competição, sendo de fundamental importância compreender as bases destas relações. 

O custo atual do pigmento com alto grau de pureza é muito alto, em valores 

aproximados, 1 mg de piocianina corresponde a aproximadamente R$ 125,00, encorajando a 

produção laboratorial, visando a redução dos custos, ao passo que, se obtém um produto com 

características similares.   

 A indústria artesanal de cerveja se expandiu nos últimos anos e atrelado a isso, infere-

se um aumento de resíduos resultantes do sistema produtivo. Há uma recorrência na busca 

pelo direcionamento adequado de tais resíduos, com o objetivo de aproveitar o potencial 

destes coprodutos, por exemplo, servir de substrato não convencional para geração de 

bioprodutos.  

 A partir disso, o presente trabalho demonstra a utilização de um resíduo de cervejaria 

artesanal como suplemento ao meio de produção de piocianina, posteriormente investigada no 

contexto da interferência do pigmento em linhagens de patógenos clínicos.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 PIOCIANINA 

 A piocianina é uma substância estruturalmente composta por duas subunidades de N-

metil-1-hidroxifenazina (MAVODRI et al., 2001; DIETRICH et al., 2013). Foi a primeira 

fenazina natural descrita na literatura, é definida como um pigmento de cor azul exuberante 

associado à participação nas reações de óxido-redução que culmina na produção e acúmulo de 

peróxido e superóxido de hidrogênio (O’MALLEY et al., 2003; BAHARI et al., 2017).  

A síntese de piocianina é mediada pelo fenômeno de Quórum-sensing, processo 

dependente da densidade celular, regulado pela secreção e assimilação de moléculas 

denominadas de autoindutores. Cerca de 90-95% das linhagens de P. aeruginosa sintetizam a 

piocianina (MAVRODI et al., 2001). A constituição da molécula é derivada da via do ácido 

chiquímico, o precursor, como observado na Figura 1.   

 

 

Figura 1 – Rota sintética de produção de piocianina  

         Adaptado de Mavrodi et al. (2001) 

 

 

 Dois operons codificam sete genes no controle da conversão do ácido corísmico em 

ácido fenazino-1-carboxílico. A partir disso, ocorre a regulação dos genes phzM e phzS para 

as duas reações que culminam na síntese de piocianina. A princípio, existe a formação do 

ácido 5-metilfenazina-1-carboxílico betaína, o qual sofrerá catalisação pela metiltransferase 

fenazina-específica (PhzM), enzima classificada como S-adenosilmetionina transferase metil-

dependente. Em seguida, esse produto inicial sofre catalisação pela mono-oxigenase flavina 

dependente (PhzS), o que envolve a hidroxilação da betaína do ácido 5-metilfenazina-1-
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carboxílico betaína em 1-hidróxi-5-metil fenazina, denominada piocianina, uma fenazina 

natural (MAVRODI et al., 2001; JAYASEELAN; RAMASWAMY; DHARMARAJ, 2014).  

As pesquisas que envolvem a piocianina tratam um enfoque no âmbito das ciências 

médicas, por exemplo, como uma estratégia de resposta da P. aeruginosa às pressões 

ambientais (BAHARI et al., 2017), nos mecanismos de multirresistência (KERR; 

SNELLING, 2009), atividade antimicrobiana (MARTINS et al., 2014), sinalização celular 

(DIETRICH et al., 2006) e alterações imunológicas ou respostas inflamatórias (SALES-

NETO, 2019).  

 Entretanto, a abrangência da aplicação do pigmento pode ser investigada também no 

contexto da produção de moléculas tensoativas (DAS; MA, 2013), biorremediação (VIANA, 

2018), nas interações ecológicas de Pseudomonas aeruginosa com outros organismos (KEER, 

1999) e na geração de bioeletricidade (BOSIRE; ROSENBAUM, 2017).  

 Baseado na capacidade metabólica da P. aeruginosa, além da fácil manipulação e 

cultivo em laboratório, a produção laboratorial de piocianina pode ser aumentada quando se 

utiliza resíduos de processamento como fontes suplementares de carbono e nitrogênio ao meio 

convencional de produção, havendo, dessa forma, benefícios como a minimização de custos e 

aumento da produtividade.  

 Cabe ressaltar que o Brasil nos últimos anos vem desempenhando um papel 

importante dentre os maiores produtores mundiais de cerveja (MARCUSSO e MILLER, 

2018). A geração de resíduo nas cervejarias é alta, representando cerca de 200 g de bagaço de 

malte por litro de cerveja produzido (MUSSATTO e ROBERTO, 2006). Este bagaço pode ser 

empregado na produção de biomoléculas de valor agregado (SOCCOL e VANDENBERGHE, 

2003), dessa forma, poderia ser empregado na produção de piocianina.  

 

2.2 PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

 P. aeruginosa é um bacilo Gram-negativo aeróbio, monotríquio e não fermentador, 

medindo 0,5 x 1,5 μm, considerado ubíquo pode ser encontrado em diversos ambientes, 

preferencialmente água doce e solo (VIANA et al., 2017). Quando em cultivo em laboratório, 

as colônias são pequenas, mucosas, com pigmento difusível e aroma frutal de uva 

característico, o qual é derivado da produção de 2-aminoacetofenona, também encontrado na 

uva (SCOTT-THOMAZ, 2010). 

A bactéria é membro do grupo das Pseudomonas fluorescentes, isto é, espécies 

produtoras de pigmentos com esta propriedade. Além disso, a bactéria exibe grande 
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versatilidade metabólica, atribuindo a ela qualidades de resistência às pressões ambientais, 

além de superioridade frente outros organismos, estando ou não em competição por espaço 

vital e nutriente (PIRNAY et al., 2005; MAIA et al., 2009; VASCONCELOS; DE FRANÇA; 

OLIVEIRA, 2011; HAIDAR et al, 2017). 

 Durante sua adaptação aos ambientes desfavoráveis, a bactéria utiliza mais de 90 

moléculas como fonte de carbono e energia, o que confere vantagens seletivas à P. 

aeruginosa confirmando sua reputação de resiliente (SCOTT-THOMAZ, 2010). Neste 

contexto, a P. aeruginosa pode ser utilizada para diferentes fins biotecnológicos, a exemplo, 

produção de metabólitos atóxicos ou menos tóxicos ao ambiente, possibilitando sua utilização 

na descontaminação de áreas impactada por diferentes xenobióticos, tais como petroderivados 

(AISLABIE, 2006), herbicidas (LEONEL, 2018), assim como na produção industrial de 

biossurfactantes, neste caso, da classe dos ramnolipídios (CORRÊA et al, 2015).  

 P. aeruginosa sintetiza pelo menos cinco diferentes pigmentos: pioverdina e a 

fluoresceína, pigmentos fluorescentes e com função de sideróforos (DAS; MA, 2013; 

LEISINGER; MARGRAFF, 1979); Piorrubina A e B, sintetizadas contra estresses oxidativos 

(ABU et al., 2013); Piomelanina, ainda com função desconhecida, porém acredita-se que 

desempenhe o mesmo papel da piorrubina (FERGUSON et al., 2007); E piocianina, de cor 

azul ou azul-esverdeada, fluorescente, cujo mecanismo parece envolver participação na 

redução do íon Fe
3+

, visto que o metal é um fator de crescimento crucial para a bactéria 

(JAYASEELAN; RAMASWAMY;  DHARMARAJ, 2014). 

 

2.3 MICRO-ORGANISMOS E INTERAÇÕES  

 Populações bacterianas interagem entre si, através de oito tipos de relações ecológicas, 

as quais podem ser positivas (comensalismo, protocooperação e mutualismo), negativas 

(inibição mútua por competição, competição pela utilização de recursos, amensalismo e 

parasitismo) ou neutras (não há influência entre as populações) (ODUM, 2004).  

  Os micro-organismos formam comunidades complexas multicelulares, que 

respondem sistematicamente a sinais advindos do ambiente em que estão inseridas, essas 

comunidades podem ser formadas por bactérias da mesma espécie ou espécies distintas. 

Quando espécies distintas coexistem no mesmo ambiente, estão sob competição em 

comunidades mistas na forma de biofilmes. Geralmente, a relação de antagonismo é 

representada pela antibiose, originada pela competição por nutrientes, interações diretas entre 
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competidores ou indução à resistência (BENNING et al., 2003; LOPES et al., 2011; 

MOLINA-SANTIAGO et al., 2017). 

 A competição microbiana é determinada pela obtenção de vantagem frente ao 

adversário e no repasse genético para as próximas gerações, as quais são influenciadas pela 

seleção natural para diversificação e inovação entre os organismos concorrentes. As relações 

ecológicas são bem delineadas nesse microambiente, cada célula alcança a manutenção no 

meio através de dois pontos focais de concorrência: espaço vital e nutrientes (HIBBING et al, 

2010). 

  A teoria da competição por recursos (RCT) foi testada em culturas de laboratório 

sobre comunidades microbianas, identificando-se que sob certas concentrações de nutrientes, 

é instalada uma estabilidade da concentração celular entre as espécies coexistentes. Por outro 

lado, sob condições de limitação nutricional, ocorre o comprometimento de uma das 

populações (MURRAY; BAIRD, 2008).  

 A coexistência de espécies bacterianas conduz a formação de estruturas multicelulares 

estabilizadas, as quais coletivamente respondem a estímulos do ambiente em que habitam 

dentro das condições específicas de pH, temperatura, concentração-limitante nutricional 

(DOHI; MOUGI, 2018).  

 Após uma longa fase estacionária a competição pelo espaço e por nutrientes é 

reestruturada nas populações mistas. Em seguida, um determinado micro-organismo exibe 

substâncias de diferentes naturezas, a fim de inibir o crescimento de um segundo. Essas 

substâncias podem ser por exemplo, enzimas, ácidos orgânicos ou pigmentos, tais como a 

piocianina (VASCONCELOS et al, 2010; ARRUDA et al, 2019).  

 P. aeruginosa é conhecida por sua versatilidade metabólica (COSTERTON; 

WILSON, 2004; DE ARAUJO KRONEMBERGER, 2007; PEREIRA, 2012; EL-FOULY et 

al., 2015), o que atribui vantagem quando interage com outras bactérias patógenas, por 

exemplo, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (SALLES; GOULART, 1997; MOURA 

et al, 2007). Dessa forma, o conhecimento das interações ecológicas e da individualidade 

desses micro-organismos, permite investigar mecanismos de inibição, coexistência, 

competição e levar ao entendimento das relações desses com questões ambientais e de saúde.  

 E. coli é um bacilo Gram-negativo, não esporulado, anaeróbio facultativo capaz de 

fermentar glicose e a lactose com produção de ácidos e gases, possui medições entre 1,1-1,5 

µm por 2,0-6,0 µm, apresenta motilidade pela presença de flagelos peritríquios. Pertencente 

ao grupo dos coliformes é considerada o único coliforme fecal verdadeiro por ser recorrente 
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no trato intestinal de animais de sangue quente (THAKUR, 2007; BARBOSA et al., 2009; 

APHA, 2012; SHARMA et al., 2016).  

 S. aureus é uma bactéria Gram-positiva facultativa, com um diâmetro de 0,5 a 1,5 μm, 

e arranjada em formato de cocos agrupados como cachos de uvas. Além disso, são imóveis e 

não esporulam. A maioria dos estafilococos produzem catalase, enzima relacionada com a 

conversão de peróxido de hidrogênio em água e oxigênio livre (KLOSS; SCHLEIR; 

GOIRTZ, 1992; KURODA et al., 2001). Em complemento, componentes de sua parede, isto 

é, a parte hidrofóbica do ácido lipoproteico e o peptidoglicano, participam da aderência da 

bactéria a diferentes superfícies (PATTI et al., 1994; ROCHE; MASSEY;  PEACOCK, 2003). 

  

2.4 BIOFILMES BACTERIANOS 

 Considerado a forma de vida preferencial microbiana, os biofilmes são comunidades 

biológicas com elevado grau de organização morfofuncional (DAVEY; O'TOOLE, 2000). Os 

biofilmes são compostos por grupos de micro-organismos associados às superfícies bióticas e 

abióticas (SATPATHY, 2016). Nesse arranjo é possibilitada a sobrevivência em ambientes 

tanto com baixos teores de matéria orgânica dissolvida, quanto sob alta concentração de 

nutrientes, revelando-se uma estratégia de resistência microbiana (HUYNH et al., 2012; 

ARRUDA, 2013). 

 A formação e desenvolvimento em biofilme garante também um aumento da 

resistência a agentes antimicrobianos, tais como, medicamentos, metais pesados e 

degermantes, quando comparada com bactérias de crescimento planctônico (NICKEL et al, 

1985; COSTA et al., 2014; HOIBY, 2017). 

 A sistematização dinâmica do biofilme funciona com diferentes mecanismos 

envolvidos na sua estruturação. O tamanho de um biofilme está limitado ao ambiente que é 

estabelecido e a sua distribuição espacial é constituída sob forma de pilares de morfologia 

semelhante a um cogumelo, unidos por canais. Essa condução garante a estabilidade por meio 

da troca de nutrientes, metabólitos e oxigênio, por meio de um sistema sofisticado de 

sinalização celular (COSTERTON; GEESEY; CHENG, 1978; MONDS; O’TOLLE, 2009; 

HUYNH et al., 2012). 

 O ciclo de um biofilme é composto por quatro etapas, a saber: 1 – adesão, quando as 

células pioneiras se aderem à superfície, podendo ser reversível ou irreversível, em função da 

disponibilidade de nutrientes; 2 – colonização, em que há o aumento populacional em função 
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da densidade de espaço vital e nutriente, com produção de exopolissacarídeos (EPS); 3 – 

maturação, mediada por um complexo sistema de comunicação celular com expressão de EPS 

e supressão da flagelina; e 4 – desprendimento, quando a densidade populacional compromete 

a viabilidade e estabilidade do sistema, ocorre o rompimento da camada de EPS por ação de 

liases, com liberação de indivíduos flagelados para nova colonização (DONLAN; 

COSTERTON, 2002; STOODLEY et al., 2002; COSTERTON; WILSON, 2004; TRENTIN 

et al, 2014), como ilustrado na Figura 2  

 

 Figura 2 – Etapas da formação de biofilme em Pseudomonas aeruginosa 

 

 

QS – Quorum sensing 

Fonte: Trentin et al. (2014) 

 

A adesão na superfície deve ser significativa para o sucesso de crescimento do 

biofilme, por isso, é mediada pela produção e secreção de diferentes polímeros na superfície 

ou substrato condicionante, ocorrendo inicialmente pela ação das forças de Van der Waals, 

forças eletrostáticas e interações hidrofóbicas em superfícies abióticas, enquanto a interação 

por meio de moléculas específicas, lectina, ligantes ou adesinas, como mecanismos de 

receptor-ligante nas superfícies bióticas (GIBBONS, 1989; QUIRYNEN; BOLLEN, 1995; 

DUNNE, 2002; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004).  

 Na primeira etapa há uma força repulsiva, a qual pode apresentar origem eletrostática, 

mediante a carga negativa do envelope celular e sua interação com a superfície, ou de origem 

hidrodinâmica presente quando a bactéria está no limiar de contato entre o líquido próximo à 

superfície (KAPLAN; KOLTER, 2000; VAN OSS, 2003; TOOLE; BERNE et al., 2015).  
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  Quando a adesão é do tipo irreversível, há esforços para aumentar a adesão inicial 

com a expressão de adesinas na membrana celular, as quais se ligarão a sítios complementares 

específicos sobre a superfície. Algumas bactérias podem sintetizar glicanos, os quais 

possibilitam adesão mais forte, favorecendo a colonização de outros micro-organismos que 

não têm habilidade de ligação direta às superfícies (CURTISS, 1986; NASSAR et al., 1995; 

BUSSCHER; VAN DER MEI, 1997; TRENTIN et al., 2014). 

   

2.5 PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE PIGMENTOS   

 Os pigmentos naturais são metabólitos secundários de baixa massa molecular, 

sintetizados por eucariotos e procariotos. Estas moléculas são de várias naturezas químicas, 

produzidas para garantir o crescimento do organismo específico que as produz (BERDY, 

2005; CHADNI, 2017; DOHI, 2018), bem como atribuem ao organismo produtor, funções 

diversificadas, tais como antibiose, fotossíntese, proteção da célula contra radiação 

ultravioleta e a absorção de ferro, dentre outros (MOELLER et al., 2005; NOWICKA, 

KRUK, 2016; MORADALI; GHODS; REHM, 2017; VIANA et al., 2017). 

 Algumas espécies produtoras de pigmento, seja fungos, a exemplo de Monascus sp. 

e Penicillium sp., seja bactérias, tais como S. aureus e P. aeruginosa são de fácil cultivo 

laboratorial, basta que durante o sistema de formação do pigmento, além de fornecer as 

condições ótimas para induzir a via metabólica ideal de produção, outras estratégias podem 

ser utilizadas para aumentar a produtividade do micro-organismo (MAVRODI, 2001; 

MAPARI et al., 2005). 

 Durante o processo produtivo visando à obtenção do pigmento com certo grau de 

pureza, sua caracterização é essencial. Para isto, diversas operações podem ser conduzidas 

empregando diferentes métodos, tais como cromatografia e espectrofotometria, Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN), dentre outras (SCHWEDER; LINDEQUIST; LALK, 2005; 

TEIXEIRA et al., 2011).  

 O protocolo deliberado pela espectrometria de massas na identificação de compostos 

naturais de origem microbiana é uma estratégia inteligente na seleção de moléculas 

promissoras, as quais são identificadas e comparadas com padrões já relatados na literatura, a 

fim de empregá-las em estudos de amplo espectro (ELOY et al., 2012). 

 A primeira etapa durante a identificação é a separação/extração do composto do meio 

o qual está difundido, posteriormente, a análise das propriedades físico-químicas pelos 

métodos químicos já citados, permitem a caracterização específica de uma substância dentro 
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de uma mistura complexa, ainda que com a presença de outros metabólitos e/ou sujidades 

(SCHWEDER et al., 2005).  

 Há uma crescente utilização de técnicas analíticas no estabelecimento de perfil de 

metabólitos, e a espectrometria de massas é conhecida pela sua agilidade e efetividade no 

esboço do aspecto molecular do metabólito de interesse, proveniente de micro-organismos 

(MAPARI et al., 2005).  

 O resultado do espectro de massas representa um perfil de compostos na amostra, que 

estão separados pela massa molecular protonada, podendo ser tratado como um perfil de 

massas contido no extrato utilizado. Entretanto, esses resultados são apenas indicativos na 

avaliação da produção do metabólito de interesse. A identificação completa requer outros 

conhecimentos associados e outras técnicas analíticas empregadas, além da comparação com 

banco de dados no auxílio da caracterização de estruturas conhecidas (SMEDSGAARD e 

FRISVAD, 1996; SMEDSGAARD; FRISVAD, 1997; SCHWEDER et al., 2005; SUMNER 

et al., 2007). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

¶ Produzir piocianina, empregando resíduo de malte de cevada e testar a atividade 

biológica dessa substância frente a linhagens clínicas.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

¶ Extrair e quantificar a piocianina produzida; 

¶ Caracterizar molecularmente a piocianina produzida; 

¶ Determinar a Concentração Inibitória Mínima do pigmento sobre linhagens padrão: 

Escherichia coli UFPEDA224, Staphylococcus aureus UFPEDA02 e Candida 

Tropicalis 13803;  

¶ Avaliar a adesão e formação de biofilme das linhagens padrão na presença de 

piocianina; 

¶ Realizar o teste de hidrofobicidade sobre linhagens padrão.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 LOCAL DE PESQUISA 

 As análises foram realizadas no Laboratório de Microbiologia Ambiental (LAMA) do 

Centro de Biotecnologia da UFPB. 

 

4.2 MICRO-ORGANISMOS 

 Foram avaliados quatro isolados selvagens de P. aeruginosa, denominados produtores 

de piocianina (PYO
+
): TGC02 e TGC04 e não produtoras do pigmento (PYO

−
): TGC03 e 

RX10. Os isolados são cadastrados no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e 

do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob número A6D0C2F. Estes isolados 

foram obtidos de solos de postos de gasolina na cidade de João Pessoa, Paraíba 

(CAVALCANTI et al., 2019).  

 As linhagens padrão empregadas no estudo foram Escherichia coli UFPEDA 224, 

Staphylococcus aureus UFPEDA 02 e Candida tropicalis 13803. Todos os micro-organismos 

utilizados foram submetidos a repiques bimestrais e mantidos sob refrigeração  a 4ºC e fazem 

parte da coleção de culturas do LAMA.  

 

4.3 PRODUÇÃO DE PIOCIANINA 

 A produção de piocianina foi estimulada pela inoculação dos isolados PYO
+
 em caldo 

King A (KING; WARD e RANEY, 1954), modificado, cuja composição, corresponde em 

g/L: peptona de carne (20,0), MgCl2 (1,64), K2SO4 (10,0), 10 mL/L de glicerol. Na 

potencialização desse sistema, houve a suplementação com concentrações de 0,125; 0,25; 0,5; 

1 e 2% (m/v) de resíduo de malte de cevada, obtido após a etapa de mosturação da produção 

de cerveja, cuja determinação do nitrogênio total, 1,45 mg/Kg, foi realizada pela Empresa 

Júnior Engaja, pelo método Kjeldahl (USEPA, 1993). (Sistemas observados na Figura 3). 
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Figura 3 – Sistemas de incubação acrescidos de resíduo de malte de cevada (m/v) 

 

 

  

 

 

     

                                               

   Fonte: autoria própria 

 

 As linhagens PYO
+
 e PYO

-
 foram inicialmente cultivadas por 48 horas a 30°C em ágar 

nutriente em tubo inclinado. Em seguida, suspensões bacterianas foram preparadas em 

solução de Nacl 0,9% e padronizadas com a turbidez n°1 pela escala de MacFarland. 

Posteriormente, o volume de 5 mL foi transferido para frascos Erlenmeyer com capacidade de 

250 mL, contendo 100 mL do caldo King A suplementado com as diferentes concentrações 

do resíduo (0,125 – 2%). Os frascos foram incubados sob agitação de 150 rpm à 29±1°C por 

96 horas (Nova Instruments NI 1713), garantindo que os isolados já estivessem na fase 

estacionária e maior quantidade de pigmento estivesse dissolvida no meio (HASSANI et al., 

2012; EL-FOULY et al., 2015). 

 

4.4 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE PIOCIANINA 

 O método descrito por Hassani et al. (2012) com modificações, foi utilizado para 

estimar a concentração do pigmento. Inicialmente, após a incubação dos sistemas nas 

condições descritas no item 4.3, adicionou-se 10 mL de clorofórmio a 50 mL de uma alíquota 

do mosto formado. Logo após, o tubo foi agitado em vórtex (Warmnest VX-28) durante 1 

minuto. Posteriormente, separou-se a fase referente ao clorofórmio + piocianina (de coloração 

azul) e adicionou-se à mistura 5 mL de HCl [0,2 mol/L], agitando-se novamente por 1 minuto 

em vórtex. Após repouso, a fase acidificada (coloração rosa) foi neutralizada com solução-

tampão Tris-Base [0,1 mol/L] até a coloração retornar à cor azul. Novamente, adicionou-se 5 

mL de clorofórmio e agitou-se em vórtex para remoção da fase azul e a essa fase, foram 
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adicionados 3 mL de HCl [0,1 mol/L] e após nova agitação em vórtex, recuperou-se a fase 

rosa, repetindo a neutralização com tampão Tris-Base [0,1 mol/L] por mais 3 vezes, a fim de 

alcançar a purificação da substância e garantir que não houvesse biomassa envolvida (Figura 

4). 

 Para determinação da concentração de piocianina ([PYO]), em µg/mL, 10 µL da fase 

azul (neutralizada) foram diluídas em 990 µL de água destilada, totalizando 1 mL e a 

absorbância da solução obtida, determinada a 690 nm (Quimis U2M), cujo resultado (ABS), 

foi inserido numa equação, obtida por meio da preparação de uma curva padrão, Equação 1. 

 

 

09/
ȿ ȿ ȟ

ȟ
 

 

 

Figura 4 – Etapas de extração da piocianina: extração em clorofórmio (a), adição de HCl à 

fase orgânica (b) e adição de Tris-Base à fase ácida (c). 

 

 
                     Fonte: autoria própria  

 

 

A B C 

Eq.1 
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4.5 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DO PIGMENTO 

 Aproximadamente 1 mg de piocianina solubilizada em clorofórmio foi concentrada em 

rotaevaporador (Buchi Rotavapor
®
, R-3) para depuração do solvente e em seguida 

solubilizada novamente numa solução água destilada-metanol grau HPLC (1:1) cuja 

concentração final foi de 250 ng/ml. Em seguida, a amostra foi encaminhada ao Laboratório 

Multiusuário de caracterização e análises (LMCA-UFPB) para caracterização química da 

amostra por espectrometria de massas. 

 A caracterização foi realizada com o equipamento de espectrometria de massas de 

baixa resolução (Bruker, Ion Trap-amaZonX), por meio de infusão direta da amostra e uso da 

técnica de Ionização por Eletrospray (ESI). Os parâmetros de análise do Ion-Trap foram: 

capilar 7 kV, bloqueio de saída -200 V, saída 140 V, ESI no modo negativo e positivo, offset 

da placa final -500 V, nebulizador 8 psi, gás seco (N2) com fluxo de 5.0 L/min e temperatura 

de 220ºC. A fragmentação de CID foi alcançada no modo auto MS/MS utilizando o modo de 

resolução avançada para o modo MS e MS/MS. Os espectros (m/z 50-1000) foram registados 

a cada 2 segundos.  

 

4.6 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM)  

 O meio de produção da piocianina foi filtrado, obtendo-se 600 µg/mL de piocianina, 

concentração conhecida e utilizada como a solução-padrão. A CIM da piocianina sobre as 

linhagens microbianas foi determinada pela técnica da microdiluição (HADACEK; GREGER, 

2000). Todos os poços foram preenchidos com 150 μL de caldo nutriente (linhagens 

bacterianas) e 150 μl de caldo Sabourand (linhagem fúngica), duplamente concentrado. Em 

seguida, ao primeiro poço foram adicionados 150 μL da solução com a maior concentração de 

piocianina (300 μg/mL), prosseguindo aos demais poços por meio de diluições seriadas (1:2). 

Por fim, foram adicionados 20 μL da suspensão de cada linhagem teste, de cultivo recente, 

com turbidez padronizada pelo tubo nº 1 da escala de MacFarland (3x10
8
 UFC/mL). Poços 

controles foram preenchidos para verificação da esterilidade e da viabilidade das linhagens ao 

meio, indicada pela alteração da turbidez. Os sistemas foram incubados por 24h-48h a 30°C. 

Foram testadas as concentrações na faixa entre 300 e 18,75 µg/mL de piocianina. 

 A CIM foi definida como a menor concentração de piocianina que inibiu o 

crescimento microbiano, verificado pela inspeção visual de turbidez, comparado ao controle. 

No poço em que foi observada a CIM, uma alíquota de 40 µL foi utilizada para quantificação 
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celular pela técnica dos tubos múltiplos, expresso pelo Número-Mais-Provável (NMP). O 

volume foi diluído em 360 µL de solução de NaCl 0,85% e alíquotas foram transferidas para 

uma série de 9 poços contendo 100 µL de caldo nutriente em concentração dupla (para as 

alíquotas de 100 µL) e simples (para as alíquotas de 10 e 1 µL). A formação de turbidez foi 

considerada o resultado positivo do teste. O número de poços positivos por série de alíquotas 

adicionadas foi contado e comparado à tabela de Hoskings (APHA; AWWA; WEF, 2012). 

 A atividade da piocianina sobre as linhagens testadas foi interpretada como alta 

(50>CIM<500), moderada (500>CIM<1500) ou fraca (CIM>1500 μg/mL) (SARTORATTO 

et al., 2004). O teste foi realizado em duplicata. 

 

4.7 ANÁLISE DE FORMAÇÃO DE BIOFILMES EM CRISTAL VIOLETA 

 Com adaptações à metodologia descrita por Balasubramanian et al. (2012) e Khare e 

Arora (2011), o ensaio foi realizado pela técnica do cristal violeta. Em tubos de 

microdiluição, contendo 1000 μL de caldo nutriente (linhagens bacterianas) ou caldo 

Sabouraud-dextrose 2% (linhagem fúngica). Foram adicionados 10 μL da suspensão das 

culturas-teste, preparadas como descrito no item 4.3, e 5 μL da solução de piocianina, na 

concentração de 37,5 µg/mL. O sistema foi estaticamente incubado por 48h a 30°C.  

 Foram retiradas alíquotas do sobrenadante do controle e do teste, em seguida, realizou-

se a leitura (λ=590 nm) e seus valores descontados da absorbância do caldo estéril contendo o 

pigmento, que objetivou remover qualquer interferência de meio líquido/meio líquido 

suplementado com piocianina. A cada intervalo de 24h, o volume dos tubos foi descartado e 

as paredes lavadas de 3-5 vezes com água de torneira, com intuito de remover qualquer 

crescimento planctônico depositado, reservando-se posteriormente os tubos para secagem por 

1h. 

 Posteriormente, foram transferidos cerca de 1500 μL de solução de cristal violeta 1% e 

após 20 min, o corante foi descartado e seu excesso nas paredes, removido com água de 

torneira. Uma vez seco, os tubos receberam 1500 μL de etanol absoluto e após um repouso 

por 30 minutos, a solução de cristal violeta-etanol foi lida em espectrofotômetro a 590 nm. O 

controle do teste foi realizado com as linhagens desenvolvidas em meio sem adição da 

piocianina. O ensaio foi realizado em duplicata. 
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4.8 ENSAIO DA FORMAÇÃO DO BIOFILME EM CUPOM 

 

 Empregando a técnica construída por Almshawit, Macreadie e Grando (2014), com 

intuito de verificar a perturbação da piocianina sobre a adesão e formação de biofilme das 

linhagens padrão E. coli UFPEDA 224 e S. aureus UFPEDA 02 em dois cupons com área 

mínima de 1 cm
2
: o primeiro, de dolomita (Legato, Rio de Janeiro, Brasil) e o segundo de 

vidro (Sincenet, Joiville, Santa Catarina). As peças foram deixadas em repouso, no fundo de 

um recipiente de polipropileno transparente com capacidade de 70 mL, contendo 10 mL de 

água de torneira filtrada em cerâmica, esterilizada (Stéfani, Jaboticabal, São Paulo), acrescido 

de 0,5 g/L de extrato de levedura, denominada por MWY). Em seguida, 1 mL de suspensão 

de cada micro-organismo teste, com turbidez padronizada com tubo n°1 da escala de 

MacFarland, foi transferida para seu respectivo reator, de modo que a população inicial ficou 

estabelecida em aproximadamente 10
8
 UFC/mL. Em seguida, o reator foi incubado de forma 

estática a 30°C por 48h (Incubadora B.O.D SL – 200). O controle do teste foi realizado na 

mesma condição em ausência da piocianina. (Biorreatores observados na figura 5). 

Os sistemas foram incubados por 48h com quantificações a cada 24h. Os cupons 

foram removidos com auxílio de uma pinça, em fluxo laminar vertical, sob condições 

assépticas e a biomassa, desenvolvida nas superfícies voltadas para o meio aquoso, foi 

transferida por meio de raspagem para um recipiente contendo 10 mL de solução salina de 

NaCl 0,85%. Após homogeneização, uma alíquota de 1 mL foi transferida para um tubo de 

ensaio contendo 9 mL de solução salina de NaCl 0,85%. Em seguida, alíquotas de 100, 10 e 1 

µL foram transferidas para série de 9 poços, como descrito no item 4.6. Os resultados foram 

expressos em NMP/cm
2
 (APHA;AWWA; WEF, 2012). 

 

 

 

 

Figura 5 – Biorreatores. Controle dolomita (A) e teste dolomita (A1), controle vidro (B) e 

teste vidro (B1). 
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                           Fonte: autoria própria 

 

 

4.9 TESTE DE HIDROFOBICIDADE 

A avaliação da hidrofobicidade foi realizada pela técnica do MATH (Microbial 

Adhesion To Hydrocarbon), com modificações às metodologias de Tyfa et al. (2015) e 

Azevedo e Cerca (2012). O teste é fundamentado no fato de que as células se aderem ao 

hidrocarboneto, reduzindo a densidade óptica na fase aquosa, reflete o potencial de adesão a 

uma superfície. 

Inicialmente, preparou-se 5 mL de uma suspensão de cultivos recentes em tampão 

PBS (pH 7.2) para ambas as linhagens-teste, cuja absorbância em 600 nm se encontrava entre 

0,4 e 0,6 (Absorbância inicial - Ai). Em seguida, foram transferidos 2,5 mL da suspensão para 

outro tubo e acrescentado 0,5 mL do Xileno (Vetec, Rio de Janeiro). Esse sistema sofreu 

agitação durante 1 minuto em vórtex (Warmnest VX-28). Em dois intervalos de repouso à 

25ºC, 10 minutos e 1 hora, quando a absorbância a 600 nm foi lida (Absorbância final - Af). 

O teste foi realizado em triplicata. O cálculo do percentual de hidrofobicidade foi determinado 

pela seguinte Equação 2: 

 

% ρππ 

A A1 

B B1 

Eq.2 
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 Os resultados classificaram a hidrofobicidade em forte > 50%, moderada 20-50% e 

fraca, se < 20%.  

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados da hidrofobicidade, ensaio de formação do biofilme foram expressos 

pelo valor da média e seu desvio padrão. 

A correlação entre a concentração do resíduo de malte e a quantidade de piocianina 

produzida, comparado aos grupos controle, foi verificada, onde a significância foi 

estabelecida em p<0,05, utilizando o programa IBM®SPSS® Statistics, versão 21.  

Os resultados da análise formação de biofilme com percentagem de adesão foram 

expressos pelo valor da média e seu desvio padrão seguido pela análise no Teste T Não 

Pareado, do software Graph Prism versão 8. Sendo os valores de p: * p<0,05;  **p<0,01;    

***p<0,005; ****p<0,0001. 
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5 RESULTADOS 

5.1 PRODUÇÃO DE PIOCIANINA 

 As linhagens PYO
+
 (TGC02 e TGC04) exibiram a produção do pigmento sob todas as 

condições testadas (Figura 6). Na ausência do resíduo de malte de cevada, a concentração 

média obtida foi de 17 μg/mL. A piocianina foi aumentada proporcionalmente à porcentagem 

de resíduo de malte de cevada adicionado ao meio, sendo a melhor condição de produção 

equivalente a maior concentração do substrato adicionada, 2% (p/v), conforme sumarizado na 

Tabela 1.  

 

Figura 6 – Coloração dos sistemas de incubação após produção de PYO 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

                                     Fonte: autoria própria 

 

 

 

Tabela 1 – Concentração de piocianina (μg/mL) por percentual de resíduo suplementado 

LINHAGENS 

Percentagem de resíduo de malte de cevada adicionado ao caldo King A 

0,0 0,25 0,50 1,0 2,0 

TGC02 17,8±0,1 23,0±0,5 35,3±0,3  32,6±0,2 58,2±0,1 

TGC04 16,9±0,1 21,5±0,3 22,2±0,5  27,1±0,9 58,3±0,1 

TGC03 0,2±0,1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 

RX10 0,2±0,1 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 0,0±0,0 
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 Uma alta correlação foi observada entre a produção de piocianina e a concentração do 

resíduo adicionado ao meio de cultura, em ambos isolados, TGC02 e TGC04, 

respectivamente, 87,6 e 81,8%. Por outro lado, não houve estímulo nos isolados PYO
−
: 

TGC03 e RX10.  

 O isolado TGC02 produziu aproximadamente entre 18 e 58 μg/mL de piocianina, 

representando um aumento de 22,6 para 69,4% em relação ao controle em caldo King A, ou 

seja, sem suplementação com o resíduo. Nas concentrações 0,5 e 1% do resíduo, não houve 

diferença estatística nos valores obtidos do pigmento. 

 Resultados semelhantes foram observados com TGC04, cujas concentrações entre 

0,25 e 1% de malte de cevada foram utilizadas. O isolado PYO
+
 produziu entre 17 e 58 μg/ml 

de piocianina, representando um aumento entre 21,4 e 71%, quando comparado ao grupo 

controle. 

 

5.2 CONCENTRAÇÃO DE PIOCIANINA 

 Após produção em condições controladas, a leitura da absorbância e o emprego na 

equação apresentada no tópico 4.4, foi possível alcançar a concentração de 600 μg/ml de 

piocianina, a qual se tornou a solução-padrão para as etapas seguintes dos testes de atividade 

(Figura 7).  

 

Figura 7 – Piocianina concentrada 

 

 

 
                                                 Fonte: autoria própria 
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5.3 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DO PIGMENTO 

 

 Na determinação da característica molecular da piocianina, o resultado do espectro foi 

influenciado pela presença de ruídos tanto pela sensibilidade do equipamento na identificação 

da matriz complexa de um extrato natural, quanto às desconformidades na preparação da 

amostra (utilização de água destilada ao invés de Mili-q) para leitura no espectro de massas, a 

presença do pico maior em 210,89 m/z sugere a maior predominância de piocianina na 

amostra analisada. 

 É possível identificar no espectro fragmentado obtido por ionização negativa, a 

presença da fenazina em fase ionizada (211,8817 m/z), quanto na fase normal (210,8909 m/z), 

conforme apresentado na Figura 8.  

 

Figura 8 – Espectro fragmentado da piocianina 

            PYO - pyocyanin 
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5.4 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM)  

 O estabelecimento da CIM, no período de 48 horas, permite inferir que a piocianina 

apresentou atividade contra as linhagens E. coli UFPEDA 224, quanto para S. aureus 

UFPEDA 02, mas não apresentou atividade contra C. tropicalis 13803, como observado na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Concentração Inibitória Mínima das piocianina (μg/ml) nas linhagens-teste 

  

 

 

 

 

 

 A CIM encontrada frente às linhagens bacterianas foi de 18,75 µg/mL para S. aureus 

UFPEDA 02, a menor concentração testada, enquanto para E. coli UFPEDA 224 foi de 37,5 

µg/mL. Resultados corroborados pelo NMP igual a zero nos poços da CIM para ambas as 

linhagens. Essas concentrações permitiram classificar a atividade do pigmento como alta.   

 Para a linhagem C. tropicalis 13803, não foi observada CIM, de tal forma que se 

observou turvação em todas as concentrações testadas. Sendo assim, a linhagem foi 

descartada para a etapa seguinte da pesquisa. 

 

5.5 AVALIAÇÃO DA HIDROFOBICIDADE 

As linhagens bacterianas apresentaram-se com percentual pronunciado de 

hidrofobicidade conforme a classificação da metodologia descrita em 4.9. Os percentuais de 

hidrofobicidade e sua classificação estão apresentados na Tabela 3.  

 

 

CONCENTRAÇÃO  

(µg/ml) 

UFPEDA 02 / UFPEDA 224 /  13803 

24 horas 48 horas 

300 µg/ml - / - / + - / - / + 

150 µg/ml - / - / + - / - / + 

75 µg/ml - / - / + - / - / + 

37,5 µg/ml - / - / + - / - / + 

18, 75 µg/ml - / + / + - / + / + 
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Tabela 3 – Percentual e classificação da hidrofobicidade das linhagens-teste 

      

Classificação da hidrofobicidade de acordo com Tyfa et al. (2015) 

 

5.6 ANÁLISE DA FORMAÇÃO DE BIOFILMES EM CRISTAL VIOLETA 

Baseado no teste da determinação da CIM em 48h, a adesão de S. aureus UFPEDA 02 

foi avaliada na presença da concentração 2xCIM (37,5µg/mL) de piocianina. Observou-se 

uma densidade óptica de 0,379, comparada ao controle (0,222). Isto representou um aumento 

cerca de 43% da adesão, considerada moderada, uma vez que havia células aderentes após 

48h de teste. Isto é sabido em razão da determinação de um teto mínimo, calculado pela 

densidade óptica do meio de cultura empregado no teste. Se o valor for superior a 3 vezes este 

teto (cutoff), considera-se a presença de células aderentes. Neste ensaio o cutoff do teste foi 

0,189.  

Por outro lado, para E. coli UFPEDA224 a concentração testada correspondia a 

concentração inibitória mínima (37,5µg/mL)  de piocianina. O teste registrou uma densidade 

óptica média de 0,111, representando um aumento de aproximadamente 20% da adesão 

comparadas ao controle, 0,134. No entanto, esta adesão foi considerada fraca, assim como não 

havia células com propriedades aderentes em 48h de teste.  

Nessa metodologia, sugere-se que a piocianina influenciou no aumento da adesão das 

células às paredes dos tubos de microdiluição, o resultado está apresentado na Figura 9.  

 

 

 

Figura 9 – Percentagem de adesão para as linhagens controle/teste 

Linhagem 
 Hidrofobicidade 

% de Hidrofobicidade Classificação 

Escherichia coli 

UFPEDA224 
61,9% 

Fortemente 

hidrofóbica 

Staphylococcus aureus 

UFPEDA02 
27,29% 

Moderadamente 

hidrofóbica 
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             **** p<0,0001 e *p<0,05 

 

 

5.7 ENSAIO DE FORMAÇÃO DO BIOFILME NOS CUPONS 

 Ambas as linhagens E. coli UFPEDA 224 e S. aureus UFPEDA 02 se aderiram às 

superfícies testadas, especialmente na dolomita. As concentrações ficaram estabelecidas em 

aproximadamente 10
3
 NMP/cm², não se diferenciando do que foi obtido no controle (Tabela 

4). 

 

Tabela 4 – Quantificação das linhagens aderidas aos cupons (10
3
 NMP/cm

2
) 

   PYO - piocianina 

LINHAGENS 
SUPERFÍCIE 

 S. aureus UFPEDA02 E. coli UFPEDA224 

Controle 
PYO  

(37,5 µg/mL) 
Controle 

PYO 
(37,5 µg/ml) 

VIDRO 23,0 17,9 58,5 20,3 

DOLOMITA 60,5 3,4 92,9 50,1 
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6 DISCUSSÃO 

 A produção de piocianina em meios tradicionais empregados na rotina de um 

laboratório de microbiologia fundamenta-se no estado energético da P. aeruginosa, que é 

reduzido em condições de baixa concentração de nutrientes, resultando em uma diminuição 

na taxa de crescimento populacional e no aumento da concentração de pigmentos. A pressão 

ambiental encontrada na escassez nutricional aos íons PO4
3-

 e Ca
2+ 

força à linhagem PYO
+
 

exibir o pigmento, que se difunde ao meio (WHOOLEY; MCLOUGHLIN, 1982). 

 Há quase quatro décadas esta hipótese foi levantada, fundamentando-se nas 

observações do desenvolvimento de linhagens de P. aeruginosa submetidas a diferentes 

pressões ambientais seletivas. Estudos posteriores corroboraram esta hipótese ao analisarem, 

por exemplo, o comportamento de P. aeruginosa isoladas de lagoas de estabilização 

(VASCONCELOS; LIMA; CALAZANS, 2010), hospitais (KERR; SNELLING, 2009) e 

solos contaminados por hidrocarbonetos (MITTAL; SINGH, 2009). Ainda que exista 

disponibilidade de matéria orgânica nesses locais, a pressão seletiva exercida sobre a bactéria, 

força exibir estratégias que possam garantir sua persistência (DENG, 2012), sendo a 

piocianina um elemento importante na regulação dessas respostas (SAMROT et al. 2016). 

 A produção in vitro de piocianina ocorre a partir de 48h após o início do crescimento, 

quando condições ótimas de temperatura e agitação são alcançadas, cerca de 29ºC e 150 rpm 

(AGRAWAL; CHAUHAN, 2016). Além disso, o meio de cultura também influencia nesse 

resultado. Ao ser testada em caldo e ágar nutriente suplementado com glicose (GSNB), 

observou-se a difusão do pigmento após 96 h de incubação a 37°C (EL-FOULY, 2015). 

Geralmente, essa produção começa no início da fase estacionária, um evento dependente do 

tempo de geração das colônias, sob condições controladas, tendem a ter um período de 

formação que varia de 3 a 6 horas (TAMAGNINI; GONZALES, 1997), o que justifica a 

aparência da cor azul entre 48 e 72 horas após o início da incubação.  

 Dados sobre a produção e quantificação de piocianina obtidos de P. aeruginosa são 

raros. A maioria deles estima a concentração de pigmento no contexto de determinado 

bioprocesso com resultados variando entre 9 e 42 μg/mL (BARAKAT et al., 2014; EL-

FOULY, 2015).  A literatura relata que em um ambiente aquoso sob condições específicas de 

incubação, que incluem o uso do meio King A original ou com formulação modificada, a 

piocianina é sintetizada durante o final da fase logarítmica e o início da fase estacionária, 

podendo atingir até 80 μg/mL. Vale ressaltar que a fonte primária de carbono e nitrogênio são 
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fatores fundamentais (EL-SHOUNY; AL-BAIDANI; HAMZA, 2011; HASSANI et al., 

2014), embora a presença de glicerol seja uma condição essencial (HAYS et al., 1945). 

 Agrawal e Chauan (2016) obtiveram aproximadamente 26 μg/mL de piocianina, após 

72 h de incubação. Essa concentração foi alcançada quando a principal fonte de nitrogênio era 

a peptona (13 g/L), em pH neutro a 30°C. Outras fontes do elemento, como ureia, nitrato de 

potássio e nitrato de sódio, promoveram rendimentos mais baixos de piocianina, 

respectivamente, de 17, 15 e 11 μg/mL, nas mesmas condições de incubação. Por outro lado, 

Gharieb et al. (2013) relataram a produção de aproximadamente 65 μg/mL de piocianina em 

120 horas em um meio contendo 1% de peptona. A maior produção, representando um 

aumento de 55% na concentração do pigmento, ocorreu entre 72 e 120 horas de incubação. 

Neste contexto, pode-se inferir que as linhagens TGC02 e TGC04 poderiam produzir mais 

piocianina se o tempo de incubação for aumentado. 

 Comparado com os valores de piocianina alcançados por outras linhagens de P. 

aeruginosa cultivadas em meio contendo peptona a 1% (DAS; DAS, 2015; AGRAWAL; 

CHAUHAN, 2016), os resultados obtidos com TGC02 e TGC04 foram mais promissores, 

pois na presença do malte de cevada, 0,5 e 1%, respectivamente, ambas as linhagens exibiram 

maiores concentrações de pigmento.  

 A diferença foi ainda mais significativa quando o dobro da concentração de substrato 

não convencional foi aplicado. Comparado ao estudo de Devenath et al. (2017), descobriu-se 

que mesmo usando a menor concentração do malte de cevada, alcançou-se mais que o dobro 

da quantidade de piocianina obtida pelos autores que foi de 9,45 µg/mL. Contudo, o substrato 

não favoreceu ou estimulou a síntese de piocianina pelos isolados TGC03 e RX10, podendo 

servir como indicativo de que estes isolados não apresentam os genes responsáveis pela a 

conversão das fenazinas intermediárias em piocianina (DIETRICH et al., 2006;  HUANG et 

al., 2009).  

 Em contrapartida, os isolados TGC02 e TGC04 em um estudo anterior produziram, 

respectivamente, 38 e 17% mais piocianina no caldo King A (VIANA et al., 2018). Vale 

esclarecer que a quantidade de piocianina pode ser variável para uma mesma linhagem ou 

isolado, submetida às mesmas condições de incubação, em diferentes ocasiões. Isso 

possivelmente relaciona-se aos possíveis estresses a que as bactérias são expostas quando 

mantidas em laboratório.  

 A suplementação do meio com resíduo de cervejaria artesanal serviu como incremento 

da produção de piocianina, revelando que resíduos geralmente destinados ao descarte ou 

queima podem ser reaproveitados, trazendo impactos positivos, como a redução de custos, 
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bem como na ressignificação de resíduos da indústria cervejeira artesanal. O processamento 

de alguns grãos e cereais nestes estabelecimentos gera certa quantidade de resíduo, podendo 

gerar impactos ambientais em função do seu descarte. Este trabalho permite dar uma 

aplicabilidade a este coproduto no papel de fonte de carbono, como já foi descrito em outros 

trabalhos, visado à obtenção de pigmentos microbianos (BRAND, 2000; DIAS, 2016).  

 Na caracterização molecular da piocianina produzida neste estudo, há um intenso íon 

molecular em 210 m/z . Ainda que o espectro tenha sofrido influência de ruídos provenientes 

de impurezas, refletiu um valor de Massa Molecular (MM) de 210,89 m/z, semelhante ao da 

piocianina, 210,23 m/z (KARPAGAM et al., 2013), indicativo de obtenção do pigmento com 

um grau de pureza importante, nas condições aplicadas neste estudo.  

 A piocianina é classificada como ácido fraco de pKa = 4,6 e o fato da ionização 

negativa decorrente da metodologia confirmar sua presença apenas nessa faixa de ionização, 

conforme observado por Hall et al. (2016). Essas análises permitiram certificar a prevalência 

do pigmento como o composto majoritário após os processos de extração, purificação e 

quantificação. 

 Nos ensaios in vitro, a piocianina apresentou atividade alta frente S. aureus UFPEDA 

02 e E. coli UFPEDA 224, corroborando com o que a literatura indica desde os primeiros 

estudos de ação antibiótica de compostos microbianos (WAKSMAN; WOODRUFF, 1940). A 

piocianina é um metabólito eletroquimicamente ativo, envolvido em uma variedade de 

atividades biológicas, tais como sinalização celular, expressão gênica, adaptação e respiração 

de células bacterianas, formação de biofilme, no seu notável reconhecimento como agente 

antibacteriano e antifúngico (JAYASEELAN; RAMASWAMY; DHARMARAJ, 2013; 

BAHARI et al., 2017; ABISADO et al., 2019). 

 A atividade sobre S. aureus UFPEDA 02, pode ser explicada pelos achados de Voggu 

et al. (2006). Os autores relataram que a inibição do crescimento de S. aureus por P. 

aeruginosa, ocorreu pelo bloqueio da cadeia respiratória da primeira. Entretanto, durante a 

inibição, outras substâncias além de fenazinas podem estar envolvidas no evento (MACHAN 

et al., 1991).  

A ação da piocianina foi mais bem observada frente E. coli UFPEDA 224. A ação 

sobre a bactéria exposta à piocianina ocorre por conta da depleção do suprimento de oxigênio 

para às células, seguida da geração de peróxidos e o desvio do fluxo de elétrons, resultando 

um efeito citotóxico significativo (HASSAN; FRIDORICH, 1980; ANDRADE et al., 2016). 
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 Ressalta-se que a linhagem leveduriforme não apresentou susceptibilidade. Embora a 

literatura reporte a propriedade biocida da piocianina contra Candida spp, relacionada 

também com alterações na cadeia transportadora de elétrons em condições in vitro e in vivo 

(SUDHAKAR et al., 2013), entretanto os resultados nos testes de atividade da piocianina 

poderiam ser explicados pela multirresistência da linhagem testada C. tropicalis 13803.   

 Em complemento, a premissa de que a ação biocida/bioestática da piocianina é 

concentração-dependente foi cunhada no início dos anos 1980 (BARON et al., 1981). Dessa 

forma supõe-se que sob concentrações superiores às utilizadas neste estudo, o resultado 

poderia ter sido diferente. Vale salientar que Pal e Revathi (1998), descobriram que a ação do 

pigmento é variável de acordo com a espécie e algumas, dentre elas C. tropicalis foram 

resistentes a diferentes metabólitos produzidos por Pseudomonas sp.   

 Nos testes de adesão celular, houve desenvolvimento do biofilme por ambas as 

bactérias testadas. Sabe-se que a adesão das células a uma superfície é perturbada na presença 

de piocianina (BANNING et al., 2003; LIN et al., 2010). Contudo, para S. aureus UFPEDA 

02, a adesão ocorrida na presença do pigmento pode ser justificada pelo fato da piocianina 

representar um importante fator estressante. Nestes casos, alguns fenótipos de S. aureus são 

selecionados, especialmente células que exibem defeitos na cadeia transportadora de elétrons. 

Sendo assim, S. aureus pode coexistir com P. aeruginosa, na presença do pigmento 

(HOFFMAN et al., 2006; NOTO et al., 2017; SAGAR e KAISTHA, 2019).  

Além disso, a construção do biofilme mostra-se essencial para a persistência uma vez 

que a concentração 2xCIM de piocianina por si só, já representa uma significativa pressão 

seletiva (COSTA et al., 2014). Segundo Millezi et al. (2012), o processo de adesão de 

S.aureus é rápido, ocorrendo em menos de três horas especialmente em condições favoráveis 

de temperatura, pH, espaço vital e disponibilidade nutricional. Os resultados obtidos neste 

estudo revelam um aumento de 43% na adesão, observado também, porém não nessa 

magnitude nos estudos de Balasubramanian et al. (2010) e Khare e Arora (2011). Em relação 

à linhagem E. coli UFPEDA 224, este aumento foi de aproximadamente 20%. 

 Na etapa inicial da formação do biofilme fatores como a concentração de eletrólitos 

como KCl e NaCl, assim como o pH do meio são importantes. A força iônica e o pH 

interferem tanto nas características da superfície bacteriana quanto do material 

(hidrofobicidade – carga), o que modifica as interações da primeira etapa (BUNT et al., 1995; 

MCWHIRTER; MCQUILLAN; BREMER, 2002). 

 No teste de avaliação da hidrofobicidade, ambas as linhagens-teste apresentaram esta 

propriedade bastante pronunciada, como descrita na literatura para as espécies 
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(KATSIKOGIANNI; MISSIRLIS, 2004). Micro-organismos com características hidrofóbicas 

da membrana aderem-se melhor a substratos com propriedades hidrofóbicas e o mesmo 

ocorre para aqueles com propriedades hidrofílicas. Além disso, superfícies hidrofóbicas 

parecem ser mais susceptíveis à colonização, o que permite inferir o maior grau de 

hidrofobicidade nos cupons dolomita do que no de vidro. Na superfície bacteriana, a carga 

elétrica apresenta variações quanto à espécie estudada, as condições do meio e com a 

composição da membrana. Geralmente, células planctônicas tendem a ter sua superfície 

carregada negativamente em meio aquoso. O perfil de carga influencia na adesão reversível, 

embora a ação das correntes elétricas seja gradualmente reduzida durante a formação do 

biofilme (POORTINGA et al., 2001).  

 Boari et al. (2009) afirmam que no processo de adesão bacteriana, quanto mais 

hidrofóbica for a célula, maior será a habilidade de aderência ao substrato condicionante. 

Alguns fatores de virulência podem garantir os diferentes níveis de hidrofobicidade entre as 

espécies, tais como flagelos, pili , fímbrias, membrana externa e a presença de alguns grupos 

funcionais polares: hidroxilas, fosfatos, carboxilas e ácido teicóico. 

 A composição química e característica da superfície são as duas propriedades dos 

substratos condicionantes que mais influenciam na capacidade de interação do micro-

organismo (GOTTENBOS; VAN DER MEI; BUSSCHER, 2000; SPERANZA et al., 2004). 

Dos dois cupons testados, a dolomita foi a superfície com maior adesão celular para S. aureus 

UFPEDA 02 e E. coli UFPEDA 224. No mundo microbiano ocorre uma maior propensão de 

adesão às superfícies porosas, quando comparadas a superfícies polidas (CHANG; 

MERRITT, 1994; SCHEUERMAN; CAMPER; HAMILTON, 1998; BOS et al., 2000). Essa 

preferência deve-se a melhor adaptação da bactéria ao microambiente com dimensões 

semelhantes ao seu tamanho, bem como pelo aumento da área de contato presente neste tipo 

de superfície (SCHIERHOLZ; BEUTH; PULVERER, 2000). 

 Este trabalho ressaltou a versatilidade metabólica da P. aeruginosa, assim como do 

fato da piocianina assegurar vantagens quando organismos possivelmente competidores estão 

presentes. Pesquisas posteriores tentarão elucidar os mecanismos celulares e moleculares 

envolvidos, de forma a mensurar o limite que garanta o equilíbrio das populações destas 

bactérias, quando em coexistência em meio aquoso. 
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7 CONCLUSÕES 

A suplementação com resíduo de malte de cevada ao meio tradicional de obtenção de 

P. aeruginosa promoveu um aumento significativo da concentração de pigmento nos isolados 

PYO
+
 testados.  

A caracterização molecular exibiu a prevalência da piocianina na amostra produzida. 

O efeito inibitório da piocianina sobre as duas linhagens clínicas bacterianas foi 

observado e classificado como alto, com exceção da levedura. Contudo, na formação de 

biofilme em cristal violeta a piocianina não interferiu na adesão das células, que foi 

aumentada, além de ocorrer preferência de adesão ao cupom de dolomita. Em complemento, 

as linhagens testadas apresentaram um elevado grau de hidrofobicidade. 

Estudos posteriores são necessários a fim de elucidar os mecanismos moleculares 

envolvidos entre a piocianina e a influência na formação de biofilmes bacterianos.  
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