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ARTICLE INFO ABSTRACT

Pigmentos bacterianos são bons substitutos de corantes sintéticos. Este trabalho produziu, extraiu
e caracterizou piocianina de dois isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa cultivadas em
King A suplementado com bagaço de malte de cevada 2% (m/v) e incubação sob agitação
(29±1ºC – 72h). A extração com clorofórmio produziu cerca de 30 ml de solução de piocianina
(585 µg/mL) com pureza alta. A concentração celular aumentou até 9,5 vezes e a máxima
concentração de piocianina foi cerca de 1 µg/mL.h-1 (coeficiente de produção ≈240 µg/mL.UA-1).
A maior densidade celular ocorreu às 36h e o pigmento pareceu modular o crescimento. A fibra
foi tingida com 50 ou 100 µg/mL de piocianina empregando o método da exaustão e NaHCO3

como mordente. A piocianina foi funcional à fibra, produzindp dois tons de azul, resistentes à
lavagem e secagem.
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use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

INTRODUCTION
A cor é uma interação perceptual com origem na habilidade do olho humano discriminar entre diferentes comprimentos de onda de luz de dentro
de uma estreita faixa de radiação eletromagnética (Siuda-Krzywicka et al., 2019). O tingimento de materiais é uma das atividades humanas mais
antigas, confundindo-se à própria história da civilização, cujos registros datam a Idade do Bronze (Wisniak, 2004). Os componentes que
interagem num sistema de tingimento são: a fibra, a água, o agente de cor e os aditivos. A técnica se fundamenta na modificação física ou
química de um substrato, de forma que a luz refletida sobre ele, provoque percepção de cor ao olho humano (Perkins, 1995). Os agentes
sintéticos de cor revolucionaram a indústria química ao oferecerem materiais de baixo custo, altamente estáveis e bons substitutos dos pigmentos
naturais (Gmoser et al., 2008). No entanto, o fato de os corantes sintéticos estarem relacionados a impactos negativos à saúde e ao ambiente, a
demanda por pigmentos extraídos de fontes naturais tem sido uma tendência mundial crescente (Malik et al., 2012). Os biocorantes podem ser
obtidos de plantas ou animais (Heer e Sharma, 2017), contudo a obtenção desses pigmentos, via bioprocessos microbianos, é um campo de
estudo em franca expansão (Parmar e Phutela, 2015), com diversas vantagens, por exemplo, amplo espectro de cores, fácil obtenção e extração,
ambientalmente corretas, em termos de disposição de resíduos e exposição ocupacional e os organismos produtores são de fácil seleção e
manipulação (Usman et al., 2017; Venil et al., 2013). Certas características dos pigmentos naturais, tais como, biodegradabilidade, não
carcinogenicidade e baixa toxicidade fazem deles uma fonte atraente para uso humano (Joshi et al., 2003). Os carotenoides são os compostos
mais investigados no contexto da produção de biocorantes para a indústria têxtil (Kramar et al., 2014), numa tentativa de limitar a utilização de
corantes sintéticos, encorajando interesse por demais pigmentos microbianos (Numan et al., 2018). A piocianina é uma fenazina de exuberante
coloração azul (MM= 210,23 g/mol), composta por duas subunidades de N-metil-1-hidroxifenazina, produzida exclusivamente por 90-95% das
linhagens de Pseudomonas aeruginosa a partir do ácido corísmico (Jayaseelanet al., 2014; Mavrodi et al., 2001). A molécula se apresenta como
um zwitterion (Blankenfeldt e Parson, 2014) e o grupo fenol atribui um caráter ácido (pKa = 4,9) (Hall et al., 2016). A molécula apresenta três
estados: ionizado em pH fisiológico (cor azul), protonado em ambiente ácido (cor vermelha) e neutro (azul) (Özcan e Kahraman, 2015). Na
literatura consultada, não há praticamente referência direta à exploração da piocianina com fins de coloração de fibras, porém esta característica
foi identificada num estudo de bioprospecção da piocianina como um agroquímico (de Britto et al., 2020). Sendo assim, o objetivo deste estudo
foi produzir piocianina utilizando substrato alternativo ao meio de produção e aplicar o pigmento como agente de cor em fibras de algodão.
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MATERIAIS E MÉTODOS
Pseudomonas aeruginosa: Foram empregados dois isolados provenientes de solo de postos de gasolina de João Pessoa, TGC02 e TGC04,
cadastradas no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o código AA1970F.

Fibra têxtil: Foi utilizado tecido 100% de algodão branco, com malha fio 30.1, fibra média, fiação penteada e gramatura de 160 g/m2 (FioSul
215 0101). Foram preparados dois tipos de amostras com a seguintes dimensões: 1 cm (comprimento) x 1 cm (largura) e amostras de 15 cm
(comprimento) x 4 cm (largura), equivalente à massa de 1g de tecido para o ensaio de absorção do pigmento.

Síntese, extração e quantificação do pigmento: Inicialmente TGC02 e TGC04foram testados quanto a produção do pigmento. O pré-inóculo
foi cultivado em agar cetrimida (Acumedia, Lansing, USA), incubado por 48h à 29±1°C (El Feghali e Nawas, 2018). Após, as células do cultivo
recente foram suspensas em NaCl 0,85%, com turbidez padronizada com o tubo nº 1 da escala de MacFarland. A seguir, alíquotas de 2 mL foram
transferidas para frascos contendo 200 mL de caldo King A suplementado com 2% (m/v) de bagaço de malte de cevada (Oliveira et al., 2019),
cujo teor de nitrogênio total era 1.45 mg/kg. Os frascos foram incubados sob agitação de 150 rpm à 29±1°C por 72h (El Fouly et al., 2015). A
extração da piocianina foi realizada em triplicata a partir de alíquotas de 50 mL e misturadas a 10 mL de clorofórmio. Após agitação em vórtex
(Warmnest VX-28) durante 1 minuto, a fase orgânica (azul) foi separada e em seguida, acidificada com 5 mL de HCl 0,2 mol/L, agitando-se
novamente por 1 minuto. Após repouso, a fase acidificada, contendo a piocianina protonada (vermelha) foi neutralizada com gotas de solução-
tampão Tris-Base concentrada (1,5 mol/L), retornando à coloração azul. Esta operação foi repetida por três vezes (Devnath et al., 2017). A
concentração de piocianina (PYO), em µg/mL, foi determinada após um repouso de 1h, uma alíquota de 10 µL da fase neutralizada foi diluída
em 990 µL de água destilada e a absorbância da solução foi medida a 690 nm (Quimis U2M). O valor da absorbância (ABS) foi inserido numa
equação (Eq. 1), obtida por meio da curva padrão (r2 = 0,9999), preparada com piocianina com grau de pureza >98% (Sigma-Aldrich).Para a
obtenção de piocianina empregada no tingimento, a extração foi conduzida exaustivamente com clorofórmio no meio de produção na razão 2:1
(Hassani et al., 2012).

Caracterização da piocianina: Alíquotas do sobrenadante do meio de produção foram filtradas a vácuo e posteriormente adicionadas com
Na2SO4 10 mg/mL e filtradas novamente. O solvente foi eliminado em rotaevaporador (Buchi Rotavapor®, R-3), obtendo-se um pó de coloração
azul intensa e brilhante. Foi então tomada cerca de 1 mg e diluído em água destilada-metanol grau HPLC (1:1). A caracterização química do
pigmento foi realizada por espectrometria de massa de baixa resolução (Bruker, Ion Trap-amaZonX), com infusão direta da amostra por
ionização por eletrospray (ESI), com as seguintes especificações: 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, atmosfera de nitrogênio seco com fluxo de 5.0 L/min e temperatura de 220ºC. Os
espectros (m/z 50-1000) foram registados a cada 2 segundos.

Determinação da concentração celular e da taxa de crescimento: Foram coletadas, em triplicata, alíquotas de 1000 μL em 12 intervalos
dentro de 72 h. A concentração celular média foi determinada por densidade óptica (OD600) (Cawley et al., 2019) e a taxa de crescimento foi
calculada por intervalo de tempo (Sezonov et al., 2007). As relações da OD600 entre a massa e concentração celular média foram calculadas
seguindo a relação: 1 unidade de densidade óptica (600 nm) da suspensão de P. aeruginosa equivale a 2,4x108 células/mL e 2,085 mg/mL,
respectivamente (Kim et al., 2012).

Parâmetros cinéticos: Foram determinados: produtividade máxima de células (Qpcel), produtividade máxima de piocianina (Qppyo), e o
coeficiente de rendimento (Ypx), empregando as Eq.1 a 3 (Bühleret al., 2013).

(Eq. 1)

Em que: Xt – máxima formação de biomassa no tempo t, Xt0 – biomassa no tempo 0, t – tempo para atingir valor máximo da biomassa e t0 –
tempo inicial do cultivo.

(Eq. 2)

Em que: Pt – máxima concentração de piocianina no tempo t, Pt0 – concentração de piocianina no tempo 0, t – tempo para atingir valor máximo
da concentração de piocianina e t0 – tempo inicial do cultivo.

(Eq. 3)

Em que: P1 e P0 – concentração final e inicial de piocianina e UA1 e UA0 – unidade de absorbância no tempo final e inicial, respectivamente.

Tingimento da fibra: A fibras foram tingidas pelo método da exaustão. O tecido foi imerso em água destilada à 50ºC por 30 min para remoção
das impurezas. Posteriormente foi enxaguado e seco à temperatura ambiente e cortado em amostras medindo 1 cm de largura por 1 cm de
comprimento (Lv et al., 2012).As soluções de tingimento (100 e 50 μg/mL) foram preparadas diluindo as quantidades correspondentes ao tom
desejado em solução etanol/água 1:1 v/v em pH=8, ajustado com solução de NaHCO3 1,5 mol/L, sob agitação contínua por 10 min à 40ºC
(Kramar et al., 2014). Amostras de tecido, umedecidas com água destilada foram adicionados e agitadas à 40ºC por 5 min. O processo continuou
com o aumento gradual da temperatura para 85ºC dentro de 15 min e depois mantido por mais 60 min. Ao final, resfriou-se à 40ºC por 5 min e
procedeu-se uma cuidadosa lavagem e enxágue com água destilada morna e deixadas para secar à temperatura ambiente.

Determinação do percentual de absorção do pigmento (%abs): Amostras de 1g das fibras foram submetidas ao tingimento empregando
NaHCO3 (0,05g/g de tecido) como mordente. As amostras foram imersas em 50 mL da solução de piocianina, na tonalidade pré-definida e
deixadas em repouso por uma noite à temperatura ambiente. Após, foram lavadas com água fria e deixadas para secar ao sol. O percentual de
absorção do pigmento nas fibras foi medido a OD690 da solução de tingimento, antes e após o procedimento, aplicando a Eq.4 (Chadni et al.,
2017).
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(Eq. 4)

Determinação do potencial de exaustão do tingimento (%exaustão): O percentual de exaustão foi calculado empregando a Eq. 5, em que são
consideradas as medidas da OD690 da solução de tingimento à quente, antes e após o procedimento (Lv et al., 2012).

(Eq. 5)

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Produção e caracterização da piocianina: A suplementação do bagaço de malte de cevada resultou num incremento significativo da produção
de piocianina, de mais de três vezes, nos isolados TGC02 e TGC04 (Tabela 1). Assim, ambos isolados foram considerados para a obtenção do
pigmento neste trabalho. Foi produzido um total de cerca de 30 mL de solução de piocianina com concentração de 585μg/mL. Materiais não
convencionais e de baixo custo, por exemplo resíduos de origem agroindustrial (Àruldass et al., 2015; Bharathiet al., 2011), chifre de carneiro
(Kurbanoglu et al., 2015)e glicerol bruto, obtido da produção de biodiesel (Bühleret al., 2013), são reportados como potenciais substratos
alternativos para a produção de diferentes pigmentos microbianos. Isto impacta significativamente quando aos resíduos são atribuídas
destinações mais nobres e no contexto deste trabalho, ressignifica os resíduos gerados pela indústria cervejeira artesanal. A síntese de piocianina
empregando resíduos da indústria de cerveja artesanal foi recentemente demonstrada (Oliveira et al., 2019). Em complemento, tortas do
processamento de amendoim, algodão e gergelim estimularam linhagens a produção de piocianina durante a remoção de hidrocarbonetos do
petróleo por P. aeruginosa no solo, influenciando significativamente na redução do contaminante (Cavalcanti et al., 2017). Este achado atribuiu
à piocianina uma possível participação nos mecanismos utilizados pela bactéria durante a assimilação de compostos recalcitrantes como fontes
de carbono e energia, possivelmente associado aos mecanismos de quorum sensing(QS) para síntese de biossurfatantes e outros agentes
tensoativos (Viana et al., 2018; Das e Ma, 2013). O QS é um mecanismo de modulação da expressão gênica em função da densidade celular,
pelo qual organiza a população microbiana e sincroniza a expressão de genes que promovem diferentes respostas (Van der Berg et al., 2015). As
respostas são produzidas pelo acúmulo de moléculas produzidas em concentrações basais e assimiladas pelas células vizinhas, denominadas por
autoindutores (Dietrich et al., 2006). A principal abordagem em termos da produção de pigmentos bacterianos se baseia na estratégia do QS
(Raina et al., 2011).São fornecidos os nutrientes mínimos requeridos pela bactéria e certa quantidade de autoindutores, resultando na otimização
da produtividade e rendimento do processo, como já observado na obtenção de prodigiosina (Thomson et al., 2000) e violaceína (McClean et al.,
1997).

Tabela 1. Produção e parâmetros cinéticos da produção de piocianina pelos isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa

Ensaios TGC02 TGC04

Produção de PYO (caldo King A) 17,8±0,1 16,9±0,1
Produção de PYO (caldo King A modificado) 58,2±0,1 58,3±0,1
Qpcel (mg/L.h-1) 9,13±0,02 x10-3 9,74±0,01 x10-3

Qppyo (µg/mL.h-1) 0,931±0,005 0,994±0,003
Ypx (µg/mL.UA-1) 212,38±0,01 240,83±0,01
g24 (h) 3,76±0,04 3,59±0,02

PYO – piocianina; Qpcel – produtividade máxima de células; Qppyo – produtividade máxima de piocianina;
Ypx – coeficiente de rendimento; g24 – tempo de geração nas primeiras 24h

Fig. 1. Espectro fragmentado da amostra do pigmento
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Sendo a piocianina um autoindutor da síntese de mais piocianina (Morkunas et al., 2012), sua presença no meio utilizado no pré-inóculo, agar
cetrimida, visou garantir a presença do pigmento no momento da inoculação, bem como permitir o aumento gradual da concentração de
piocianina ao longo das 72h seguintes. O meio libera seletivamente PO4

3-, nutriente crucial para regulação de diferentes metabólitos secundários
na P. aeruginosa, sensível à variação da concentração do íon (Whooley e McLoughlin, 1982). Valores limitantes de PO4

3- implicam redução de
energia e a piocianina age como uma resposta contra o estresse nutricional, regulando a concentração intracelular de ATP (Moradali et al., 2017).
Na caracterização química do pigmento produzido por TGC02 e TGC04 (Fig. 1) foram observados pequenos ruídos e um pico maior medindo
210,8909 m/z, indicativo de piocianina, cuja massa molecular é um valor relativamente próximo, 210,23 g/mol, bem como foi possível identificar
um precursor medindo 211,8817 m/z, valor aproximado do precursor da piocianina em análises espectrais (211,0870 m/z). Os ruídos observados
são relativos à sensibilidade do equipamento na identificação de analitos complexos, tais como os extratos naturais. Contudo, os estudos que
utilizam uma transição de m/z para caracterizar a identidade de um analito são considerados autoconfirmativos, uma vez que o analito pode ser
identificado pela relação m/z,cujo padrão também analisado, permite conhecer o tempo de retenção característico do determinado composto
(Watson e Sparkman, 2007).

Parâmetros cinéticos: Houve crescimento satisfatório de TGC02 e TGC04 e o tempo de duplicação durante o crescimento nas primeiras 24h foi
cerca de 3,5h. os valores máximos de piocianina foram alcançados com 72h de bioprocesso, coincidindo também com os valores máximos de
OD600 (Fig. 2). A produção de piocianina também é regulada por comunicações químicas dependentes de concentração celular usados para
coordenar comportamentos em grupo (Borges et al., 2018). Em razão disto, o tempo de duplicação é um fator importante para P. aeruginosa.
Sob condições controladas de crescimento, a bactériapode duplicar a população entre cerca de 3-6h (Tamagnini e Gonzales, 1997). O tempo de
duplicação dos isolados selvagens deste estudo coincidiu com o intervalo teórico, alcançando entre 3,0-3,5h, valores próximos aos observados
num estudo de obtenção do pigmento (Viana et al., 2018)e menores aos obtidos num estudo de competição entre P. aeruginosa e bactérias
coliformes (Vasconcelos et al., 2010). Os parâmetros escolhidos para caracterizar fisiologicamente as células, número de células por mililitro e
massa celular média, indicaram similaridade nas curvas de crescimento de TGC02 e TGC04: a população inicial a partir do inóculo foi de 105

células/mL, aumentando cem vezes até o fim do ensaio. Isto representou uma massa celular média de 0,082±0,001 mg/mL, incrementada em 9
vezes para TGC02 (0,739±0,012 mg/mL) e 9,5 vezes para TGC04 (0,773±0,015 mg/mL). A máxima produção de células ocorreu por volta de
60h, num processo de estabilização da população iniciado por volta de 48h de incubação, enquanto a piocianina continuou sendo produzida.
Além disso, a associação entre o crescimento celular com a produção de piocianina entre 8 e 72h sugere que TGC02 e TGC04 utilizaram o
substrato tanto para a formação de biomassa, como para a produção de pigmento.
Esta observação também foi reportada num estudo prévio (Saha et al., 2008). A máxima produção de biomassa foi alcançada em 66h de processo
e permaneceu estável enquanto a piocianina continuou sendo produzida até 72h. Os autores atribuíram a manutenção da estabilidade da
população à variação de fenazinas produzidas durante a fase de crescimento, em respostas aos sinais difundidos no meio.

Fig. 2. Curva de crescimento (amarelo) e produção de piocianina (azul) por TGC02 (acima) e TGC04 (abaixo) (σ = 0,01)

A massa celular média é um parâmetro conhecido por variar bastante em função do meio de cultura empregado e essa variação é maior nos
meios de enriquecimento. A diferença entre a massa celular média, de um meio rico para um meio pobre em nutrientes, pode exceder um fator 5
vezes durante a fase estacionária (Schaechter et al., 1958). Contudo, a determinação da massa celular média é um indicador sensível do estado
fisiológico das células (Kim et al., 2012).
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vezes durante a fase estacionária (Schaechter et al., 1958). Contudo, a determinação da massa celular média é um indicador sensível do estado
fisiológico das células (Kim et al., 2012).
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3- implicam redução de
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Fig. 2. Curva de crescimento (amarelo) e produção de piocianina (azul) por TGC02 (acima) e TGC04 (abaixo) (σ = 0,01)
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Quando a OD600 se aproxima de 0,3 (≈107 células/mL), o crescimento se torna desequilibrado, marcado inicialmente por uma repentina
inclinação da curva e geralmente indicando um estado estacionário, que continua até a saturação, quando ocorre redução da taxa de crescimento,
culminando numa curva decrescente, marcando também o final da fase estacionária (Sezonov et al., 2007). Todavia, a redução da concentração
celular média nem sempre está relacionada apenas ao empobrecimento gradual de nutrientes no meio. O acúmulo de metabólitos é um segundo
fator associado à inibição ou à desaceleração da taxa de crescimento (Pinhal et al., 2019). Neste contexto, sugere-se que a piocianina também
pode modular o crescimento de P. aeruginosa a partir dos estágios finais da fase logarítmica e início da fase estacionária. Neste estudo, isto
parece ter ocorrido quando a concentração do pigmento se encontrava por volta de 60 μg/mL. A concentração máxima de piocianina produzida
foi respectivamente, 65,8±0,1 e 70,2±0,1 µg/mL. Um aumento significativo na síntese do pigmento ocorreu a partir de 36h de incubação. Em
condições ótimas de incubação, a produção de piocianina em meios sintéticos, especialmente King A, ocorre a partir de 48h após o início do
crescimento, coincidindo com o final da fase logarítmica e o início da fase estacionária (Cabeen, 2014). Entretanto, diante escassez e estresse
nutricional, é comum para que P. aeruginosa mantenha seu crescimento, a piocianina seja produzida em níveis basais (Das e Manifield, 2012).
Isto permite a conservação da viabilidade, uma vez que o pigmento regula a concentração de ATP intracelular (McDermott et al., 2012). A
quantidade de piocianina pode ser variável numa mesma linhagem, 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 (Garay-Arroyo et al., 2012).
Em meio aquoso, ao qual incluem o caldo King A, com formulação original ou modificada, podem ser obtidos entre 0,31 até 80 μg/mL de
piocianina (Hassani et al., 2012; El-Shouny et al., 2011). Contudo, diversos estudos relatam uma média de produção entre aproximadamente 10 e
65 μg/mL (Oliveira et al., 2019; Viana et al., 2018; Barakat et al., 2015; Das e Das, 2015; El Fouly et al., 2015). Ressalta-se que as obtenções de
concentrações acima de 60 μg/mL de piocianina foram conseguidas aumentando o tempo de incubação para 96 ou até 120h, bem como
incrementaram-se os meios com maiores concentrações de peptona (Agrawal et al., 2016; Gharieb et al., 2013). Esta estratégia é contrária ao
aplicado no presente trabalho, uma vez que repetidas operações de extração e concentração permitiram a obtenção de uma quantidade
significativa de pigmento.

Tingimento do tecido: A fibra de algodão adsorveu bem o pigmento após o tratamento, produzindo duas tonalidades de azul em função das
concentrações utilizadas, sem sofrer alterações significativas após lavagem e secagem (Fig. 3). A afinidade e funcionalidade da piocianina à fibra
de algodão foram identificadas pelo percentual de absorção, cuja maior concentração da solução de piocianina 100 μg/mL (65,0±0,2), comparada
à solução de 50 μg/mL (47,2±0,1), foi mais significativa. Por outro lado, os percentuais de exaustão foram aproximados (77,5±0,1 e 75,3±0,3).
Os tons variaram em função da concentração de piocianina aplicada. A maior retenção de pigmento foi representada pelos valores percentuais de
absorção e do potencial de exaustão.

Fig. 3. Aspecto da fibra de algodão tingida com piocianina

As malhas são formadas pelo processo de urdume, quando há entrelaçamento dos fios, organizados longitudinalmente, com laçadas passadas
sobre laçadas, sem ponto fixo de ligação entre eles, atribuindo flexibilidade, elasticidade, porosidade e estabilidade dimensional (Lobo et al.,
2014). Os corantes têxteis impregnam as fibras reagindo ou não com o material durante o processo de tingimento. Nas fibras naturais,
especialmente o algodão, são empregados corantes de diferentes classes, contudo os melhores resultados são obtidos com corantes reativos, que
se fundem à fibra, e corantes diretos, que por serem hidrossolúveis, se ligam à fibra por meio de forças iônicas, interações de Van der Waals e
pontes de hidrogênio (Hu et al., 2012). O processo de tingimento de uma fibra ocorre em duas fases. Na primeira, denominada por fase cinética,
ocorrem a transferência do corante do banho para a fibra, a adsorção do composto à fibra e finalmente a difusão. A segunda fase, termodinâmica,
está relacionada à expansão do corante por todo o espaço entre a fibra e o banho até que o equilíbrio seja atingido no sistema (Vieira et al.,
2009). Isto está também relacionado à saturação do pigmento à fibra e este fenômeno é governado pelas isotermas de adsorção, relações lineares
da concentração do corante no banho e na fibra, em uma dada temperatura, finalizado no ponto de saturação da fibra (Machado et al., 2014). Em
complemento, a adsorção do pigmento numa fibra envolve dois processos que podem estar diretamente relacionados aos tons conseguidos. O
primeiro ocorre pela precipitação do pigmento no interior da fibra. O segundo, por meio de reações químicas entre o pigmento com a fibra.
Quanto maior a afinidade química entre os dois, mais fortes as tonalidades se apresentam (Shang et al., 2013). Os biocorantes são aplicados às
fibras em processos semelhantes aos corantes por meio de dois métodos: por banho à quente, do pigmento extraído de uma célula produtora ou
por mergulho à quente, no extrato colorido. A intensidade da cor pode variar dependendo do tempo de duração do banho e do mergulho, pH e
concentração do pigmento (Räisänen, 2018). Muitos pigmentos bacterianos, por exemplo prodigiosina e violaceína, podem ser aplicados com
sucesso em diferentes fibras naturais e sintéticas (Alihosseiniet al., 2008). O desempenho do tingimento depende das propriedades da fibra, bem
como do método aplicado. Além disso, o resultado do tingimento é diferente para cada espécie de fibra testada(Shirata et al., 2000). Por
conseguinte, ao não aprensentarem afinidade química forte à diferentes fibras, o uso de biocorantes, especialmente de natureza hidrofílica, pode
se tornar limitado. Esta caracteristica faz mandatória a aplicação de mordentes, tais como sais metálicos, taninos ou ácidos orgânicos fracos que
atuam incorporando os pigmentos ao formarem complexos com a fibra, consequentemente dificultando a remoção (Wisniak, 2004). Em
complemento, o bicarbonato de sódio foi o mordente usado neste estudo. Ele é indicado para fins de tingimento de fibras naturais (Yaqub et al.,
2018).
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se tornar limitado. Esta caracteristica faz mandatória a aplicação de mordentes, tais como sais metálicos, taninos ou ácidos orgânicos fracos que
atuam incorporando os pigmentos ao formarem complexos com a fibra, consequentemente dificultando a remoção (Wisniak, 2004). Em
complemento, o bicarbonato de sódio foi o mordente usado neste estudo. Ele é indicado para fins de tingimento de fibras naturais (Yaqub et al.,
2018).
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O composto permite produzir resultados compraveis aos obtidos quando os ácidos tanínico e oxálico são empregados (Win et al., 2019;
Mariselvam et al., 2018). As fenazinas são moléculas hidrofílicas produzidas por um grande número de gêneros bacterianos e juntos representam
todas as cores do espectro visível (Turner e Messenger, 1986). São conhecidos mais de 100 tipos de fenazinas e outras mais de 6000 moléculas
contendo fenazinas como composto central (Pierson e Pierson, 2010). A piocianina parece demonstrar um potencial para utilização na indústria
têxtil porque não altera a cor aparente quando submetida às temperaturas altas. Esta propriedade foi verificada por meio de um método simples
de difusão do pigmento em agar (Saha et al., 2008). Entretanto, a variação da cor da piocianina tem mais relação às flutuações do pH (Baron e
Rowe, 1981).Além disso, a piocianina é muito solúvel em água e exibe termoestabilidade à 90ºC por até 72h, com um ponto de ebulição de
350ºC (Heriyanto et al., 2012). Por sua natureza hidrofílica, a piocianina tende a se adsorver melhor às superfícies hidrofílicas, como a fibra de
algodão, com pouca interação às superfícies hidrofóbicas como as fibras sintéticas (Ren et al., 2017). Os resultados deste estudo revelam que o
composto se apresenta como fonte alternativa para uso como agente têxtil de cor, de origem natural e dotado de forte durabilidade. Embora o
preço do biocorante ainda não seja comercialmente competitivo, por exemplo, 1 mg de piocianina custa entre US$ 90-130. Contudo, o uso
industrial de pigmentos bacterianos aumentou muitas vezes nas últimas décadas por conta das diversas vantagens sobre os compostos sintéticos,
o que em médio prazo, reduzirá custos (Dufossé, 2006). Neste contexto, sendo reconhecidas mundialmente as questões ecológicas e éticas, o
consenso do mundo de hoje é a garantia de um futuro mais sustentável, carecendo de esforços concretos por parte de cada cidadão. Por razões
óbvias, esta mudança de atitude também alcança a indústria têxtil, que deve evoluir e convergir à tecnologia verde, ambientalmente correta.

Conclusão

O bagaço de malte de cevada serviu como uma boa alternativa de substrato para produção de piocianina. Os métodos de extração permitiram a
obtenção de um pigmento com alto grau de pureza. Nas condições experimentais aplicadas, a piocianina produzida pelos isolados selvagens de P.
aeruginosa TGC02 e TGC04apresentou afinidadecom a fibra de algodão, produzindo matizes azuis sólidas. Futuras investigações podem ser
conduzidas para otimização e melhoramento da funcionalidade da aplicação da piocianina como agente de cor em diferentes outras fibras,
incluindo sintéticas.
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