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RESUMO

O impacto visual é elemento de decisdo na escolha de um alimento e a
industria alimenticia utiliza-se de corantes para deixar os alimentos
potencialmente mais atrativos. Porém, como grande parte dos corantes
alimentares é derivada da industria petroquimica e possuem na maioria
das vezes efeitos indesejaveis, segue a formulagdo de leis no mundo que
regulamentam o uso destes corantes e que protejem a salde do
consumidor. Além da funcdo original de nutricdo, alguns alimentos
ajudam na prevencdo e tratamento de doencas, sendo denominados de
alimentos funcionais ou nutracéuticos. Seguindo a nova tendéncia do
mercado alimenticio em consumir corantes naturais e com componentes
biologicamente ativos, buscou-se estudar neste trabalho alguns
metabolitos secundarios do fungo filamentoso Monascus ruber CCT
3802, todos oriundos da via de biossintese dos policetideos. Este
microrganismo € tradicionalmente utilizado em paises da Unido
Européia, Estados Unidos, China e Japdo por produzirem biopigmentos
como 0 Monascus, através de fermentacdo do arroz; sendo este usado
em carnes, peixes, bebidas, sorvetes e confeitaria. Entre outras
moléculas bioativas produzidas por espécies de Monascus esta a enzima
amilase, largamente utilizada nas industrias de alimentos, farmacéuticas
e de cosméticos, e a mevinolina (lovastatina), que vem sendo utilizada
como complemento dietético no tratamento da hipercolesterolemia por
inibir a biossintese do colesterol. O presente trabalho busca enunciar as
caracteristicas metabdlicas do fungo filamentoso Monascus ruber CCT
3802 aquelas relacionadas a producéo de pigmentos vermelhos, amilase
e lovastatina em diferentes substratos: glicose, amido, farelo de arroz,
milhocina em cultivo submerso. As maiores concentragdes de pigmento
Monascus e biomassa foram obtidas com o amido e glutamato
monossodico como fonte de carbono e nitrogénio respectivamente
ficando na ordem de 4,98 UDOQ,g € 5,24 g/L enquanto que nos meios de
cultivo estudados e técnicas utilizadas a lovastatina nédo foi detectada.
Ainda no estudo, o Monascus produziu concentragfes elevadas de
amilase (35,22 Ul).



Palavras-chave: Pigmentos, lovastatina, amilase, Monascus ruber,
cultivo submerso.



ABSTRACT

The visual impact is element of decision in the choice of a food and the
food industry used of colorants to leave the foods potentially more
attractives. However, as great part of the alimentary colors they are
derived of the industry petrochemical and they possess undesirable
effects most of the time, it follows the formulation of laws in the world
that regulate the use of these coloring and that protect the consumer's
health. Besides the original function of nutrition, some foods help in the
prevention and treatment of diseases, being denominated of functional
foods or nutraceuticals. Following the new tendency of the nutritious
market in consuming coloring natural and with components actives
biologically , it was looked for to study in this work some secondary
metabolites of the filamentous fungus Monascus ruber CCT 3802, all
originating from the polyketides pathway. This microorganism is used
traditionally at countries of the European Union, United States, China
and Japan for they produce biopigments as Monascus, through
fermentation of the rice; being this used in meats, fish, drunk, ice creams
and sweet shop. Among other molecules bioactives produced by species
of Monascus they are the enzyme amylase, largely used in the industries
of foods, pharmaceuticals and of cosmetics, and the mevinolina
(lovastatin), that has been used as dietary complement in the treatment
of the hypercolesterolemia for inhibiting the biosynthesis of the
cholesterol. The present work search to enunciate the metabolics
characteristics of the filamentous fungus Monascus ruber CCT 3802 the
those related to the production of red pigments, amylase and lovastatin
in different substrates: glucose, starch, rice powder and corn steep liquor
in cultivation submerged. The largest pigment concentrations Monascus
and biomass were obtained with the starch and monosodium glutamate
as source of carbon and nitrogen respectively being in the order of 4,98
UDOygo and 5,24 g/L while in the cultivation means studied and used
techniques the lovastatin was not detected. Still in the study, Monascus
produced high concentrations of amylase (35,22 Ul).

Keywords: Pigments, lovastatin, amylase, Monascus ruber, submerged
medium.






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mercado Mundial de corantes alimenticios, dados de 1992

Fonte: Kilikian (2002).........ccocoviviiiiiniei e 43
Figura 2 — Forma estrutural do amido..........ccccocereniiiennenneneses 45
Figura 3 - Micromorfologia (hifas e conideos) e Macromorfologia do
Monascus ruber Fonte: Moritz (2005)........ccccveirinnenennieneeseeeenes 51

Figura 4 - Via Metabolica dos policetideos (HAJJAJ et al., 1999a)......52
Figura 5 — Processo de producdo industrial do pigmento Monascus
(ALLOK, 2001)...ctieieieieeeieirieiesieieie ettt sesee e sessene s 55
Figura 6 - Estruturas dos seis pigmentos produzidos por espécies de
Monascus - 1, monascina, 2, ankaflavina; 3, monascorubrina, 4,

rubropunctatina; 5, monascorubramina, 6, rubropunctamina................. 56
Figura 7 - Esquema hipotético de formacdo de N-
glutarilmonascorubramina por Monascus ruber.............cccccevevieieeieneas 57

Figura 8 - Esquema de formacdo de citrinina e pigmento vermelho a
partir da condensacdo de 1 molécula de acetil CoA e 3 moléculas de

MAIONTT COA.....oo e 59
Figura 9 - ReagBes quimicas ocorridas para formacgdo de citrinina e
PIgMENt0 VErMEIN0......ccoieiiiee e 61

Figura 10 — Processos de purificacdo e caracterizacdo das estruturas
envolvidas para formacdo dos pigmentos extracelulares bem como a
ocorréncia de  complexos “EDA”  destes pigmentos  (N-
glutarilrubropunctamina — GTR; N-glutarilmonascorubramina — GTM,;
N-glucosilmonascorubramina - GCM e N-glucosilrubropunctamina —

GCR) Fonte: Hajjaj et al. (1997)....cccceiiiiiiiireire e 62
Figura 11 - Biossintese hipotética da lovastatina.............cccecervvvennnnne. 67
Figura 12 — Estruturas de monacolinas em red yeast rice............c.c....... 69
Figura 13 — Conversédo das formas da mevinolina..............ccccccevevnnnen. 70
Figura 14 — Shaker orbital utilizado para os cultivos celulares de
Monasus ruber CCT 3802........coeriirierieerie et 79
Figura 15 - Procedimento utilizado para determinacdo da enzima
AMIIASE. ....cviceiiece e bbb 15

Figura 16— Evolugdo das concentracdes de biomassa, absorbancia do
pigmento vermelho (UDO,g), concentracao de etanol (g/L), consumo de



glicose e pH em meio de cultivo submerso contendo glicose (20 g/L) e
glutamato monossédico (GMS) & temperatura de 30°C e 150 min™ de
freqliéncia de agitagdo. (Os dados encontram-se no Apéndice)............. 90
Figura 17- Esquema da fermentacdo alcodlica realizada pelos fungos..92
Figura 18 - Evolucdo das concentragdes de biomassa, absorbancia do
pigmento vermelho (UDOgg), amilase e pH em meio de cultivo
submerso contendo amido (3 g/L) e glutamato monossédico (GMS) a
temperatura de 30°C e 150 min™ de freqiiéncia de agitacdo. (Os dados
encontram-se N0 APENAICE).......cccvivvrerre e 94



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Pigmentos naturais usados no Japdo em 1994............c..c...... 38
Tabela 2 - Pigmentos naturais aprovados para uso no Brasil................. 39
Tabela 3 - Aceitacdo dos Corantes Naturais nos Principais Mercados
INEEINACIONAIS. .....cviiviciicieeie ettt 42
Tabela 4 - ConcentracBes dos constituintes do meio de cultivo para
0btenGa0 de 10VaStatiNg.........c.cooeiririeieie s 76

Tabela 5 - Influéncia da fonte de aminoacidos, na concentracédo de 5 g/L,
sobre a producdo de pigmento vermelho, expresso em DOsy €
CIEFININAL ot ettt et sbe e 95






LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E UNIDADES

BDA — Batata Dextrose Agar;

CDB — Caldo Dextrose Batata;

dL — decilitro (1 x 10™'L);

GMS — Glutamato Monossodico;

HMG-CoA — 3 — hidroxi — 3 — metilglutaril coenzima A,

min™ — Unidades de Freqgiiéncia de agitacéo;

pH — Potencial hidrogenidnico;

PIB — Produto Interno Bruto;

Pmax — Produtividade maxima;

rpm — rotagfes por minuto;

t— Tempo;

UDOug — Unidade de Densidade Optica a 480 nm que representa a
quantidade de pigmento vermelho (pigmento Monascus);

U/dL — Unidades Caraway (que representa a quantidade de amilase por
dL);

Ul — Unidades Internacionais;

Ywmis = Fator de conversdo de substrato S no componente M (pigmento
Monascus), (UDO480.g.L™) ou X, biomassa (g.g™);

Y x5 — Fator de Conversao de Substrato em Células;

max= Velocidade especifica maxima de crescimento.






SUMARIO

INTRODUGAO.........ooeieeeieeeeeeeeeeseseses s sessiss s ssess s anass s 29
OBJIETIVOS ..ottt et 33
1- REVISAO BIBLIOGRAFICA.......co.oovieineieinseisseseesseesennnes 35
1.1 - Corantes AHMENTArES........cccereiieieieiee e 35
1.2.2 - DEfINIGAO. ..c.viiiieiiiesiee e e 35
1.1.2 - ClaSSIfICAGAD .....covevenieiiiie e 35
1.1.3 - Vantagens e Desvantagens de Corantes Naturais e Artificiais .. 36
1.1.4 - Pigmentos Naturais para Alimentos............ccocvvvvererieresvereeneens 37
1.1.5 - Legislacdo Nacional e Internacional de Corantes..........c..c........ 40
1.1.5.1 - Corantes Permitidos para Alimentacao no Brasil ................... 41
1.1.5.2 - Corantes Naturais Permitidos na Alimentacdo Pelos Principais
Mercados INtErNACIONAIS ........cvvvrverieiririeieee e 41
1.1.6 - Potencial de Mercado de Corantes Naturais ............cccceceveruennen 43
1.1.6.1 - Mercado Internacional ............c.ccoeviinininiine e 43
1.1.6.2 - Mercado NaCional.............cccoeieniiniiniiees e 43
1.2 - AMIAO i e 45
1.3 - AMIIASES. ...ttt 46
1.4 - Alimentos FUNCIONAIS .........c.cceiveeieiiiieiece e 47
1.5 - Aplicacdo Biotecnoldgica dos Fungos Filamentosos.................... 48
1.6 - GENEIO MONASCUS........ecveevierriieiteeteete ettt sre e sre e 50
1.7. - Metabolismo Secundario do Fungo Filamentoso Monascus
FUDBT .o bbb 51
1.7.1. - POLCELIAROS ...t 51
1.7.2 - Metabolismo dos Policetidens ..........cccoevveveiiieeicicieceee 52
1.8 — Produgdo de metabdlitos de interesse industrial a partir do fungo
filamentoso MONASCUS FUDET ........cc.cviiiiieicisc s 53
1.8.1 - Pigmentos IMONASCUS ......cc.evverveeierieriesieeiesiesieseeie e e ssaeee e 54

1.8.1.1 - Grupos de Pigmentos Produzidos por Espécies de Monascus 55



1.8.1.2 - Metabolismo de Formacdo dos Pigmentos e Citrinina............ 56
1.8.1.3 - Caracterizagdo do Corante Produzido por Monascus ruber CCT

BB02... ettt ettt et e et e e 61
1.8.2 - Producdo de Enzimas por Monascus ruber ..........ccccoevvveveenienne. 64
1.8.3 - Producéo de Lovastatina por Espécies de Monascus................. 65
2 - MATERIAL E METODOS .....cooiiieieicieeeeeseeieeeeee st 73
2.1 - Procedimentos EXPErimentaisS. ......c.ccovvrvrvererenesieenesieseeeee e 73
2.2 - MICIOIQaNISMO. .. .eveiveerieieseeereeie e eeeseesee e esee e stesneeseeseesreeneeseenes 73
2.3 - Meios de Cultivo e CondigBes de Operagao.......ccocervvrvrveeereens 74
2.3.1 - Manutencao da CUltUra...........cocvvveriere e 74
2.3.2 - Preparo dos Meios de CUItiVO...........ccocevereinieienenee e 74
2.3.3 - Preparo da Solugdo de Nitrogénio-Milhocina............ccocceerunee. 77
2.3.4 - Preparo do Pré-INOCUl0 ..........ccoeieiviiinee e 77
2.3.5 - Inoculagdo do FUNQGO......ccceeverivieeee e 78
2.3.6 - Ensaios em Frascos Agitados e CondicGes de Operagéo............ 78
2.4 - Métodos ANAITLICOS. .......cuevieeeireceice e 79
2.4.1 - Tratamento das AMOSEIAS .......ccceoeirerenierieene e 79
2.4.2 - Determinacdo da Concentracdo Celular ..........cccooevvvvivecinnnnn, 80
2.4.3 - Determinacdo da Concentracdo de Pigmento Vermelho ........... 80
2.4.4 - D0sagem de GlICOSE ....c.uoveviereieiee e 80
2.4)5 - Determinagdo da Concentracdo de Etanol..........c.ccocoecvvceninnen. 81
2.4.6 - Dosagem de AMIlase .........ccooevereieiiiene e 82
2.4.7 - Determinacao de Lovastating...........ccoevvvevenenesieenesnsneee s 84
2.4.8 - Tratamento de Dad0S. ........couvererieiniiineieese e 84
2.5 - Estudo da Producao de pigmentos vermelhos ...........ccccceevevenenn 85
2.6 - Estudo da Producdo de Amilase .........cccccevvevevevecieenc e 86
2.7 - Estudo da Producao de Lovastating............ccecvveerneninccnieeninen, 86

3-RESULTADOS E DISCUSSAO......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 89



3.1 - Estudo da Producdo de Pigmentos Vermelhos Utilizando Glicose

COMO FONE A8 CarbONO ......evveeeeeeeie ettt s s 89
3.2 - Estudo da Producdo de Amilase Utilizando Amido como Fonte de
(0= 1 010131 93
3.3 - Estudo da Producgéo de Lovastating ..........cccccevvvvrvereiennneeniennns 97
4 - CONCLUSDES. ... oottt e, 99
SUGESTOES ...t 101
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....ooeeeeeieeeeeeeeeeeree 103
ANEXO et 119






1. INTRODUCAO

Atualmente os fungos filamentosos assumem um importante
papel na vida e meio ambiente e tém sido encontrados para muitos usos.
Seu potencial bioguimico pode ser traduzido na producdo de moléculas
bioativas como proteinas heter6logas, acidos organicos, enzimas e
policetideos 0 que 0s tornam organismos promissores para as mais
diversas industrias (KOUTINAS et al., 2003; KUMAR et al., 2003a,
2003b; LIU et al., 2002).

Diante deste contexto, espécies do fungo Monascus se destacam
por produzir pigmentos naturais, substancias antibidticas, farmacos e
enzimas (AKIHISA et al., 2004; FENICE et al., 2000; WANG; LEE;
PAN, 2003). Estes fungos filamentosos ndo sdo patogénicos e seus
produtos sdo frequentemente usados como corantes em alimentos
(JUZLOVA; MARTINKOVA,; KREN, 1996). Os fungos Monascus tém
sido utilizados em paises do Oriente para fazer vinho vermelho de arroz,
vinho vermelho Shao-Hsing, queijo vermelho de soja e Ang-Khak (arroz
vermelho chinés) (LIN, 1973 apud LIN; DEMAIN, 1991). Novas
aplicacbes em alimentos, como a coloracdo de carne processada
(salsicha e presuntos), produtos de pesca como Kamakoko (pasta de
peixe) e Ketchup tém sido descritos (SWEEN et al., 1981 apud HAJJAJ
etal., 1997).

Dentre os metabolitos de maior interesse industrial podem ser
citados os pigmentos amarelo, laranja e vermelho, onde coram o vinho,
peixe e produtos carneos, sendo principalmente usados no sul da China,
Taiwan, Japdo e Indonésia. O corante do arroz vermelho chinés (Ang-
Khak ou Anka) é produzido pelo crescimento de espécies de Monascus
(GUNNARD; WASILESKI; ALAN, 1994; MACARIO; PALO;
MACEDA, 1960). Estes microrganismos sdo tradicionalmente
cultivados em meio solido, grdos de arroz ou pdo. Embora a
fermentacdo em estado sélido ndo permita que os parametros de cultivo
sejam controlados, os estudos nesse meio de cultura tém sido realizados
com maior frequéncia tanto no Brasil como em outros paises
(CARDENAS et al., 2001; HAJJAJ et al., 1999a; LIN; DEMAIN,
2000). Todavia, estudos em cultivo submerso em meio sintético ou
complexo tém sido desenvolvidos recentemente (HAJJAJ et al., 2000a;
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LIN, 1973 apud LIN; DEMAIN, 1991) tem demonstrado que a
producdo de pigmento em fermentagdo submersa é muito menor que na
cultura sélida. Entretanto, estudos em cultivo submerso permitem um
maior conhecimento metabdlico/bioquimico, além da regulacdo
metabdlica da producdo de importantes moléculas bioativas produzidas
por espécies de Monascus.

A preocupacdo com a qualidade de vida € um dos pontos fortes
da época atual. A busca por produtos que ndo agridam o meio ambiente
e tragam beneficios ao ser humano é uma realidade no meio cientifico.
Pelo fato de muitos pigmentos sintéticos estarem relacionados a
carcinogenicidade, h4 uma busca incessante pelo uso de pigmentos
naturais, entre eles o pigmento Monascus, sendo incluido portanto num
dos grupos de pigmentos mais saudaveis a sallde humana, 0s pigmentos
naturais.

A apresentacdo escrita do presente estudo foi dividida em
quatro capitulos. A estrutura basica, com uma abordagem sucinta de
cada capitulo, é apresentada a seguir.

CaAPiTULO 1 - Revisdo Bibliografica: explana conceitos
relacionados a pigmentos naturais e sintéticos bem como producdo e
mercado de pigmentos, relacionando também os metabdlitos
secundarios - pigmentos, enzima amilase e lovastatina produzidas pelo
fungo Monascus ruber ressaltando as caracteristicas metabdlicas do
fungo em questéo.

CAPITULO 2 - Material e Métodos: neste capitulo sdo
apresentados 0s materiais, equipamentos, microrganismo, meios de
cultivo e procedimentos utilizados para a realizagdo dos ensaios e
bioprocessos.

CAPITULO 3 — Resultados e Discussdo: aqui sdo apresentados
os resultados obtidos na producdo de pigmentos vermelhos pelo fungo
filamentoso Monascus ruber CCT 3802. Dando continuidade, sdo
expostos os resultados obtidos nos bioprocessos para a producdo da
enzima amilase, bem como, a verificacdo da lovastatina.

CaPiITULO 4 - Conclusdo: esse capitulo apresenta as
conclusdes obtidas a partir dos estudos realizados no trabalho, de modo
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a fornecer dados e informagdes, que possam contribuir para ressaltar
e/ou aprimorar estudos de fungos filamentosos em cultivo submerso.






OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral o estudo da producdo de
pigmentos vermelhos, lovastatina e amilase por Monascus ruber CCT
3802 em cultivo submerso, utilizando meio sintético.

Os objetivos especificos foram:

1.

2.

Estudar a producdo de pigmento vermelho utilizando a
glicose como principal fonte de carbono.

Estudar a producéo de pigmento vermelho utilizando o
amido de arroz como principal fonte de carbono.
Estudar a produgdo de amilase utilizando o amido de
arroz como principal fonte de carbono.

Estudar a produgdo de lovastatina utilizando glicose,
amido de arroz e residuos de interesse regional - farelo
de arroz e milhocina.

Relacionar a importancia das fontes de carbono na
producgdo das moléculas bioativas por Monascus ruber
CCT 3802 com os mecanismos de obtencdo das
mesmas.






1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 - Corantes Alimentares
1.1.1 - Definicéo

De acordo com a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, do
Ministério da Saude, (SVS/MS), portaria n° 540/97 corante é a
substancia que confere, intensifica ou restaura a cor de um alimento
(BRASIL, 1997).

A importancia dos corantes faz com que os produtos
industrializados tenham uma aparéncia semelhante aos produtos naturais
e, portanto, mais agradavel aos olhos do consumidor, aumentando assim
a aceitabilidade do produto. Os corantes séo considerados essenciais nos
processos industriais de alimentos, sendo utilizados em praticamente
todos os produtos alimenticios industrializados e constituindo-se dessa
forma um grande alvo da inddstria alimenticia.

1.1.2 - Classificacéo

Os corantes alimentares podem ser naturais ou sintéticos e na
maioria das vezes sdo desprovidos de qualquer valor nutricional.

Os corantes permitidos pela legislacdo brasileira para uso em
alimentos estdo divididos nos seguintes grupos (MAIMOM, 2000):

C.l — Corante Organico Natural: é aquele obtido a partir de um
vegetal ou, eventualmente, de um animal, cujo principio tenha sido
isolado com o emprego de processos tecnoldgicos adequados.

C.1l — Corante Organico Sintético: é aquele obtido por sintese
organica, mediante 0 emprego de processos tecnoldgicos adequados, e
ndo encontrado em produtos naturais.

C.IlII — Corante Orgénico Sintético ldéntico ao Natural: é o
corante elaborado sinteticamente, cuja estrutura quimica é semelhante a
do principio isolado do corante organico natural.
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C.IV — Corante Inorganico: é aquele obtido a partir de
substancias minerais e submetido a processos de elaboragdo e
purificagdo adequados a seu emprego em alimentos.

C.V — Corante Caramelo: é aquele obtido pelo aquecimento
controlado do acgucar invertido ou de outros carboidratos na presenca de
compostos de aménia e de sulfitos.

1.1.3 - Vantagens e Desvantagens de Corantes Naturais e Artificiais

Sob o ponto de vista técnico, os beneficios obtidos com o
emprego dos corantes sintéticos nas industrias de alimentos sdo muitos,
pois 0s mesmos possuem baixo custo, melhor poder tintorial, boa
estabilidade, maior pureza e disponibilidade; e fornecem grande faixa de
coloragdo, proporcionando infinita variacdo de tons e garantindo aos
processadores de alimentos a tonalidade adequada ao produto que se
pretende colorir. O fato, porém, dos corantes sintéticos serem aprovados
pelo Codex Alimentarius, 6rgdo ligado a Organizacdo Mundial da Salde
(OMS), ndo descarta a possibilidade destes produtos apresentarem
efeitos adversos de toxicidade, mutagénese e potencial carcinogénico
(ABRUNHOSA et al., 2001; ATROSHI et al., 2002; BAILLY et al.,
2002; BEGUM; SAMAJPATI, 2000; BERNDT, 1998; BONDY;
ARMSTRONG, 1998; DA LOZZO; OLIVEIRA; CARNIERI, 1998;
EL-KADY; EL-MARAGHY; ZOHRI, 1994; HIPLER et al., 2000;
JANARDHANA; RAVEESHA; SHETTY, 1999; JUNG et al., 2001;
KREJCI; BRETZ; KOECHEL, 1996; MILLS et al., 1995; SABATER-
VILAR; MAAS; FINK-GREMMELS, 1999; SCUDAMORE;
HETMANSKI, 1995).

O numero de corantes sintéticos permitidos pela legislagdo tem
diminuido por isso o interesse das indistrias de alimentos esta focado no
desenvolvimento de pigmentos alimentares obtidos a partir de fontes
naturais.

Os corantes naturais, obtidos através de diversos processos,
além de serem reconhecidos com o rotulo de “naturais” e, portanto,
tendo uma melhor aceitacdo pelo consumidor, apresentam ainda outras
vantagens. A maioria dos pigmentos naturais sdo extraidos de plantas
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ou Vvegetais e de microrganismos, tendo-se portanto uma vasta fonte de
extracdo do produto (SAKUTA; KOMAMINE, 1987 apud JACOBSEN;
WASILESKI, 1994).

Embora se tenha uma boa perspectiva com relacdo a maioria
dos pigmentos naturais, estes também podem apresentar desvantagens
como: maior dificuldade de aquisicdo (prego/disponibilidade),
dificuldade na padronizacdo da cor, menor estabilidade a luz e ao pH,
menor solubilidade além de apresentarem poucos estudos toxicolégicos
(FRANCIS, 1989). Assim, na formulagdo do pigmento natural
industrializado, sdo utilizadas moléculas que conferem maior
solubilidade, estabilidade, poder de emulsificacdo, espessantes, de tal
maneira que as propriedades dos corantes sejam mantidas.

Os corantes vermelhos produzidos por diversas espécies do
género Monascus em culturas solidas utilizados principalmente para
colorir alimentos fermentados sdo muito bem estudados na Asia
(PASTRANA et al., 1995). Suas propriedades terapéuticas e sua relativa
estabilidade com relagdo ao pH e temperatura (BLANC, 1998; HAJJAJ
et al., 1998; KILIKIAN, 2002; KIM et al., 2002; LIN; DEMAIN, 1995),
sdo aspectos importantes na substituicdo dos corantes naturais pelos
sintéticos.

1.1.4 - Pigmentos Naturais para Alimentos

Quase todos os pigmentos naturais (Tabela 1 e Tabela 2)
presentes nos alimentos possuem estruturas complexas com diferentes
grupos funcionais nas moléculas. Os principais tipos de pigmentos
naturais estdo agrupados pelo tipo de estrutura basica em:
porfirinas;
betalainas;
flavonoides;

o antocianinas (cores azul e vermelho)
o antoxantinas (cores nos tons amarelos)
o leucoantocianidinas (incolores)
carotenoides;
taninos;
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e outros pigmentos (quinonas - 4&cido carminico,
polifendis, Monascus - Monascin, etc.) (BOBBIO;
BOBBIO, 2001).

Tabela 1 - Pigmentos naturais usados no Japdo em 1994

Pigmento alimentar Quantidade (kg)
Carotendides 1230 000
Annatto 550 000
Paprika 250 000
Gardenia yellow 350 000
Extracted carotene 80 000
Antocianinas 385 000
Red cabbage 100 000
Grape skin 100 000
Berry 90 000
Purple corn 50 000
Grape juice 20 000
Red perilla 15 000
Purple sweet potato 10 000
Flavonoides 308 000
Kaoliang 26 000
Onion 50 000
Shea nut 2 000
Cacao 50 000
Safflower 180 000
Antraquinonas 133 000
Cochineal 120 000
Madder 10 000
Lac 3000
Outros 1195 000
Beet 230000
Curcumin 150 000
Monascus 700 000
Gardénia blue 100 000
Oleo vegetal Safflower 180 000
Spirulina 15 000
TOTAL 3251 000

Fonte: Watanabe et al. (1999)
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de Numeracdo de Aditivos

Alimentares, conforme apresenta a Tabela 2, foi elaborado pelo Comité
do Codex sobre Aditivos Alimentares e Contaminantes de Alimentos

para estabelecer um Sistema Numérico

Internacional (INS) de

identificacdo dos aditivos alimentares nas listas de ingredientes como
alternativa a declaracdo do nome especifico do aditivo (Cl name),
baseado no numero de identificagdo (CI). O International Numbering
System (INS) ndo sup8e uma aprovagdo toxicoldgica da substancia pelo
Codex (ANVISA, 2001).

Tabela 2 - Pigmentos naturais aprovados para uso no Brasil

INS* Cl** Cl name*** Corante
100 75300 | Natural Yellow 3 Curcuma/ curcumina
101i - - Riboflavina
101ii - - Riboflavina 5" fosfato de sodio
Carmim, &cido carminico, cochonilha,

120 75470 Natural Red 4 sais de Na. k. NH4. Ca
140i 75810 | Natural Green 3 Clorofila
140ii 75810 | Natural Green 3 Clorofilina
141i 75815 | Natural Green 3 Clorofila cuprica
141ii 75815 | Natural Green 3 Clorofilina cuprica, sais de Na e K
153 - - Carvéo vegetal

160 a (i) | 75130 | Food orange 5 Carotenos: be;(ttezzo:r:j)turais (alfa,
160b 75120 | Natural Orange 4 Urucum, b;:ii:?jénﬁgb;xli(na, annato,
160c - - Paprica, capsorubina, capsantina
160d 75125 | Natural Yellow 27 Licopeno
160e 40820 | Food Orange 6 Beta-apo-8”-carotenal
160f 40825 | Food Orange 7 Ester metilico ou etilico do &cido
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Beta-apo-8”-carotenal
161b - - Luteina
1619 40850 | Food Orange 8 Cataxantina
162 - - Vermelho de beterraba, betanina
163 i - - Antocianinas (de frutas e hortalicas)
163ii - - Extrato de casca de uva

Fonte: Anvisa (2001)

INS*- Sistema Numérico Internacional
CI** — NUmero de Identificagdo

CI name*** — Nome especifico do aditivo

Atualmente, ha uma infinidade de novas fontes de corantes
naturais na natureza com grande potencial para colorir os alimentos.
Como exemplo das novas descobertas, ha a cultura de células e a cultura
de tecidos, usadas com sucesso para a produgdo comercial de pigmentos.
Carotenoides, antocianinas e betalainas podem ser sintetizadas e
cultivadas por este processo (HANAGATA et al., 1994; HARKER;
PECKER; HIRSCHBERG, 2000; NEGRO; FERNANDEZ, 2000).

1.1.5 - Legislagdo Nacional e Internacional de Corantes

Nos ultimos anos, observa-se uma nova tendéncia no consumo
de corante que resulta em uma substituicdo dos corantes sintéticos pelos
naturais. De acordo com Hallagan (1991 apud MAIMOM, 2000), o
FDA (Food and Drug Administration) permite o uso de apenas sete
corantes artificiais na industria alimenticia e de cosméticos, enquanto
anteriormente este nimero j& chegou a oitenta.

No Brasil, a legislagdo de alimentos e cosméticos esta a cargo
do Ministério da Salde, sendo que as normas brasileiras para corantes e
aditivos sdo baseadas nas normas e regulamentaces americananas.
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1.1.5.1 - Corantes Permitidos para Alimentacao no Brasil

A partir da Resolucdo n.° 4 de 24 de novembro de 1988, a qual
revisou todas as tabelas referentes a aditivos dispostos no decreto n.°
55.871, ficaram definidos como Corantes Sintéticos: amarelo creplsculo
F.C.F., tartrazina, azul brilhante F.C.F., indigtina, bordeaux S ou
amaranto, eritrosina, ponceau 4R e vermelho 40. O Brasil permite os
seguintes corantes artificiais; Tartrazina, Amarelo Crepusculo,
Amaranto, Ponceau 4R, Vermelho 40, Eritrosina, Azul Indigotina e
Azul Brilhante, Verde Répido, Azul Patente V e Azorrubina (BRASIL,
1998 apud MAIMON, 2000). Dentre os corantes sintéticos, de maior
uso, pode-se citar as xantinas (eritrosina), trifenilmetanos (azul-
brilhante), os monoazos (vermelho-sélido E, escarlate GN, ponceau 4 R,
vermelho 40, amarelo-crepisculo e laranja GGN), a pirazolone
(tartazina) e a indigéide (indigotina) (PRADO; GODOY, 2004).

1.1.5.2 - Corantes Naturais Permitidos na Alimentacdo Pelos
Principais Mercados Internacionais

No mercado internacional ha uma nitida preferéncia em liberar
0 uso de corantes naturais e restringir 0 uso dos sintéticos, seja no ramo
de alimentos ou no de cosméticos. Entretanto, os limites de Ingestdo
Diaria Aceitaveis (IDA) para 0s corantes naturais precisam ser
estabelecidos para simplificar sua comercializa¢do atual e expandir seu
mercado futuro. De acordo com Maimom (2000) os carotenoides,
carvdo, clorofila simples, urzela, vermelho de beterraba e xantofilas, s&o
exemplos de corantes naturais que ndo possuem tal atributo (Tabela 3).
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1.1.6 - Potencial de Mercado de Corantes Naturais
1.1.6.1 - Mercado Internacional

Segundo um estudo realizado por Maimom (2000): “Observa-
se a substituicdo dos corantes artificiais decorrentes da
sensibilizacdo ecoldgica que se traduz em uma exigéncia
crescente dos consumidores e dos 6rgdos de salde que
questionam os efeitos colaterais dos aditivos quimicos. Os
consumidores entendem que quanto mais natural o alimento,
mais saudavel ele é.”

O mercado mundial dos pigmentos, apresentado na Figura 1, é
estimado em quase um bilhdo de dolares americanos. Segundo Blanc
(1999), o mercado de pigmentos naturais, € 0 que apresenta maior
crescimento, a uma velocidade de 5 a 10% ao ano.

o Pigmentos Arificias
11%

0% r,,,f"" 42% B Pigmentos Naturais

1 Pig. Estruturalments
[denticos naturais

A% o Caramelos

Figura 1 - Mercado Mundial de corantes alimenticios, dados de 1992
Fonte: Kilikian (2002)

1.1.6.2 - MERCADO NACIONAL

Dados de 2001 demonstraram que a indUstria de alimentos, no
Brasil, representava 4% do PIB e 30% do total das exportagdes e que 0
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setor contou com 38 mil empresas, 750 mil empregos diretos e
faturamento anual de R$ 58,1 bilhdes. Considerando que a maioria dos
alimentos processados leva corantes, o mercado destes pigmentos esta
em franca expansdo (MAIMOM, 2000).

Embora a tecnologia disponivel nas industrias brasileiras nem
sempre seja competitiva em nivel de qualidade e de pregos com a
tecnologia existente no Japdo, Estados Unidos e Europa, ha no Brasil
indUstrias com capacidade técnica e produtos com excelente qualidade.
A exemplo disso, tem-se as empresas que compdem o mercado de
corantes naturais e que sdo diversificadas quanto a sua estrutura fisica e
tecnologica. Considerando aquelas pertencentes a um mesmo patamar,
podem ser citadas: CHR Hansen's Ind. e Com. Ltda.; Baculeré
Agroindustrial Ltda.; Basf Brasileira S/A, SBI System Bio industries do
Brasil Ltda.; Caal - Casa Americana de Artigos para Laboratorios Ltda.;
IFF Esséncias Ltda.; Brastokio, Roche, Star & Arty Indredientes
alimenticios Ltda.; Duas Rodas industrial Ltda.; Cordianil; Condicor,
Star e Arty; Corin; Sabor; Liotécnica; Penina; Corantec; Sanrisil;
Adicon; Firance; Organa; Simexport; M. Cassab; Laboratério Exato;
Dragogo; Quest; Ciesa; Mix; Gremafer; Kraki Lopesco; CAQ - Casa
Quimica; Divital; Coveg; e Macalé (MAIMOM, 2000).

A exportacdo de corantes naturais pelo Brasil para os paises
desenvolvidos, podera ser de grande importancia nos proximos anos, em
face das restricdes legais ao consumo de alguns corantes sintéticos que
sdo fundamentais na aparéncia dos produtores de clorofila, clorofilina de
sodio ou de cobre, hematoxilina, hematena, tornassol e outras matérias
(MAIMOM, 2000).

Como resposta aos riscos oferecidos pelos corantes sintéticos, o
Brasil assim como outros paises tém manifestado esforcos nas pesquisas
com corantes naturais, o que faz com que o interesse por produtos
naturais esteja crescendo no Brasil e no mundo, embora a maioria das
indUstrias concorde que o custo para produzir os corantes naturais seja
bastante elevado. Ainda assim, ha forte tendéncia de utilizacdo desses
nos mercados interno e externo.



1.2 - Amido

O amido é um homopolissacarideo constituido por dois tipos de
polissacarideos: amilose, de cadeia linear ndo ramificada, formada por
unidades de glucose em ligacdo alfa-1,4 e por amilopectina, de cadeia
ramificada, formada por unidades de glucose em ligacdo alfa-1,4 e alfa-
1,6 (Figura 2). Em geral, o teor de amilose & menor do que o de
amilopectina.

Segundo relatos bibliograficos (CARDENAS et al., 2001;
SABATER-VILAR; MAAS; FINK-GREMMELS, 1999), espécies de
Monascus sao produtores de diversas enzimas, entre elas, o — amilase,
— amilase e glicoamilase (WONG et al., 1986) (ambas utilizadas na
hidrolise total do amido a glicose).

H,OH

Amilopecting (amida).

Figura 2 — Forma estrutural do amido
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1.3 - AMILASES

A hidro6lise &cida do amido foi desenvolvida no inicio do século
XIX, pelo quimico alemdo Kirchhof. Este pesquisador observou que,
guando o amido era fervido em uma solucdo acida, transformava-se em
uma solucgdo de sabor doce. Os problemas e as limitagfes desta técnica,
como a formacdo dos produtos secundarios, que adicionam custos com
separacdo e a falta de flexibilidade em relagdo aos produtos finais de
reacdo, abriram espaco para estudos de hidrélise enzimatica do amido na
Europa e nos Estados Unidos, a partir de 1909 (BON; PEREIRA, 2002).

Atualmente, além da o- amilase e da glicoamilase, utilizadas na
hidrolise total do amido a glicose, outros tipos de amilases microbianas,
como a [-amilase, a pululanase, a isoamilase e a ciclodextrina
glicosiltransferases sdo usadas industrialmente na hidrdlise seletiva do
polissacarideo. Os produtos obtidos apresentam caracteristicas
especificas e alguns com alto valor agregado, como as ciclodextrinas,
sdo usados principalmente nas industrias de alimentos, farmacéutica e de
cosmeticos. O uso destas enzimas possibilitou um avango qualitativo e
guantitativo consideravel na inddstria do amido nos Ultimos 40 anos
pois, até entdo, este biopolimero era processado industrialmente por
hidrélise 4cida (YONGSMITH et al., 2000).

O Brasil importou, durante o0 ano de 1997, 2.300 toneladas da
enzima amilase, correspondendo a US$ 17.429.321,00; representando
esse grupo 50% do total importado em enzimas. Seu uso, amplamente
difundido na inddstria alimenticia, é o responsavel pelo grande volume
negociado. Estados Unidos, Finlandia e Dinamarca, juntos respondem
por 80% das importacdes. Quanto a exportacdo, foram comercializadas
30 toneladas, que correspondem a US$ 574.415,00. Os principais
compradores do produto brasileiro sdo os paises da América do Sul, que
receberam cerca de 80% do total exportado pelo pais. Como ndo séo
divulgados os dados sobre a producdo de amilases no Brasil, ndo é
possivel identificar a procedéncia das amilases exportadas (ha a
possibilidade do Brasil ter exportado para a América do Sul o excedente
importado da Europa e Estados Unidos) (BON; PEREIRA, 2002).
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No Brasil, o custo das enzimas industriais é alto, pois 0s
biocatalisadores sdo majoritariamente importados ou produzidos no pais
em monopolios nacionais ou internacionais. Este fato limita,
qualitativamente e quantitativamente, a expansdo do uso industrial de
enzimas no pais, carente em desenvolvimento biotecnoldgico para a
producdo e uso de enzimas e para que este quadro se reverta sdo
necessarios investimentos expressivos nesta area (BON; PEREIRA,
2002).

Os microrganismos realizam a fermentagdo com o objetivo de
produzir energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP) para as
necessidades de crescimento celular e manutencdo celular, dai a
presenca de um sistema enzimatico natural num processo fermentativo
por microrganismos.

1.4 - Alimentos Funcionais

Um alimento ndo deve simplesmente satisfazer as necessidades
nutricionais de um ser humano, mas também contribuir para a prevencdo
e/ou tratamento de doencas. Com avanco dessas idéias surge entdo, 0s
chamados alimentos funcionais ou nutracéuticos, denominagdes estas
que diferem de um pais para outro. As empresas de biotecnologia
envolvidas na pesquisa e desenvolvimento de produtos nutracéuticos
pertencem, principalmente, as industrias alimenticias (55%) e
farmacéuticas (35%) (AGRONET, 2005).

No Brasil, este seguimento de mercado ainda é pequeno, porém
seguindo a tendéncia mundial o pais apresenta um grande potencial de
crescimento. Dessa maneira, em 30 de abril de 1999, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, com a intencdo de regularizar este
novo seguimento, publicou no Diario Oficial a Portaria n° 398, a qual
tem por objetivo estabelecer as diretrizes basicas para andlise e
comprovacdo de propriedades funcionais e/ou de salde alegadas em
rotulagem de alimentos (BRASIL, 2000). A importancia dessa portaria
situa-se na promogao de um maior esclarecimento e seguranga para a
populacdo. Em funcéo disso, a indUstria de alimentacdo, pesquisadores e
consumidores estdo atentos a esse novo conceito de alimentagdo. Japao
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e paises da Comunidade Européia sobressairam, regulamentando com
firmeza esse novo mercado, a fim de proteger o consumidor.

Sendo assim, o interesse e 0 destaque pelo fungo Monascus esta
cada vez maior, face ao nimero de patentes que podem ser encontradas
em varios paises e no final dos anos 70, algumas substancias, chamadas
monacolinas, que reduzem 0s niveis anormais de lipideos sangliineo
foram isoladas e analisadas a partir de produtos fermentados (ENDO,
1980; ENDO et al., 1985; ENDO; HASUMI; NEGESHI, 1985; ENDO;
KOMAGATA; SHIMADA, 1986). Em contrapartida, tém-se as
regulamentacGes que precisam ser seguidas para se ter uma garantia na
qualidade desses produtos, 0 que nem sempre acontece por estarem
muitas vezes em desacordo com a legislacéo vigente.

1.5 - Aplicacéo Biotecnolégica dos Fungos Filamentosos

O termo biotecnologia pode ser entendido como a obtencdo de
algum produto e/ou processo a partir da utilizacdo de células vegetais,
animais ou microbianas. Desta maneira, 0s interesses estdo cada vez
mais voltados em explorar as potencialidades dos fungos e de outros
seres vivos de um modo geral.

Durante a fase logaritimica de crescimento os produtos
produzidos sdo essenciais ao crescimento das células e incluem
aminoacidos, nucleotideos, proteinas, acidos nucléicos, lipideos,
carboidratos e outros, sendo referidos como produtos do metabolismo
primario. Seguindo o0s metabélitos primarios, alguns tipos de
microrganismos tendem a produzir durante as fases estacionaria e de
desaceleragdo os metabdlitos secundarios (SCRIBAN, 1985), porém, em
concentragcBes menores. Os metabdlitos secundérios podem ser ainda
uma conversdo microbiana de um  metabdlito  primario.
Alternativamente, pode ser um produto metabdélico do meio original de
crescimento que o microrganismo produz somente depois que um
nimero consideravel de células e metabolitos priméarios tenham sido
acumulados. O metabolismo secundario de microrganismos é parte do
seu processo de maturagdo normal (SCRIBAN, 1985). A importancia do
metabolismo secundario na producdo de células tem sido sujeito a
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consideraveis debates, mas a aplicabilidade desses metabdlitos na
fermentacdo industrial é notavel. Muitos metabdlitos secundarios tém
atividade antimicrobiana, outros séo inibidores de enzimas e muitos tém
propriedades farmacoldgicas. Portanto, os produtos do metabolismo
secundario tém formado a base de um namero grande de bioprocessos,
mas a sua producdo é algo dificil e requer um conhecimento entre as
interacbes e as condicbes do meio ambiente e microrganismo
(SCRIBAN, 1985). A fermentacdo industrial é utilizada na
biotecnologia para obter produtos Uteis a partir de células vegetais,
animais e especialmente de fungos filamentosos. Os fungos
filamentosos assumem um papel importante nas inddstrias de
fermentacdo, sendo obtidos por processos de fermentacdo os seguintes
produtos: &cido citrico, fumaérico, galico, glucdnico, propibnico, kéjico,
alcool etilico, enzimas, gorduras e manitol. Ainda sdo obtidas pelo
mesmo processo as substancias antibidticas, como a clavicina, citrinina,
crisogenina, espinosilina, flavicina, notatina, penicilina, penatina e
outras (FUTAMURA et al., 2001; MONTANI et al., 1988; SANKPAL;
KULKALNI, 2002; WANG et al., 2002). Estes organismos sdo ainda
bons candidatos para a producdo industrial de pigmentos, enzimas e
proteinas heterlogas como a monacolina (LOPEZ et al., 2003; NAIDU:;
PANDA, 2003; OGIHARA et al., 2001). Entretanto, um conhecimento
insuficiente da atividade metabdlica, metabdlitos intermediérios e
condicbes de cultivo desses organismos impede uma estratégia
bioguimica para aumentar o seu desempenho.

A escolha dos nutrientes adequados a geracdo do produto de
interesse esta relacionada a atividade metabolica desenvolvida pelos
microrganismos. Neste ponto, destaca-se a importancia das informagdes
obtidas sobre as exigéncias nutricionais dos organismos envolvidos no
processo. Assim, algumas vezes é preciso suplementar o meio de cultivo
ou controlar os componentes que possam inibir o seu desenvolvimento,
de modo a permitir uma rapida e eficiente conversdo da fonte de
carbono em produto de rendimento desejavel (BON; PEREIRA, 2002).
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1.6 - Género Monascus

O Monascus é um fungo da classe dos ascomicetos e é dividido
em 7 espécies denominadas M. ruber, M. pilosus, M. purpureus, M.
floridans, M. pallens e M. sangliineus (BLANC, 1998) e recentemente
M. mucoroides (CARDENAS et al., 2001). Porém, as espécies de maior
significancia para a industria alimenticia sdo: M. ruber, M. purpureus e
M. pilosus (MARTINKOVA et al., 1999).

Recentemente, pesquisadores estudando fungos
termoresistentes, descobriram que o fungo Monascus ruber também faz
parte deste grupo, tendo sido isolado apds processamento térmico de
conservas de azeitonas verdes (PANAGOU; KATSABOXAKIS;
NYCHAS, 2002).

O fungo filamentoso ou fungo teleomdrfico Monascus ruber,
obedece a seguinte classificacio:

. Filo: Eumycota
Subfilo: Ascomycotina
Classe: Ascomycetes
Subclasse: Plectomycetes
Ordem: Eurotiales
Familia: Monascaceae

Coldnias de Monascus ruber (Figura 3) apresentam um
crescimento relativamente rapido (5 dias) em meio BDA (Agar Batata
Dextrose), podendo crescer a diferentes temperaturas que podem variar
entre 20°C e 80°C, porém para a producdo de pigmentos, a temperatura
ideal varia entre 27°C — 30°C. Séo saprofitas do solo, suas coldnias
apresentam topografia levemente rugosa, circular, flocosa, de coloracéo
parpura, reverso também  pdrpura opaca, apresentando-se
micromorfologicamente so a forma de hifas e numerosos conideos que
podem apresentar-se de vérios tamanhos (Figura 3).



51

.

T v AT ¢
- ; SEhicelio aéreo

ruber Fonte: Moritz (2005)

1.7. - METABOLISMO SECUNDARIO DO FUNGO FILAMENTOSO
MONASCUS RUBER

1.7.1. - POLICETIDEOS

Os policetideos sdo produtos estruturalmente complexos e tém
historicamente demonstrado ser uma rica fonte de moléculas bioativas
para as industrias farmacéuticas e de alimentos. Nesse sentido, ha um
numero de substancias comercialmente importantes como antibidticos
(penicilina, eritromicina), agentes anticancerigenos (adriamicina, taxol),
imunossupressores  (ciclosporina, FK506), agentes redutores de
colesterol (lovastatina, pravastatina), agentes veterinarios (monensina,
avermectina) e agroquimicos (espinosina, bialopos) (KUJUMDZIEVA
et al., 1997). O potencial bioquimico e a capacidade de microrganismos
sintetizarem moléculas bioativas se traduz na capacidade de assimila¢do
de moléculas simples como a glicose, transformando moléculas como o
acetil CoA e malonil CoA (principalmente na condensacgdo destes dois
compostos) em produtos altamente complexos (Figura 4).
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Figura 4 - Via Metabolica dos policetideos (HAJJAJ et al., 1999a)

A via metabdlica dos policetideos em bactérias e fungos esta
relacionada ao metabolismo dos acidos graxos mas difere em alguns
deles nas reacBes de reducdo ou desidratacdo catalisadas por uma
enzima chamada policetideo sintase (PKS) (MONAGHAN, 1991 apud
KENNEDY et al., 1999).

1.7.2 - METABOLISMO DOS POLICETIDEOS

Os policetideos sdo classificados de acordo com sua diversidade
estrutural e rota metabolica, pela qual sdo sintetizados.

Lee e Papoutsakis (1999) relacionaram os &cidos graxos
sintases e policetideo sintases (PKSs) como sendo um conjunto de
multienzimas que catalisam condensa¢Bes descarboxilativas entre
tioésteres coenzima A. Enquanto os acidos graxos sintases catalisam
tipicamente um ciclo completo compreendendo uma cetoreducéo, uma
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desidratacéo, e uma enoilreducdo no grupo beta ceto no crescimento da
cadeia de carbonos, PKSs exclui este ciclo, ora reduzindo ora
equilibrando (regulando) todos os passos ap6s a condensa¢do. O
controle da variagdo do comprimento da cadeia, escolha dos
componentes, diferengas na reducdo dos ciclos, e estequiometria levam
a uma imensa variacao entre os policetideos naturalmente produzidos.

1.8 — PRODUGCAO DE METABOLITOS DE INTERESSE INDUSTRIAL A
PARTIR DO FUNGO FILAMENTOSO MONASCUS RUBER

Monascus é um fungo filamentoso que tem sido utilizado em
paises do Oriente como corante alimentar para preparar vinho vermelho
de arroz, vinho vermelho Shao-Hsing, queijo vermelho de soja e Ang-
Khak (arroz vermelho chinés) entre outros (LIN, 1973 apud LIN;
DEMAIN, 1991).

Outro metabdlito secundario de extrema importancia tem sido
obtido via fermentativa por espécies de Monascus - lovastatina
(monacolina purificada) - sendo inclusive utilizada como agente redutor
dos niveis de lipideos sanguineo (PAPPUN; ILLINGWORTH, 2002;
RHYU et al, 2000). Assim, existem inumeros resultados de
investigacdes, declaragdes, semindrios, patentes e outros, demonstrando
que os alimentos fermentados a partir de Monascus ndo causam efeitos
danosos aos consumidores (BLANC et al., 1994; FABRE et al., 1993;
KUNS et al., 1992 apud CALVO; SALVADOR, 2002; WONG,;
KOEHLER, 1983). Baseado nas teorias da medicina chinesa tradicional
e nas tecnologias modernas, a monacolina é comercializada
mundialmente como farmaco com diferentes marcas registradas, por ser
um agente redutor de lipideos em pessoas idosas, pessoas que sofrem e
gue sdo susceptiveis a hiperlipidemia.

Muitas vezes, porém, associadas a producdo de metabolitos de
elevado valor agregado, estdo outras substancias que interferem
diretamente no processo, como é o caso da citrinina (SABATER-
VILAR; MAAS; FINK-GREMMELS, 1999; SATO et al., 1998;
WANG; LEE; PAN, 2003; WANG; JU; ZHOU, 2005). Esta é uma
micotoxina que é produzida paralelamente a producdo de pigmentos por
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alguns fungos filamentosos inclusive por Monascus e por essa razdo, de
acordo com Hendry e Houghton (1992) apud Calvo e Salvador (2002), o
uso desses produtos fermentados ainda ndo foi aceito em alguns paises
da Unido Européia e Estados Unidos.

Paralelamente a sua capacidade de producédo de biopigmentos e
outros metabolitos em geral, o fungo Monascus ruber apresenta grande
potencialidade para producdo de enzimas.

1.8.1 - Pigmentos Monascus

Métodos de producdo de pigmentos vermelhos obtidos por
espécies de Monascus, bem como a selecdo de novas linhagens tém sido
alvo de diversas patentes no Japdo, Taiwan, Estados Unidos e Franga.
Embora os pigmentos de M. purpureus sejam autorizados como aditivos
alimentares somente no Japdo, seu uso é comum em varios paises da
Asia e Europa, ainda que sem uma base legal (BLANC et al., 1994),
substituindo os aditivos convencionais como E — 249 (sais de nitrito), E
— 252 (nitrato de potassio) e E — 120 (cochineal) usado para melhorar a
cor da carne. Finalmente, os pigmentos Monascus podem ser
interessantes também em bebidas e industrias confeiteiras (FABRE et
al., 1993; JUZLOVA; MARTINKOVA; KREN, 1996; LIN;
YAKUSHUJIN; DEMAIN, 1992).

Os pigmentos produzidos por Monascus formam um grupo de
metabodlitos  secundarios, chamados azafilonas com estruturas
moleculares e propriedades quimicas definidas e podem ser divididos
em: pigmentos laranja - monascorubrina e rubropunctatina, pigmentos
vermelhos - monascorubramina e rubropunctamina e pigmentos
amarelos - monascina e ankaflavina. Entre os pigmentos formados pelo
Monascus, o0 pigmento vermelho merece maior atencdo devido ao seu
potencial valor comercial (FABRE; GOMA; BLANC, 1998).

Em um processo fermentativo tradicional, como ocorre nos
paises do oriente, Monascus é adicionado ao mosto de arroz (Figura 5).
Apobs um periodo de 2 a 4 semanas, o produto é seco e armazenado na
forma de grdo ou pd. Estes pigmentos, produzidos por espécies de M.
ruber e M. purpureus, estdo sendo industrializados, desde a década de
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oitenta, por grandes marcas, tais como, NESTLE®, QUAKER OAT
COMPANY® (Chicago Elisdes), SHELL®, empresa japonesa
YAEGAKI Bioindustry Inc. et Riken Vitamine Co Ltda (BLANC,
1998) e empresa chinesa LUZHOU CHEMICAL — CHINA, 2003.
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Figura 5 — Processo de produgdo industrial do pigmento Monascus (ALLOK,
2001)

1.8.1.1 - GRUPOS DE PIGMENTOS PRODUZIDOS POR ESPECIES DE
MONASCcuUs

Alguns tipos de Monascus podem produzir pelo menos seis
pigmentos divididos em trés grupos. Estes pigmentos sdo: amarelo -
monascina (CxHz0s)® e ankaflavina (CysHy00s)®, laranja -
monascurubrina (CxsHz05)® e rubropunctatina  (Cp1H»,0s5)” e
vermelho - monascurubramina (CH2NO4)® e  rubropunctamina
(CH2sNO,)® (Figura 6). Monascurubrina e rubropunctatina s&o
pigmentos laranja com cadeias de lados diferentes no anel de ozo-
lactona. Os dois pigmentos  vermelhos  correspondentes,
monascurubramina e rubropunctamina, sdo analogos de nitrogénio dos
pigmentos laranja. Os pigmentos amarelo, monascina (sinénimo,
monascuflavina) e ankaflavina, sdo formas reduzidas dos dois
pigmentos laranja (LIN; DEMAIN, 1991; SUH; SHIN, 2000b;
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SWEENEY; DOBSON, 1998). Esses pigmentos sdo produzidos
principalmente aderidos a célula, tém solubilidade baixa em &gua, sdo
sensiveis ao calor, sdo instaveis em pH de 2 a 10 e perdem a cor quando
expostos a luz (WONG; KOEHLER, 1983). Desse modo, patentes séo
focadas principalmente na solubilizagdo, estabilidade e extracdo de
pigmentos em solu¢do (LIN; YAKUSHIJIN; DEMAIN, 1992). As
caracteristicas com relacdo as cores e estruturas desses pigmentos em
cultivo de espécies de Monascus também foram investigadas (JUNG et
al., 2003).

Figura 6 - Estruturas dos seis pigmentos produzidos por espécies de Monascus -
1, monascina, 2, ankaflavina; 3, monascorubrina, 4, rubropunctatina; 5,
monascorubramina, 6, rubropunctamina

Fonte: Jung et al. (2003)

1.8.1.2 - Metabolismo de Formacéao dos Pigmentos e Citrinina

A biossintese de policetideos em bactérias e fungos esta
relacionada ao metabolismo dos acidos graxos, mas difere em alguns
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deles nas reagOes de reducdo ou desidratacdo catalisadas por uma
enzima chamada policetideo sintase (PKS).

Nos fungos filamentosos, muitos metabolitos secundarios com
estruturas quimicas complexas sdo sintetizados a partir da via
metabolica dos policetideos catalisados por uma enzima chamada
policetideo sintase (PKS) como descrito anteriormente. No caso do
Monascus ruber, eles excretam 0s pigmentos por esta mesma via.

Um esquema da rota hipotética para a biossintese desses
pigmentos é descrito na Figura 7. Aqui a condensacdo de 1 mol de
acetato com 5 moles de malonato levam a formagdo de um croméforo
hexacetideo pela policetideo sintase. Em seguida, um &cido graxo de
cadeia intermediaria, como o0 acido octandico, provavelmente produzido
pela via da sintese dos acidos graxos, é deslocado para a estrutura
cromdfora por uma reacdo de trans-esterificagdo, gerando o pigmento
laranja monascurubrina (ou rubropunctatina). A reducdo do pigmento
laranja origina o0 pigmento amarelo ankaflavina a partir do
monascurubrina (ou monascina a partir do rubropunctatina), enquanto o
pigmento vermelho (monascurubramina e rubrupunctamina) €
produzido por aminacdo do pigmento laranja com unidades NH;
(HAJJAJ et al., 2000b).
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Hajjaj et al. (1999b), utilizando *3C por ressonancia magnética
nuclear (NMR) demonstrou que a sintese da citrinina é originada a partir
de um tetracetideo  (condensacdo de 1 molécula de acetil-CoA e 3
moléculas de malonil-CoA) (Figura 8), ao invés de um pentacetideo
como foi encontrado em Aspergillus terreus e Penicillium citrinum.
Uma vez que os pigmentos sdo produzidos a partir de um hexacetideo,
como foi citado anteriormente, Hajjaj et al. (1999a) sugere a existéncia
de um ponto de ramificagdo no nivel tetracetideo justificando uma
diferenciacdo na produgdo de pigmentos e citrinina no crescimento de
Monascus ruber. Entretanto, as enzimas que catalisam as reagdes dessa
juncdo ndo foram ainda caracterizadas.

Acetil-Coa + 3 Malonil-CoA
*Pulicetideu sintetase

Tetracetideo

Malonil~CoA Acetil-CoA
Cco
2 CoASH
Pentacetideo Intermediario
Malonil-Cos ¥ Aspergitius ou
% Penicillivm
®
co, N Y
-3
Hexacetideo %
¥ %%
% Y
Y
o

v Yy
Pigmento Yermelho Citrinina
Figura 8 - Esquema de formag&o de citrinina e pigmento vermelho a partir da

condensagdo de 1 molécula de acetil CoA e 3 moléculas de malonil CoA
Fonte: Hajjaj et al. (1999b)
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Hajjaj et al. (2000b), investigando os efeitos de &cidos graxos
de cadeia longa e intermediaria na producdo de pigmento e citrinina
guando adicionados ao meio, demonstraram uma drastica diminuicéo na
sintese de citrinina ao passo que o0s pigmentos ndo foram influenciados
desde a formacédo desses compostos moleculares e sintese nova de acido
graxo de cadeia intermedidria pela via de sintese dos &cidos graxos.

Quando uma molécula de acetil-CoA é adicionada a este
tetracetideo, um outro composto intermediario é formado (bovilactona
ou gomfilactona); sugerindo que esta via metabdlica possa ser regulada
a nivel destas enzimas responsaveis por este composto intermediario
(Figura 9). Neste estudo, ndo ficou descartada a hip6tese de formacao de
um pentacetideo através da condensagdo de mais de uma molécula de
malonil-CoA acompanhadas de uma descarboxilagdo. A ocorréncia de
um tetracetideo como precursor tanto da citrinina como do pigmento
vermelho pode ocorrer de diferentes modos na formacdo destas duas
moléculas, que dependerdo principalmente das substancias adicionadas
ao meio de cultivo e da variacdo dos parametros cinéticos durante o
cultivo com Monascus ruber (HAJJAJ et al., 1999a).
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vermelho
Fonte: Hajjaj et al. (1999a)

1.8.1.3 - Caracterizagédo do Corante Produzido por Monascus ruber

CCT 3802

Os pigmentos intracelulares e lipossolUveis produzidos por
Monascus possuem baixa solubilidade na agua, sdo sensiveis ao calor e
instaveis a valores extremos de pH (2,0 e 10,0) e exposicdo a luz, porém
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estes pigmentos reagem rapidamente com grupamentos amino contidos
em proteinas, aminoécidos e &cidos nucléicos, formando complexos
hidrossollveis e sdo estaveis por diversos meses quando conservados
em solventes organicos (butanol), enquanto que em solucdo aquosa ele é
degradado em poucos dias. Sua estabilidade é favorecida por um
complexo doador-aceptor de elétrons (EDA), demonstradas pelas
moléculas extracelulares, quinona-amina conforme ilustra a Figura 10
(HAJJAJ et al., 1997).
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O-glucose 1-0-glucosamina

Jz%};**mmmwmeTEF?““

"%@V ’%ﬁ“
el e o

R R
H-glhatarilrubropunctamina — gir n-EsH11
N-glutarilmonascurubramina — gtm n-Cer %
H-glucosilrubropunctarmina - ger n-Z H

F 1
H-glucosilmonascurubraminag —  goem |'|-l3rH15 %ﬁm

Figura 10 — Processos de purificacdo e caracterizagdo das estruturas envolvidas
para formacdo dos pigmentos extracelulares bem como a ocorréncia de
complexos “EDA” destes pigmentos (N-glutarilrubropunctamina — GTR; N-
glutarilmonascorubramina — GTM; N-glucosilmonascorubramina - GCM e N-
glucosilrubropunctamina - GCR)
Fonte: Hajjaj et al. (1997)
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Estudos realizados por Hajjaj et al. (1997), demonstraram que
em um processo fermentativo submerso de aproximadamente 120 horas,
a perda da concentragdo de pigmento extracelular observada foi de
aproximadamente 15% no final da cultura, esta perda foi explicada pela
degradacdo fotoquimica (luz do dia). Segundo este mesmo autor, ficou
comprovado que a degradacdo do pigmento é fotoquimica e continua,
porém nao sofre nenhuma acéao pelo oxigénio dissolvido.

Ensaios como efeito da temperatura, luz (incluindo UV) e
associacdo com alguns aditivos alimentares foram estudados por
(CHANGLING et al., 1998), comparando os pigmentos produzidos pelo
Monascus purpureus aos pigmentos comerciais chineses e japoneses,
apos exposicdo a varias condicdes fisico-quimicas. Estes dados serviram
para demonstrar as possiveis aplicagfes, com sucesso, do pigmento
Monascus como, por exemplo, na lingliga chinesa, no macarrdo
instantaneo e em produtos lacteos. Entretanto, os resultados de estudos
de sua aplicabilidade como corante em doces e balas, que requerem altas
temperaturas, foram desastrosos, impossibilitando seu wuso na
manufatura destes produtos, pois este corante ndo resiste a altas
temperaturas (> 150 C) (FABRE; GOMA; BLANC, 1998).

Tradicionalmente, 0 Monascus é cultivado em meio sélido nos
paises Asiaticos para produzir um corante vermelho chamado “Anka”
necessario como ingrediente alimentar, principalmente em alimentos
fermentados e bebidas no sul da China, Japdo, Tailandia, Finlandia e
Indonésia. Espécies de Monascus sdo muito empregados na producdo de
“red rice yeast” (CHANGLING et al., 1998; FABRE;, GOMA;
BLANC, 1998; FENICE et al., 2000; FRANCIS, 1989; HIPLER et al.,
2000; LEE et al., 1998; SUH; SHIN, 2000a; TENG; FELDHEIM, 2001;
WONG; KOEHLER, 1983). O pigmento vermelho do Monascus é
formado por um hexacetideo que se incorpora a uma cadeia de Cg ou Cg
de acidos graxos (BLANC, 1998).

O recente uso de acido glutimico como fonte de nitrogénio tem
apontado resultados promissores, seja como estimulante do acumulo
extracelular dos pigmentos, seja contribuindo para o aumento da
eficiéncia do processo de producdo de pigmento vermelho (HAJJAJ et
al., 2000a).



Os pigmentos sintéticos, utilizados desde 1856, substitutos dos
corantes naturais antes utilizados, estdo sendo colocados “a prova”,
diminuindo o seu uso a cada ano. Baseados em estudos toxicoldgicos
mais avangados da atualidade, fatos com a utilizagdo de alguns corantes
sintéticos (como o azorubi e tartrazin), tém sido relatados como sendo
causadores de casos graves de alergias (KREJCI; BRETZ; KOECHEL,
1996; PFEIFFER; GROSS; METZLER, 1998; STORMER; HOIBY,
1996; VANDENPLAS et al., 2000; WIGGER-ALBERTI et al., 1999).

Segundo Fabre, Goma e Blanc (1998), o pigmento vermelho
obtido a partir do cultivo do Monascus, serve como substituto de
aditivos sintéticos tradicionais como sais nitrito (E249).

1.8.2 - Producédo de Enzimas por Monascus ruber

Uma alternativa aos processos tradicionais da inddstria quimica
é 0 uso de processos tecnoldgicos que se baseiam em biotransformacdes,
levadas a efeito por células vivas, e na biocatalise, efetuada por enzimas.
Esses processos apresentam uma significativa interface com os
processos bioldgicos e, por isso, exibem a caracteristica prevalente da
sustentabilidade. Neste contexto, as enzimas conhecidas ha mais de 150
anos e, utilizadas industrialmente ha 50 anos, vém, de forma consistente,
ultrapassando as barreiras do seu nicho tecnol6gico tradicional, a
indGstria de alimentos e bebidas, sendo usadas na formulacdo de
biodetergentes, em quimica fina, na producdo de farmacos, em
diagndsticos clinicos, como agentes terapéuticos, em procedimentos de
engenharia genética e no processamento de couros e fibras naturais.
Essas aplicagcBes suportam um mercado mundial de enzimas que é
avaliado em cerca de 1,5 bilhdo de consumo por ano (BON; PEREIRA,
2002).

As enzimas atuam, principalmente, em matérias-primas
renovaveis, sendo entdo os catalisadores dos processos relacionados ao
desenvolvimento sustentavel. Frutas, cereais, leite, 6leos, carnes,
algoddo, couros, madeiras sdo as principais matérias-primas das
industrias que realizam conversdes enzimaticas. Tanto os produtos como
0s rejeitos destas industrias, geralmente, sdo atoxicos e biodegradaveis.
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Adicionalmente, as enzimas sdo majoritariamente produzidas por
processos fermentativos, cujos rejeitos podem ser utilizados como
fertilizantes, uma vez que constituem, basicamente, de microrganismos.
Embora alguns biocatalisadores sejam extraidos de tecidos animais e
vegetais, as enzimas industriais geralmente sdo obtidas de
microrganismos (bactérias, fungos filamentosos e leveduras). As
enzimas sao degradadas a aminoacidos e prontamente absorvidas pela
natureza. Em contraposicdo a este fato, a maioria dos catalisadores
guimicos acumula-se na natureza, poluindo o meio ambiente (BON;
PEREIRA, 2002).

Ainda que, um microrganismo seja capaz de produzir mais de
1000 enzimas distintas, é necessario um trabalho cuidadoso para o
isolamento de espécies que produzam determinada enzima com as
caracteristicas desejadas. O trabalho ndo acaba com a identificacdo do
microrganismo produtor que, em geral, deve ser modificado, através de
engenharia genética, para que possa produzir o biocatalisador em
grandes quantidades. Estes organismos sdo cultivados em fermentador,
separados por filtragdo ou centrifugacdo, o sobrenadante rico em
enzimas € separado do rejeito industrial (biomassa), que pode ser
também aproveitado como fertilizante (BON; PEREIRA, 2002).

Espécies do fungo Monascus além de pigmentos, citrinina e
mevinolina, produzem enzimas de interesse industrial tais como: o -
amilase, glicoamilase (ambas utilizadas na hidrélise total do amido a
glicose), pB-amilase, a-galactosidase, polipectases, proteases e lipases
(CARDENAS et al.,, 2001; LIU et al., 2004; SABATER-VILAR,;
MAAS; FINK-GREMMELS, 1999; TSENG; CHEN; LIN, 2000).

1.8.3 - Producao de Lovastatina por Espécies de Monascus

Uma importante molécula associada ao pigmento Monascus é a
monacolina, que exibe uma atividade hipocolesterolémica por ser capaz
de reduzir os niveis de colesterol sangiiineo em modelos de animais e
humanos (WANG et al., 2000).

A mevinolina conhecida como monacolina K ou lovastatina é a
mais ativa delas. Este metabdlito secundario é produzido por
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fermentacdo submersa a partir de Aspergillus terreus, espécies de
Penicillium e de Monascus (CHANG et al., 2002b; ENDO; HASUMI,
NEGISHI, 1985; SZAKACS; MOROVJAN; TENGERGY, 1998). O
cultivo de Monascus purpureus na China da origem ao “red rice yeast”,
sendo este produto utilizado como suplemento nutracéutico por sua
eficiente acdo nas dislipidemias (WANG et al., 2000). A mevinolina é
utilizada também como complemento dietético formulado nos Estados
Unidos com o nome de Colestin® pela empresa Pharmanex (Califérnia)
e Wenstardin® na China pela WBL (Pekin University Biotechnology
Company) (DURAN et al., 2002; GAILING, 1998; RHYU et al., 2000).
A lovastatina (Mevinolin, Monacolin, Mevacor®) foi o primeiro
composto utilizado no tratamento de hipercolesterolemia, sendo esta um
fator de risco para aterosclerose e isquemia do coracdo. A lovastatina
inibe a sintese de colesterol por inibir a especificamente a conversao de
Hidroximetilglutaril-CoA (HMG-CoA) em mevalonato catalisado pela
enzima HMG-CoA redutase (CHANG et al., 2002b; WANG et al.,
2000).

Atualmente o cultivo de Monascus ruber para a producdo de
monacolinas tem sido muito estudado. Este cultivo pode ser conseguido
em agar dextrose batata (BDA) e caldo dextrose batata (CDB) num meio
complexo consistindo de glicerina, glicose, peptona, nitrato de sédio,
nitrato de zinco, 6leo de oliva, cloridrato de amonia (NEGISHI et al.,
1986 apud CHANG et al., 2002a). Em geral, a producdo de lovastatina
pode ser influenciada pela composicdo do meio e de fatores fisicos,
especialmente pelo tipo de fonte de nitrogénio e temperatura (HAJJAJ;
NIEDERBERGER; DUBOC, 2001). Em alguns experimentos, o efeito
da produtividade da lovastatina foi avaliado em relagdo a alguns
parametros: temperatura, pH, umidade, concentracdo de glicose, fonte
de nitrogénio, fonte de carbono, tragco de elementos e duracdo da
fermentacdo, mostrando que estas variaveis bem como suas interacfes
afetam o desempenho da cultura em termos de rendimento de lovastatina
(CHANG et al., 2002a; KUMAR et al.,, 2000; WANG; LEE; PAN,
2003). A mevinolina (lovastatina) € uma molécula oriunda da via
metabdlica dos policetideos, estando o sistema PKS envolvido na sua
sintese e de seus intermediarios (KENNEDY et al., 1999). No caminho
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metabdlico da lovastatina (Figura 11), a cadeia de carbono nonacetidea é
derivada de uma molécula de acetato e oito moléculas malonato
podendo submeter-se a uma ciclizacdo eletrociclica (KENNEDY et al.,
1999).

cn;::os -Co Gy SE
KA. [H S NH OoH E I(H [, w
CH-}COS'CUH = ] 3 ﬂ' My
FWH CHyCOS-Con
KA, DH, £ +
CHEO5-CoA
|
0 CO0H
u'p"um [:_Jr&cm R, DH ,"“'-ll-'SEr'C th ;
e’ " ﬁ.W 0 f
4 H;c)\,cuse
KR, B £ i? n
f
{
Nl
K ﬁ . " Ewcnse

O COOH Ha COOH
aii - GH HC COSE
H .
H Gl .H \
— —*  Lovastatina
Hye” HiE

Dihidromonacolina L Monacolina L Monacolina J

Figura 11 - Biossintese hipotética da lovastatina
Fonte: Kennedy et al. (1999)

Em 1976 foi isolado a partir de Penicillium citrinum a
compactina (ML-236B), um potente inibidor da HMG-CoA redutase.
Este composto € igualmente produzido pelo Penicillium
brevicompactum e Penicillium cyclopium (ENDO, 1985).

Estudos posteriores revelaram a estrutura e a atividade
biolégica dessa molécula. A partir dai, uma série de compactinas
analogas tém sido obtidas por microrganismos ou por técnicas quimicas
ou hioldgicas (ENDO, 1981).
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A monacolina K, um metabdlito fungico isolado a partir de
culturas de Monascus ruber (ENDO, 1979 apud CHANG et al., 2002b)
é idéntico a mevinolina isolada a partir de Aspergillus terreus (ENDO,
1985). A monacolina K (mevinolina) tem sido esterioespecificamente
sintetizada a partir do intermedidrio empregado na sintese da
compactina (ML-236B) (HIRAMA,; IWASHITA, 1983).

As monacolinas J,L,M,e X e dihidromonacolina L foram
isoladas a partir de Monascus ruber (ENDO et al., 1985; ENDO;
KOMAGATA; SHIMADA, 1986) e dihidromevinolina a partir de
Aspergillus terreus (ALBERS-SCHONBERG et al., 1981 apud ENDO,
1985).

Os vérios tipos de monacolinas isoladas em “red yeast rice”, 80
referenciadas como monacolina K ( mevinolina) e sdo comumente
representadas na Figura 12.
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Figura 12 — Estruturas de monacolinas em red yeast rice
Fonte: Li et al. (2004)

Linhagens de Monascus, incluindo dezoito espécies e uma
subespécie, foram estudadas para a produgdo de monacolina K
(mevinolina), um inibidor especifico da 3-Hidroxi-3-Metilglutaril
HMG-CoA redutase, a enzima limitante na biossintese do colesterol.
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Desses tipos, cinco espécies (dezessete tipos) séo ativos na produgdo de
metabdlitos, incluindo Monascus ruber, Monascus purpureus,
Monascus pilosus, Monascus vitreus e Monascus pubigerus (NEGISHI
et al., 1986 apud CHANG et al., 2002a).

A mevinolina produzida em caldo de fermentacdo pode estar
presente na forma de lactona, mas a forma beta-hidroxicarboxilato
(&cido mevinolinico) também pode ser largamente encontrada (Figura
13). Usando um tratamento &cido durante a preparacdo da amostra, na
qual a mevinolina é formada a partir do &cido mevinolinico é possivel
estabelecer um equilibrio entre a formacdo da lactona em solucédo
aquosa e sua hidrdlise (MOROVJAN; SZAKACS; FEKETE, 1997).
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Figura 13 — Converséo das formas da mevinolina
Fonte: Kennedy et al. (1999)

A lovastatina produzida em fermentacdo semi-solida, submersa
e liquida pode ser quantificada por High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) e Reversed Phase High Performance Liquid
Chromatography (RP-HPLC). De maneira geral, a lovastatina pode ser
determinada diretamente nos caldos de fermentacdo sem a necessidade
prévia de um tratamento (CHANG et al., 2002a; KYSILKA; KREN,
1993), tornando a analise mais rapida e facil. Outros ensaios, porém,
mostram a importancia da conversdo da forma inativa (lovastatina) para
a forma ativa (&cido mevinolinico) uma vez que a forma &cida beta-
hidroxicarboxilica é estavel em solucdo e sua eluicdo pela coluna
cromatografica se da mais facilmente que a eluicdo da lactona (LOPEZ
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et al., 2003; LAI; PAN; TZENG, 2003; MOROVJAN; SZAKACS;
FEKETE, 1997).






2 - MATERIAL E METODOS

Este capitulo descreve 0s materiais e equipamentos
empregados, os procedimentos e métodos de andlise utilizados ao longo
do estudo.

2.1 - Procedimentos Experimentais

Os ensaios foram realizados de modo a verificar a producédo de
pigmentos vermelhos, amilase e lovastatina por Monascus ruber CCT
3802 em fermentagdo submersa (frascos agitados) utilizando-se glicose,
amido e farelo de arroz como fontes de carbono e, glutamato
monossodico e milhocina como fontes de nitrogénio.

Inicialmente, foram testados a glicose e o glutamato
monossodico para a produgdo de pigmentos vermelhos no meio de
cultivo em condicfes experimentais ja citadas em literatura.

Posteriormente, ainda para a verificagdo da producdo de
pigmentos vermelhos e agora também da amilase, foi realizado o mesmo
ensaio anterior utilizando, entretanto, 0 amido em substituicdo a glicose.

Na etapa final, objetivando verificar a producdo da lovastatina
pelo Monascus, foram testados diferentes meios de cultivo citados em
literatura.

2.2 - MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado no presente estudo foi o fungo
filamentoso Monascus ruber CCT 3802 obtido da Fundacéo Tropical de
Pesquisa e Tecnologia André Tosello, Campinas, SP (Monascus ruber
van Tieghem alt. Basipetospora rubra Cole Kendrick).

A linhagem CCT 3802 foi utilizada no laboratério de
Engenharia Bioquimica — UFSC por Mortitz (2005) para estudos
relacionados a producdo de pigmentos vermelhos, apresentando
resultados promissores, motivo esse pelo qual foi dado continuidade ao
estudo.
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2.3 - Meios de Cultivo e Condicdes de Operagéo
2.3.1 - Manutengdo da Cultura

Para a manutencdo do fungo Monascus ruber CCT 3802 foram
utilizados tubos de &gar inclinados contendo BDA (Batata Dextrose
Agar - DIFCO) 10%. O pH do meio foi ajustado em 5,5 com solugio de
acido fosforico (H3PO,) 30% e em seguida foi transferido para tubos de
ensaio e esterelizado a 121°C por 15 minutos (OROZCO; PEREIRA,;
KILIKIAN, 2003).

A incubacdo das culturas foi por 7 dias a 30° C em estufa
bacterioldgica, e a conservacdo em refrigerador a 4°C. As culturas
foram repicadas a cada dois meses (HAJJAJ et al., 2000a). Este meio foi
usado no repique e na conservagdo da cepa.

2.3.2 - PREPARO DOS MEIOS DE CULTIVO

Os meios de cultivos utilizados nos experimentos foram
baseados em estudos de Chang et al. (2002a), Orozco, Pereira e Kilikian
(2003) e Pastrana et al. (1995). Os meios sdo compostos pelas
substancias e solucfes apresentadas na seqiiéncia, sendo que as solugdes
de fosfatos, sulfatos e magnésio foram preparadas separadamente em
frascos Erlenmeyer distintos, para evitar a complexacdo durante
tratamento térmico. O pH inicial foi ajustado para 6,5 com A&cido
fosférico (HsPO,) 30%. Todos os meios foram autoclavados a
temperatura de 121°C por 15 minutos.

Meio segundo Pastrana et al. (1995)

Meio contendo, em gramas por litro de agua destilada: glicose
(20), glutamato monossadico (5), K,HPO, (5), KH,PO, (5), CaCl, (0,1),
MgSO47HzO (0,5), FeSO,.7H,0 (0,01), ZnS0,.7H,0 (0,0l) e
MnSO4H,0 (0,03).

Meio segundo Orozco, Pereira e Kilikian (2003)
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Meio contendo, em gramas por litro de agua destilada; glicose
(5), glutamato monossédico (7,6), K;HPO, (1,5), KH,PO, (1,5), NaCl
(0,4), MgS0O,4.7H,O (4,8), FeSO,.7H,O (0,1), ZnS0O,.7H,0 (0,01) e
extrato de levedura (1,0).

Meio segundo Chang et al. (2002a)

Meio contendo inicialmente em gramas por litro de agua
destilada: p6 de arroz (34,4) peptona (10,8), glicerina (26,4), glicose
(129,2), MgS0,.7H,0 (1,0) e KNO;3 (2,0), substituido posteriormente
pelas varidveis testadas no planejamento fatorial por Chang et al.
(2002a). As variaveis testadas foram: 24,4 - 44,4 g/L (p6 de arroz); 5,8 -
15,8 g/L (peptona); 16,4 - 36,4 mL/L (glicerina) e 81,2 - 177,2 g/L
(glicose).

No presente estudo, foram testados 0s seguintes substratos em
substituicdo ao p6 de arroz do meio acima descrito: milhocina, farelo de
arroz e amido de arroz comercial nas seguintes concentracdes em
gramas por litro de agua destilada, conforme descrito na Tabela 4. Para
tanto, foram realizados quatro diferentes meios de cultivos num mesmo
intervalo de tempo, sendo estes assim denominados: Meio 1, Meio 2,
Meio 3 e Meio 4 (Anexo).
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2.3.3 - Preparo da Solucao de Nitrogénio-Milhocina

A milhocina, agua de maceracdo de milho, foi fornecida pela
Refinagfes de Milho Brasil e necessita de tratamento prévio a sua
utilizaco.

Este residuo é preparado seguindo-se 0s passos sugeridos por
Marangoni (2000) e adaptados de acordo com a capacidade dos
equipamentos disponiveis. A sequéncia utilizada consiste em;

- centrifugacdo a 5000 min™ por 20 minutos;

- elevacdo do pH do sobrenadante a 7,0 com NaOH 7M;
- centrifugagéo a 5000 min™* por 20 minutos;

- esterilizacdo do sobrenadante;

- congelamento.

2.3.4 - PREPARO DO PRE-INOCULO

Aos tubos de ensaio contendo culturas de Monascus ruber CCT
3802 (7 dias a 30° C) foram adicionados 3 a 4 mL de meio de cultivo,
sendo a superficie da cultura raspada com pipeta Pasteur. A suspensao
assim obtida foi transferida para frasco de Erlenmeyer aletado com o
meio a ser estudado. O meio foi incubado em shaker orbital (marca
TECNAL®) a 30°C e 150 min™ por 48 horas (OROZCO; PEREIRA;
KILIKIAN, 2003).

O emprego de um in6culo vegetativo promoveu um crescimento
isento da fase "lag", em contraste com o longo periodo de adaptagdo
verificado, quando o indculo é constituido por esporos (MORITZ, 2005;
OROZCO; PEREIRA; KILIKIAN, 2003). Provavelmente, isto se deva
ao fato de que ndo é necessaria a adaptacdo aos meios de cultivo. Com
efeito, durante o preparo do pré-in6culo nas condicdes diferentes
daquelas estabelecidas nos tubos de repique, foi notado um crescimento
mais lento do fungo.
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2.3.5 - Inoculagéo do Fungo

A inoculagdo foi realizada a partir da adi¢do de 20 mL do pré-
inéculo do fungo Monascus ruber em frasco de Erlenmeyer aletado
contendo 80 mL de meios de cultivo a serem estudados. Os meios de
cultivo foram incubados em shaker orbital (marca TECNAL®) na
temperatura de 30°C e frequiéncia de agitacdo de 150 min™.

2.3.6 Ensaios em Frascos Agitados e CondicGes de Operacéo

Os ensaios foram realizados em frascos agitados nos meios de
cultivo descritos no item 2.3.2 do presente capitulo, tendo seus pHs
previamente ajustados com 4&cido fosforico (HsPO,;) em 6,5 e
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. Os frascos foram
tamponados com algoddo de modo a permitir a aeracdo adequada e
colocados em shaker orbital (marca TECNAL®). O movimento giratdrio
agita o liquido sem que umedeca o tampdo de algoddo e a forca
centrifuga do meio de fermentacdo desloca o fluido formando uma
camada que é arejada por difusdo através da superficie liquida
(ROITMAN, 1988).

Para assegurar resultados com o minimo de distor¢Bes, quer
fosse por variacdo do volume do meio ou por contaminacdo, 2 aliquotas
foram retiradas de cada frasco. O frasco que ja tivesse sua aliquota
retirada passava a ser entdo descartado.

Ao final dos ensaios fermentativos, foram retirados 3 mL de
cada um dos frascos de Erlenmeyer aletado para avaliacdo de possivel
contaminagdo (em placa de Petri contendo o meio BDA) e do
crescimento. Essa analise foi importante para excluir os eventuais erros,
uma vez que de cada Erlenmeyer aletado foi retirado assepticamente
amostras para determinacgéo dos parametros avaliados. Os ensaios foram
realizados em duplicata, e os resultados analisados pela média das
concentrages.

Todos os ensaios se deram em shaker orbital (Marca
TECNAL®) na temperatura de 30°C a uma rotagdo de 150 min™ (Figura
14).
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Figura 14 — Shaker orbital utilizado para os cultivos celulares de Monasus ruber
CCT 3802

2.4 - METODOS ANALITICOS
2.4.1 - TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Durante os ensaios (cultivos), foram retiradas do shaker
assepticamente em capela de fluxo laminar vertical, aliquotas de
aproximadamente 5 mL. Apos a medida de pH, em pHmetro digital,
marca ANALION®; as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi utilizado para as andlises de pigmentos,
amilase, glicose, etanol e lovastatina.
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2.4.2 - Determinagdo da Concentracdo Celular

Utilizou-se o método por gravimetria e secagem com
microondas, conforme descrito por Pereira e Kilikian (2001). Cada
amostra foi pesada em balanga analitica (BEL ENGENEERING d = 0,1
mg, e = 1 mg) filtrada sob vacuo através de membrana de fibra de vidro
de porosidade 1,2 mm (Milipore) previamente pesada, e o retido foi
submetido a secagem em forno microondas durante 15 minutos em
poténcia 2 (180 W). O conjunto foi resfriado em dessecador por 15
minutos e pesado para a determinacdo da biomassa seca retida na
membrana.

243 - DETERMINAGAO DA CONCENTRAGCAO DE PIGMENTO
VERMELHO

As detrminac@es das concentragdes dos pigmentos contidos no
sobrenadante, obtidos ap6s centrifugacdo; foram realizadas em
espectrofotdbmetro  SPECTRONIC UNICAN-GENESYS 10 - VIS
(zerado com &gua destilada). Para manter uma precisdo adequada, a
faixa de absorbancia de densidade éptica (D.O.) utilizada foi de até
0,800 fazendo diluigdes 1:2; 1:4; 1:6; 1:8 e assim sucessivamente, para
manter a linearidade do método quando necessario.

Uma aliquota de 2 mL foi utilizada para leitura em
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda na regido de 480 nm, para
a determinacdo da concentracdo dos pigmentos vermelhos. Ap6s a
leitura, o sobrenadante foi reservado para o congelamento aguardando
assim as futuras dosagens.

2.4.4 - DOSAGEM DE GLICOSE
A determinacdo quantitativa da glicose foi feita através do
método enzimatico- colorimétrico da Gold Analisa Diagndstica-Glicose-

PP.

Principio do método “glicose enz color”

glicose oxidase
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_ B - D- glicose + O, + 2H20_2 : D- acido
gluconico + 2H,0, D- é&cido glucénico + 2H,0, +
hidroxibenzoato + 4-aminofenazona

Peroxidase  Complexo quinona + 4H,0
e
O perdxido de hidrogénio formado reage com a 4-
aminoantipirina e fenol, sob acdo catalisadora da peroxidase (POD -
doador hidrogénio-perdxidoredutase), através de uma reacdo oxidativa
de acoplamento formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja
intensidade de cor € proporcional & concentragdo da glicose na amostra.

Calculo:

At
mg de glicose/dL=— x100, onde:
Ap

e At = Absorbancia do teste
e Ap = Absorbancia do padrdo (padréo de glicose = 100
mg/dL).

As amostras foram diluidas, de forma que a concentracdo se
encontre na faixa da curva de calibracéo.

Limite detectavel: O método é linear de 0,23 mg/dL até 500
mg/dL. Amostras com concentracdes superiores devem ser diluidas com
agua destilada e retestadas.

2.4.5 - Determinacdo da Concentragéo de Etanol

A concentracdo de etanol foi determinada por cromatografia em
fase gasosa, usando-se cromatografo CG-90 com detector de ionizacdo
de chama (DIC ar-hidrogénio), injetor manual e coluna HP-1
(Crosslinked Methyl siloxane 30 m X 0,53 mm x 1,5 pm) acoplado a um
microcomputador, onde foi realizada a integracdo das analises
cromatogréficas. A integragdo e os cromatogramas foram obtidos
através de uma placa de interface AD/DA - MICROQUIMICA.
Condicbes de operagao:
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e Gases de arraste: Nitrogénio com fluxo de 25 mL/min.

Gases da chama: Hidrogénio e oxigénio com vazdo de 35
mL/min e 300 mL/min respectivamente.

Temperatura da coluna: 105°C.

Temperatura do detector: 230°C.

Temperatura do injetor: 185°C.

Volume da amostra: 2,0 L.

Uma curva de calibracdo foi preparada a cada série de testes,
com concentragdo de etanol variando entre 0,2 e 4,0 g/L. O tempo de
andlise foi de 4,0 minutos. As amostras, bem como os padrdes, foram
diluidos, de forma que a concentragdo se encontrasse na faixa da curva
de calibragdo.

2.4.6 - Dosagem de Amilase

A determinacdo quantitativa de amilase foi realizada utilizando-
se 0 Kit Analisa Diagndstica, que possui 0 seguinte principio: a amilase
hidrolisa o amido liberando moléculas de aclcares e dextrina, e com a
adicdo de iodo, ocorre a formacdo de cor azul com o amido nédo
hidrolisado. A atividade da amilase é inversamente proporcional a
intensidade de cor azul e € calculada em compara¢do com um controle
de substrato.

Procedimento:

Ajustou-se 0 comprimento de onda do espectrofotdmetro para
660 nm. Foi utilizado o branco com &gua destilada.

Rotulou-se 0s tubos de ensaio e seguiu-se o procedimento
descrito na figura a seguir.
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|dentificar dois tubos de ensaio como: "C" - Confrole e "T" - Teste & proceder:

Reagentes Controle Teste
Substrato 0,50 mL 0,50 mL

Homogeneizar bem e incubar em banho maria a 37%C por 2 minutos.
(O nivel da agua no banho deve ser superior a0s reagentes no tho de ensaio.

| Amostra | | 0,01 mL |
Homogeneizar bem & incubar em banho maria a 37°C por 7 minutos e 30 sequndos
(CRONOMETRAR)
Reagente de cor 050mL 050mL
Agua deionizada 400mL 400mL

Figura 15 - Procedimento utilizado para determinacéo da enzima
amilase

Ap0s mistura, esperou-se 5 minutos.

O espectrofotdmetro foi zerado com o tubo B (branco) e
determinou-se a absorbancia da solucdo padrdo e das amostras, foram
realizados os célculos.

A reacdo é estavel por 120 minutos.

Calculo:

Unidades de amilase/dL = # X800, onde:
C

e At = Absorbancia do teste
e Ac = Absorbancia do controle

Linearidade:

O resultado da medicdo é proporcional a atividade enzimatica
até 400 U/dL. Para valores superiores, as amostras foram diluidas com
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NaCl 150 mmol (0,85%) e repetida a medicdo. O resultado obtido foi
multiplicado pelo fator de diluig&o.

2.4.7 - Determinacdo de Lovastatina

Para a determinacdo da concentracdo de lovastatina utilizou-se a
técnica da cromatografia em fase liquida (HPLC).

O sistema HPLC para anélise da concentracdo da lovastatina foi
da Shimadzu 10-A (formado por um controlador de distribuigcdo), um
detector Shimadzu SPD-10-A UV-VIS e uma coluna Cosmosil 5 C-18-
MS-I11 gel 150 x 4,6 mm, 5 1. O volume injetado foi 20 pL. A amostra
foi diluida com uma fase movel contendo 65% de acetonitrila a um
fluxo de 1,0 mL/min. O padrdo de lovastatina obtido da Sygma, foi
usado para construir uma curva de calibracdo para se verificar os ajustes
dos dados e foi preparado a partir de 1 mg de lovastatina (peso= 3,0 mg)
em 3,0 mL de 4gua deionizada.

2.4.8 - Tratamento de Dados
a) Velocidades Especificas Maximas de Crescimento:

As velocidades especificas maximas de crescimento durante a
fase exponencial foram calculadas a partir do coeficiente angular da

curva linearizada pelo logaritimo neperiano da biomassa residual com o
tempo de acordo com a equacdo abaixo.

In(X) = In(Xo) +
it onde:

X = biomassa (g)

Xo = biomassa inicial (g)

u = velocidade especifica méxima de crescimento celular (h™)
t = tempo (h)

b) Produtividade Méxima:
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Produtividade maxima (g.(L.h)™"), de acordo com a equagdo
abaixo:

| Px=(Xma)/t | onde:

t = tempo de fermentacdo estimado quando o substrato € igual a zero (h)
4 Xinax (9.L7).

¢) Fatores de Conversdo:

O fator de conversdo foi obtido a partir do coeficiente angular
da porgdo linear do
grafico da quantidade analisada (biomassa) contra a quantidade de
substrato, de acordo
com a equacao abaixo.

\ Ywis = dM/dS \ onde:

Ywmis = Fator de conversdo de substrato S em componente M (pigmento,
(UD0480.g™) ou X,

biomassa (g.g™).

M = componente que pode representar a biomassa (g), ou pigmento
Monascus (UDO480).

S = substrato.

2.5 - ESTUDO DA PRODUGAO DE PIGMENTOS VERMELHOS

Baseado em estudos de Moritz (2005), nos quais tiveram como
objetivo a maximizagdo da producdo de corante vermelho e reducédo
concomitante de micotoxina indesejavel sintetizada pelo Monascus
ruber CCT 3802; foram avaliados no presente estudo em cultivo
submerso (frascos agitados), a producdo de pigmentos vermelhos em
meio de cultivo contendo glicose e glutamato monossodico como fonte
de carbono e nitrogénio respectivamente, conforme Pastrana et al.
(1995), descrito no item 2.3.2 do presente capitulo. Foram realizadas
fermentagdes em frascos Erlenmayer de 500 mL, adicionando 20 mL do
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pré-indculo ao meio de cultivo contendo 80 mL de meio, tendo seu pH
inicial ajustado para 6,5 com &cido fosférico (H3zPO,;) 30% e
temperatura de 30°C e 150 min™ de freqiiéncia de agitacéo.

Na sequiéncia, foi realizada uma curva de crescimento do fungo
Monascus com o objetivo de analisar a evolu¢do da concentracdo da
biomassa (g/L), absorbancia do pigmento vermelho (UDOQgg),
concentracdo de etanol (g/L), consumo de glicose (g/L) e pH.

2.6 - ESTUDO DA PRODUCAO DE AMILASE

Da mesma forma que o estudo anterior para a producdo de
pigmentos, estudou-se nesta etapa, a curva de crescimento do fungo
Monascus para a producdo de amilase, utilizando-se neste caso o amido
como fonte de carbono em substituicdo a glicose proposto anteriormente
por Pastrana et al. (1995). Da mesma forma anterior, foram realizadas
fermentacdes em frascos agitados, adicionando 20 mL do pré-inéculo ao
meio de cultivo contendo 80 mL de meio, tendo seu pH inicial ajustado
para 6,5 com &cido fosférico (HsPO,) 30% e temperatura de 30°C e 150
min™ de fregiiéncia de agitacéo.

Foi realizada uma curva de crescimento do fungo Monascus
objetivando verificar a evolugdo da concentracdo da biomassa (g/L),
absorbéancia do pigmento vermelho (UDO.g), concentragdo de amilase
(U.1), consumo de glicose (g/L) e pH.

A escolha do amido baseou-se em dois fatores principais. O
primeiro pela sua estrutura quimica (maltose - glicose). O segundo fator
foi que, espécies de Monascus tém sido estudadas por serem produtores
de diversas enzimas, inclusive amilases segundo relatos bibliograficos
(CARDENAS et al, 2001; SABATER-VILAR; MAAS; FINK-
GREMMELS, 1999).

2.7 - ESTUDO DA PRODUGAO DE LOVASTATINA
Neste estudo, foi avaliado se fontes de carbono e nitrogénio

inicialmente capazes de aumentar a producdo de pigmentos vermelhos
por Monascus ruber CCT 3802, podem ser aplicadas também a
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biossintese da lovastatina. Para tanto, os substratos utilizados foram:
glicose, amido de arroz comercial e substratos alternativos como farelo
de arroz e milhocina (residuos agroindustriais de interesse regional),
conforme descrito no item 2.3.2 do presente capitulo. Foram realizadas
fermentagdes em frascos Erlenmayer de 500 mL, adicionando 20 mL do
pré-inéculo ao meio de cultivo contendo 80 mL de meio tendo seu pH
inicial ajustado em 6,5 com acido fosférico (HsPO,) 30% e temperatura
de 30°C e 150 min™ de freqiiéncia de agitagao.

A ordem seqiiencial do estudo baseou-se entdo:

1° - Partindo de um meio previamente descrito na literatura
(PASTRANA et al., 1995), para a producdo de pigmento vermelho,
testou-se a capacidade do fungo filamentoso Monascus ruber CCT 3802
de produzir a lovastatina também nesse meio.

2° - Num segundo momento, a biossintese da lovastatina foi
novamente testada em presenga do meio descrito por Orozco, Pereira e
Kilikian (2003) onde descreviam a obtencdo da mesma molécula por
Monascus purpureus.

3° - Na etapa final testou-se a capacidade de producdo da
lovastatina por Monascus ruber CCT 3802 em meio de cultivo
anteriormente descrito na literatura (CHANG et al., 2002a) para a
producdo da referida molécula.






3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os resultados dos ensaios fermentativos
para a obtencdo das moléculas bioativas por Monascus ruber CCT 3802
— pigmentos vermelhos, amilase e lovastatina em diferentes fontes de
carbono. Inicialmente, sera discutida a producdo de pigmentos
vermelhos utilizando a glicose como fonte de carbono.
Comparativamente ao ensaio anterior, serdo apresentados os resultados
da fermentacdo para a produgdo de amilase frente ao amido como fonte
de carbono. Dando sequiéncia, sdo discutidas as formas de obtencdo da
lovastatina nos diferentes meios.

3.1 - Estudo da Producdo de Pigmentos Vermelhos Utilizando
Glicose como Fonte de Carbono

Foram avaliados em cultivo submerso (frascos agitados) a
infuéncia da glicose como fonte de carbono (concentracdo inicial de
20g/L) sobre a producédo de pigmentos vermelhos pelo fungo Monascus
ruber CCT 3802. Para tanto, foi realizada uma curva de crescimento do
fungo nas seguintes condigdes: meio contendo, em gramas por litro de
agua destilada: glicose (20), glutamato monossddico (5), K,HPO, (5),
KH,PO, (5), CaCl, (0,1), MgSO,.7H,O (0,5), FeSO,.7H,O (0,01),
ZnS0,4.7H,O (0,01) e MnSO4H,O (0,03) a 30°C, pH inicial de 6,5 e
freqiiéncia de agitacio de 150 min™.

A figura 16 apresenta a curva de crescimento do fungo onde pode
ser observado a evolucdo da concentracdo da biomassa (g/L),
absorbancia do pigmento vermelho (UDO,g), concentracdo de etanol
(g9/L), consumo de glicose (g/L) e pH.
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Figura 16— Evolugdo das concentracfes de biomassa, absorbancia do pigmento
vermelho (UDOQyg), concentragdo de etanol (g/L), consumo de glicose e pH em
meio de cultivo submerso contendo glicose (20 g/L) e glutamato monossodico
(GMS) a temperatura de 30°C e 150 min™ de freqiiéncia de agitacdo. (Os dados
encontram-se no Apéndice)

Conforme demonstra a figura 16, a producdo de pigmentos
vermelhos é detectada aproximadamente apds 24 horas de fermentacéo,
atingindo sua concentracdo maxima (2,74 UDOygy) ap6s 94 horas do
inicio do processo fermentativo. Observa-se que 0 crescimento
acentuado da biomassa flngica ocorre até 24 horas do processo,
demonstrando predominancia do metabolismo oxidativo. Apos este
periodo, comega a aumentar a formacdo de etanol, caracterizando o
inicio do metabolismo fermentativo, até aproximadamente 48 horas,
com reducdo ou estabilizacdo da concentracao celular. Apés esse tempo,
0 microrganismo passa a consumir alcool, fase essa que coincide com a
concentracdo maxima de pigmentos vermelhos. Estes resultados foram
similares aos encontrados na literatura (HAMDI; BLANC; GOMA,
1996).
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No momento em que a glicose ja se encontra esgotada no meio,
observa-se que o pigmento € produzido em maior quantidade e a
producdo de biomassa praticamente mantém-se estavel, enquanto o
etanol é consumido. A cerca de 48 horas a concentracdo maxima de
etanol obtida (2,76 g.L™) é similar aos resultados encontrados na
literatura (HAJJAJ et al., 2000a; PASTRANA et al., 1995). O consumo
de etanol observado no ensaio confirma resultados anteriores em que o
mesmo tem sido utilizado como um substrato de carbono para a sintese
de pigmentos vermelhos (BLANC et al., 1994; JUZLOVA et al., 1994).

A glicose quando consumida por Monascus é primeiro
metabolizada a acetil- CoA, que integra a via dos acidos tricarboxilicos
(TCA) e estd relacionada com a producdo de pigmentos quando se
associa ao Malonil CoA para iniciar o ciclo dos tetracetideos (via
metabolica apresentada na Figura 4 — Capitulo 1). Este € um indicativo
de que o pigmento Monascus pode servir como fonte de carbono por
incorporacdo do atomo de carbono de sua molécula ao acetil-CoA
guando a glicose é praticamente extinta do meio de cultivo
(YONGSMITH et al., 2000).

Na auséncia de respiracdo, as células microbianas dependem
totalmente da fosforilagdo dos substratos para obtencdo de energia: a
geracdo de ATP deve ser acoplada ao rearranjo quimico de compostos
organicos. Muitos compostos podem atuar como substratos de
crescimento por processo fermentativo, e muitas vias desenvolvem-se
para regenerar coenzimas fundamentais para que a dindmica metabdlica
continue acontecendo. Estas vias apresentam trés estagios gerais: (1)
conversdo do composto passivel de fermentacdo para doador de fosfato
para a fosforilagdo de substrato. Este estdgio quase sempre contém
reacBes metabdlicas na qual o NAD" é reduzido a NADH. (2)
Fosforilagdo do ADP pelo doador de fosfato rico em energia. (3) Etapas
metabdlicas que colocam os produtos de fermentacdo em equilibrio
guimico com os materiais iniciais. A necessidade mais freqliente neste
Gltimo estagio consiste num mecanismo para a oxidagdo do NADH,
gerado no primeiro estagio da fermentacdo, em NAD" (etanol, por
exemplo), de modo que a fermentacdo possa prosseguir (JAWETZ;
MELNICK; ADELBERG, 2000).
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Figura 17- Esquema da fermentagdo alcoolica realizada pelos fungos

O esquema acima (Figura 17) caracteriza o que se pode chamar
de “fermentacdo classica”, ou seja: um processo independente do
oxigénio, ou um artificio do metabolismo fangico, no qual o NADH,
que € produzido durante a glicdlise (ou outra via de degradagdo) €
utilizado para reduzir um aceptor de elétrons (etanol) produzido pela
prépria célula. Tal fato poderia explicar a formacéo de etanol antes que
a glicose fosse completamente extinta do meio de cultivo, ou seja, o
etanol foi formado para que o NADH, em excesso fosse regenerado a
NAD e assim continuar a via glicolitica (JAWETZ; MELNICK;
ADELBERG, 2000).

Nestas condicBGes, observou-se que a Vvelocidade especifica
maxima de crescimento (max) do Monascus ruber foi igual a 0,0018 h*
guando o etanol é consumido, ao passo que quando o fungo utilizava
glicose como substrato a max era 0,093 h™. Valores de 0,1006 e 0,0813
foram determinados para o fator de conversdo de substrato em células
(Yxss) quando o substrato é glicose e etanol, respectivamente. Os valores
para o fator de conversdo substrato em produto (Yps) foram de 0,8125
UDOug.0.L™" para etanol e 0,0161 UDOgug. g.L™ para glicose. A
produtividade méaxima de células foi de 0,0547 g.(L.h™), a de pigmento
foi de 0,0291 UDOugo.h™ e do etanol foi de 0,0575 g.(L.h™). Em relagdo
a producdo maxima obtida nos ensaios, verificam-se os valores de
0,00547 g/h para células, 0,00291 L/h para pigmento e 0,00575 g/h para
etanol. Os resultados dos parametros cinéticos estdo dispostos no
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apéndice. A fase exponencial de crescimento celular termina em torno
de 24 horas, enquanto o tempo de producdo maxima de pigmento
vermelho é em torno de 94 horas. Fica evidenciado assim que a
producdo de pigmento Monascus ndo esta associada ao crescimento
fangico.

A concentragdo inicial da glicose como fonte de carbono é
extinta do meio em 48 horas, periodo onde se atinge a concentracéo
maxima de etanol e a maior velocidade especifica maxima de
crescimento do Monascus. O etanol verificado durante o metabolismo
do Monascus parece ter sido usado como fonte de carbono para sintese
do pigmento vermelho mantendo uma concentracdo estavel de
biomassa. A partir disso, observa-se o maior fator de conversdo de
substrato em pigmento, o que pode indicar que nessas condi¢des ocorre
a utilizacdo de um metabdlito secundario do Monascus atuando como
fonte de carbono para o prdprio microrganismo, quando da extin¢do do
substrato inicial do meio. Tal situacdo pode ser encontrada em outros
estudos, em que a producdo de pigmento parece estar favorecida quando
da existéncia do etanol no meio.

3.2 - Estudo da Producédo de Amilase Utilizando Amido como Fonte
de Carbono

No decorrer dos experimentos, notou-se que em algus ensaios,
0s meios de cultivo ficavam viscosos sugerindo um acimulo de outros
metabdlitos e biomassa flngica. Seguindo essa idéia, foi realizada a
substituicdo da fonte de carbono (glicose pelo amido) no meio citado
por Pastrana et al. (1995) para verificagdo da producdo de enzima
amilase, envolvida durante a producdo do pigmento, uma vez que
existem relatos de que espécies de Monascus sdo produtoras da amilase
como referenciado anteriormente.

Da mesma forma que o estudo anterior, foram avaliados em
cultivo submerso (frascos agitados) a influéncia do amido como fonte de
carbono (concentracéo inicial de 3 g/L) sobre a producéo de pigmentos
vermelhos e amilase pelo fungo Monascus ruber CCT 3802. Foi
realizada uma curva de crescimento do fungo nas seguintes condigdes:
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meio contendo, em gramas por litro de &gua destilada: amido (3),
glutamato monossédico (5), K.HPO, (5), KH,PO, (5), CaCl, (0,1),
MgSO,.7H,0 (0,5), FeSO,.7H,O0 (0,01), ZnSO,.7H,O (0,01) e
MnSO4H,0 (0,03) a 30°C, pH inicial de 6,5 e freqliéncia de agitacdo de
150 min™.

A Figura 18 ilustra a evolucdo da cultura em meio sintético
contendo 3 g/L de amido inicial como fonte de carbono. Observa-se que
as concentragdes de pigmento vermelho e biomassa atingiram valores de
4,98 UDOQyg € 5,24 g/L respectivamente enquato a producdo de amilase
foi de 35,22 Ul. Estes resultados demonstram que a formacdo de
pigmento esta associada ao crescimento celular.
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Figura 18 - Evolugdo das concentragdes de biomassa, absorbancia do pigmento
vermelho (UDQ,g), amilase e pH em meio de cultivo submerso contendo amido
(3 g/L) e glutamato monossédico (GMS) & temperatura de 30°C e 150 min™ de
frequéncia de agitacdo. (Os dados encontram-se no Apéndice)

Analisando-se os graficos das Figuras 16 e 18 pode-se observar
que a presenca do amido (Figura 18) associado ao glutamato
monossodico influencia positivamente na producdo de pigmento
vermelho e biomassa, por Monascus ruber CCT 3802, visto que as
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concentragcdes obtidas para essas substancias foram maiores neste
experimento quando comparados ao estudo realizado com glicose
associado ao glutamato (Figura 16), que atigiram valores de 2,74
UDOggo € 2,44 g/L para pigmento vermelho e biomassa respectivamente.

De fato, a adicdo de aminoécidos tais como, glutamato e
glicina, principalmente em cultivo submerso sdo fontes ricas para
producdo de corantes quando comparados ao nitrato de aménio e
parecem favorecer a formagdo extracelular do pigmento Monascus
(BLANC, 1999; BONDIOLI; MANFREDINI, 2000; HAJJAJ et al.,
2000b; HAJJAJ et al., 2000a).

Blanc (1998) estudou a adicdo de diversos aminoacidos
objetivando concomitantemente a maximizacdo da producdo de
pigmento vermelho e a reducdo da citrinina em cultivo submerso
conforme apresentado na Tabela 5, constatando-se assim, que a escolha
do aminodcido adicionado ao meio de cultivo é de fundamental
importancia na produgéo de pigmento vermelho.

Tabela 5 - Influéncia da fonte de amino4cidos, na concentragdo de 5 g/L, sobre
a producdo de pigmento vermelho, expresso em DOsq, € citrinina

Aminoacidos | Biomassa | DOsy | Citrinina Tempo de
(/L) (mg/L) fermentac&o (h)

Glicina 7 26 58 287
Alanina 55 5 100 262
Valina 9 3 0 287
Leucina 9,5 2 0 161
Serina 8 12 57 161
Histamina 6,7 9 6 219
Tirosina 7 15 19 212
Glutamato 8 7 100 172
Triptofano 4 0,8 0 212
Histidina 8,3 40 0 320

Fonte: Blanc (1998)
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Conforme os resultados obtidos, observa-se que a velocidade
especifica maxima de crescimento ao amido como substrato é de 0,0422
h* contra 0,093 h™ & glicose. Assim pode-se dizer que o fungo
apresentou a maior velocidade especifica maxima de crescimento
quando utiliza a glicose como substrato, coincidindo com uma menor
fase de adaptacdo (fase lag). Porém quando se analisa os dados do
grafico pode-se verificar que a producdo de pigmento vermelho quando
0 substrato é o amido é praticamente duas vezes maior de quando o
substrato é a glicose, o que pode indicar que o amido é o substrato
preferencial do Monascus ruber. Os valores de 0,9602 g.(UDOug.L)™ e
0,18 g.(ULL)" foram determinados para o fator de conversdo de
biomassa em pigmento vermelho e fator de conversdo de biomassa em
amilase respectivamente. A figura 18 mostra ainda uma associacdo da
producdo de pigmentos vermelhos com o crescimento celular. De fato,
observa-se que a curva de formacdo do pigmento que se inicia
aproximadamente em 36 horas apés o inicio de fermentacéo, apresenta
uma forma semelhante & curva de crescimento celular.

Sendo assim, observa-se que se tem a maior velocidade de
crescimento de biomassa (0,093 h™) e maior fator de conversdo de
substrato em biomassa (0,1006) quando o substrato é glicose e o fator de
conversao de substrato em pigmento vermelho é de 0,0161. Quando o
substrato é o amido tem-se que os fatores de conversdo de biomassa em
metabélitos secundarios é de 0,9602 g.(UDOggo.L)" e 0,18g.(UL.L)™
para pigmento vermelho e amilase respectivamente. A produtividade
méxima de células foi de 0,053 g.(L.h™), a de pigmento foi de 0,0514
UDO,g0.h™ e do amilase foi de 0,3189 g.(L.h™)

Cabe aqui, ressaltar que no ensaio contendo glicose, a produgéo
de pigmento Monascus parece ndo estar associada ao crescimento
fangico. Ja no ensaio contendo amido, o crescimento além de estar
associado a producdo de pigmento, parece estar também associado a
amilase. De fato, isso pode ocorrer visto que as células utilizam a
energia de oxidagdo do substrato, ndo somente para o crescimento mas
também para finalidades de manutencéo. Estes resultados sugerem que o
substrato que mais favorece a producdo do pigmento vermelho pelo
fungo Monascus ruber é o amido de arroz embora a fase lag observada
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tenha sido maior que no experimento com glicose. Uma explicacdo para
tal fato, é que na fase lag ocorre a producdo das enzimas amiloliticas
pela célula, necessérias para a quebra de moléculas de amido contidas
no meio de cultivo.

3.3 - ESTUDO DA PRODUCAO DE LOVASTATINA

Com o objetivo de testar a capacidade do fungo filamentoso
Monascus ruber CCT 3802 em produzir lovastatina, foram testados 0s
meios de cultivo previamente descritos na literatura (CHANG et al.,
2002a; OROZCO; PEREIRA,; KILIKIAN, 2003; PASTRANA et al.,
1995).

Como pode ser observado nos graficos das Figuras 16 e 18 que
representam o experimento realizado com base no meio de Pastrana et
al. (1995) e no ensaio com o meio de Chang et al. (2002a) descrito no
anexo, a molécula de lovastatina ndo aparece. Em ensaio que teve como
objetivo verificar a produgdo de lovastatina utilizando-se meio descrito
por Orozco, Pereira e Kilikian (2003), também nédo foi detectada a
presenca do produto.

Uma hipétese para a inexisténcia da lovastatina quando testada
principalmente com farelo de arroz, seria a inibi¢do da formacéo dessa
molécula por excesso de sais presentes no meio de cultivo. Como o
farelo de arroz é parboilizado, os teores de Ca, P, Fe, SO, Na e K
presentes neste, ja poderiam ser satisfatorios para o crescimento do
fungo, estabelecendo assim um limite de tolerAncia para essas
substancias e/ou um possivel desvio de rota metabolica.

Parece importante uma adequacéo e controle do pH em cultivos
de Monascus sp, uma vez que as enzimas participantes da via dos
policetideos assumem papel na ativacdo do metabolismo secundario dos
fungos filamentosos. Além do mais, estudos tém demonstrado
mecanismos genéticos e bioquimicos diretamente envolvidos na sintese
de moléculas bioativas pela via dos policetideos (ESPESO et al, 1993;
SHAN et al, 1991).

Outra hipotese para a ndo deteccéo desta molécula nos meios de
cultivo é o tipo de aminodcido utilizado, j& que o processo de metilacdo
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¢ uma etapa importante na biossintese deste metabdlito secundario
(Figura 9), como demonstra Kimura et al. (1990) apud Lai, Pan e Tzeng
(2003) ao propor que a metionina servia como um precursor importante
na sintese da mevinolina em cultivo de Monascus ruber. De fato, a
selecdo e adequacdo do aminodcido parece favorecer a producdo da
lovastatina, uma vez que segundo Lai, Pan e Tzeng (2003), a adi¢do de
0,1¢g/L D ou D,L-metionina nas 72 horas de fermentacdo aumentou em
20% a producdo de lovastatina, sugerindo que a metionina
provavelmente ativa as enzimas participantes da via do metabolismo dos
policetideos, sendo portanto uma importante precursora para a sintese da
lovastatina. Ainda para a biossintese da lovastatina, estudos de acordo
com Kumar et al. (2000); relatam que a utilizagdo da maltodextrina e
solucdo saturada de milho como fonte de carbono e nitrogénio por
Aspergillus terreus em cultura submersa fornece alto rendimento quanto
a producdo de lovastatina; na ordem de 1270 mg/L em 288 horas e
produtividade de 4,4 mg (L.h)™.

Outro aspecto a ser considerado, é que pelo fato dos fungos
secretarem a lovastatina na forma beta-hidroxicarboxilica, esta pudesse
estar em grande quantidade no meio de fermentacdo interferindo na
andlise da forma lactona da molécula. A determinacdo, entretanto, da
lovastatina tanto na sua forma lactona quanto acida, é relatada nos
experimentos conduzidos por Kysilka e Kren (1993).



4 — CONCLUSOES

Com esse trabalho foi possivel estudar algumas variaveis relevantes
ao processo de obtengdo do pigmento vermelho, amilase e lovastatina
pelo fungo filamentoso Monascus ruber CCT 3802. Em fungdo do
conjunto de resultados obtidos foi possivel chegar as seguintes
conclusoes:

O etanol produzido durante o ensaio parece Servir como
substrato para a producdo de pigmento.

A fase exponencial de crescimento celular termina em torno de
24 horas e 0 tempo de producdo maxima de pigmento vermelho
é em torno de 94 horas.

A producdo de pigmento vermelho ndo esta associada ao
crescimento flngico no ensaio contendo glicose como
substrato.

Monascus ruber apresenta, em termos de Hmax € Yxss,valores
maiores para glicose e Yp;5 maior para etanol.

Quando utilizado glicose como substrato a produtividade
méxima de células foi de 0,0547 g.(L.h™) e a de pigmento foi
de 0,0291 UDO,go.h™: guando utilizado amido a produtividade
méxima de células foi de 0,053 g.(L.h™) e a de pigmento foi de
0,0514 UDQygo.h™.

A capacidade do Monascus sp. para produzir etanol é bem
conhecida na literatura, o que também foi observado nesse
estudo.

A producdo de pigmento vermelho estd associada ao
crescimento flngico no ensaio contendo amido como substrato.
A producdo do pigmento comega com o inicio da formacéo de
etanol.

A producdo de biomassa mostrou-se inversamente proporcional
a assimilacéo da glicose como substrato.

As maiores concentracbes de pigmentos vermelhos (4,98
UDOyg) € biomassa (5,24 g/L) foram obtidas com o amido e
glutamato monossddico como fonte de carbono e nitrogénio
respectivamente quando comparados aos estudos realizados
com glicose: (2,74 UDOQug e 2,44 g/L para pigmentos
vermelhos e biomassa). Esses resultados sugerem que o
substrato preferencial do Monascus ruber é o amido de arroz,
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embora a fase lag tenha sido maior que no experimento
contendo glicose como substrato.

O Monascus ruber CCT 3802 além de produzir pigmento
vermelho como metabdlito secundario, é também um produtor
da enzima amilase.

Os ensaios contendo amido e glutamato como fonte de carbono
e nitrogénio respectivamente, foram promissores para producao
de pigmento vermelho e amilase (35,22 Ul).

Nas condicdes de trabalho e analise realizadas ndo foi
verificada a producdo de lovastatina.



SUGESTOES

Para estudos futuros pode-se sugerir:

e Ultilizacdo de outras fontes de carbono e nitrogénio para sintese
de pigmentos e/ou lovastatina.

Dosagem da molécula de lovastatina na sua forma &cida.

e Utilizacdo de outra técnica de separacdo qualitativa e
guantitativa por Reversed Phase High Performance Liquid
Chromatography (RP-HPLC), uma vez que pode haver
presenca de compostos interferentes no meio e outros
metabolitos de forma geral como micotoxinas e ésteres.

e Utilizacdo de novas linhagens de espécies de Monascus para
testar a producdo de lovastatina.

e Utilizacdo de substratos alternativos como o farelo de arroz
como fonte de carbono em substituicdo ao amido, viabilizando
a producédo da enzima amilase.

e Analisar os efeitos de parametros de processamento como
temperatura, pH e estabilidade do corante in vitro; verificando-
se que alteragbes ou associacbes com aditivos podem
comprometer a coloragdo final do produto.
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RESUMO - Espécies de Monascus sdo microrganismos filamentosos
e ndo patogénicos, produtores de metabdlitos de interesse comercial
como biopigmentos e lovastatina, sendo estes oriundos da via dos
policetideos. Dentre estes produtos, os pigmentos sdo utilizados na
indUstria de alimentos como corantes, enquanto a Lovastatina é usada
na industria farmacéutica por ser uma substancia hipocolesterolémica.
Neste trabalho estudou-se a producdo de biopigmentos e lovastatina
pelo fungo filamentoso Monascus ruber CCT 3802 em dois substratos
agroindustriais, farelo de arroz e milhocina. O tempo de fermentacéo
estudado para a biossintese desses compostos, pelo microrganismo, foi
de 12 dias a temperatura de 30°C e 150 rpm em cultivo submerso.
Durante o processo, houve uma producdo consideravel de pigmentos
atingindo uma concentracdo de 97,9 mg/L em farelo de arroz,
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enquanto a producdo de lovastatina ndo foi detectada pela técnica
utilizada.

ABSTRACT - Species of Monascus are filamentous microorganisms
and not pathogenic, which produce metabolites of commercial interest
as biopigments and lovastatin, deriving from the polyketides pathway.
Amongst these products, the pigments are used in the food industry as
colorants, while the Lovastatin is used in the pharmaceutical industry
as hypocholesterolemic substance. In this work we have studied the
production of biopigments and lovastatin for filamentous fungus
Monascus ruber CCT 3802 in two substrats agribusiness, rice powder
and corn steep liquor. The time of fermentation studied for
biosynthesis of these composites, for microorganism, was did 12 days
at the 30°C of temperature and 150 rpm in submerged culture. During
the process, hade a considerable pigments production reaching
concentration of 97,9 mg/L in rice powder, while the lovastatin
production was not detected by technique utilized.

PALAVRAS-CHAVE: lovastatina; pigmentos; Monascus ruber;
farelo de arroz; milhocina.
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1.INTRODUCAO

A lovastatina (também conhecida como mevinolina,
monacolina K, Mevacor®) é uma importante droga hipocolesterolémica
capaz de inibir a Hidroxi-Metil-Glutaril Coenzima A (HMG-CoA)
redutase, a enzima limitante na biossintese do colesterol. Esta substancia
¢ ativa ndo somente in vitro por inibir a biossintese do colesterol, mas
também in vivo por diminuir os niveis de colesterol no plasma em
animais e humanos (Chang et al., 2002).

Segundo relato bibliografico (Endo, 1985), algumas linhagens
de Monascus ruber podem produzir lovastatina e seus homdlogos a
partir de fermentacdo submersa. Outras espécies de fungos filamentosos,
tais como, Aspergillus (Hirama e Iwashita, 1983), Monascus,
Penicillium, Hipomicetos, Eupenicillium, Gimnoascus e Tricoderma
(Chang et al., 2002) também podem produzir lovastatina.

Espécies de Monascus sdo fungos filamentosos ndo patogénicos
e seus produtos séo freqiientemente usados em alimentos (Juzlova et al.,
1996). Dentre os metabdlitos de interesse industrial podemos citar
principalmente os pigmentos, amarelo, laranja e vermelho, onde coram
vinho, peixe e produtos carneos. Sua aplicagdo é observada
principalmente no sul da China, Taiwan, Japdo e Indonésia. Estes
microrganismos sdo tradicionalmente cultivados em meio sélido, grédos
de arroz ou péo. Ainda que a fermentacdo em estado s6lido ndo permita
gue 0s parametros cinéticos sejam controlados os estudos nesse meio de
cultivo tém sido realizados com maior freqiiéncia tanto no Brasil como
em outros paises. Todavia, estudos em culturas submersas em meio
natural ou sintético, tém sido desenvolvidos recentemente (Hajjaj et al.,
2000a).

O objetivo deste trabalho é determinar as condicfes de cultivo
do fungo filamentoso Monascus ruber CCT 3802 para a producdo de
biopigmentos e lovastatina em cultivo submerso. Para tanto, estudou-se
a utilizagdo de substratos alternativos como farelo de arroz e milhocina
(residuos agroindustriais de interesse regional).
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2.MATERIAL E METODOS
2.1.Microrganismo

O microrganismo utilizado no presente estudo foi o fungo
filamentoso Monascus ruber CCT 3802 obtido da fundacdo André
Tosello, Campinas SP ( Monascus ruber van Tieghem alt.
Basipetospora rubra Cole Kendrick ).

2.2.Meios de Cultivo

Tabela — Composic¢éo dos meios de cultivo nos quatro ensaios analisados.

. Mei 2 | Mei .
Meio 1 (g/L) (gfll()) (gfll()) 3| Meio 4 (g/L)
farelo de arroz*: farelo de milhocina . .
344 arroz ** 244 milhocina: 34,4

' 44,4 Y
peptona: 10,8 i):p;ona: geg tona: peptona: 10,8
glicerina: 26,4 g:alcfrlna: %Trma: glicerina: 26,4
glicose: 129,2 2'7';0286: glllczose: glicose: 129,2

I I

glutamato de Na geult\T;nato geult\T;nato glutamato de Na
5,0 5.0 5.0 5,0

* Farelo de arroz obtido da industria catarinense (parboilizado).
** Farelo de arroz comercial (Arrozina®).

Os diferentes meios de cultivo testados foram baseados em
estudos de Chang et. al. (2002), que partindo de um meio inicial
composto de pd de arroz (3,0%), peptona (0,9%), glicerina (3,0%),
glicose (11%), MgS0,.7H,0 (0,1%), KNO; (0,2%); obteve através de
técnicas de planejamento experimental o seguinte meio otimizado em
gramas por litro de &gua destilada: pé de arroz: 34,4; peptona: 10,8;
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glicerina: 26,4; glicose: 129,2. Neste trabalho o p6 de arroz foi
substituido por milhocina ou farelo de arroz com a adi¢do de glutamato
de sédio nas concentracdes mostradas na Tabela.

2.3.Pré-Inoculo

Foi realizada a inoculacdo direta da fase vegetativa ao meio de
sais de 1,77 cm? (medida através de um ponteira de pipeta previamente
estéril, contendo 0,75 cm de raio) do meio de manutencdo contendo a
coldnia do Monascus, com 10 dias de crescimento a 30'C em placas de
Petri, com volume constante de 12 mL de meio (BDA).

2.4. In6culo e Meio de Cultivo

Os frascos Erlenmeyer aletado de 500 mL contendo 150 mL de
volume Util foram inoculados com 15 mL do pré-indculo de Monascus
ruber e incubados em shaker orbital (Marca TECNAL®) na temperatura
de 30°C a uma rotacdo de 150 rpm.

Assim, foram preparados trés pré-indculos diferentes, variando
0 substrato de acordo com o citado na Tabela. Os meios de cultivo
(Meios 1, 2, 3 e 4) foram mantidos em shaker por 12 dias.

2.5. Métodos Analiticos

As amostras foram retiradas do shaker assepticamente num
volume de 5 mL com ponteira estéril e colocadas em tubos de ensaio.
Estes foram centrifugadas a 8000 rpm durante 15 minutos para a
separacdo do sobrenadante e realizacdo das andlises de pigmentos e
lovastatina.

As leituras dos pigmentos contidos nos sobrenadantes, obtidos
apo6s centrifugacdo, foram realizadas em espectrofotdmetro marca
SPECTRONIC UNICAN-GENESYS 10 vis (zerado com agua
destilada) nos seguintes comprimentos de onda (y): 480 nm para leitura
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do pigmento vermelho, 420 nm para pigmento laranja e 380 nm para
andlise do pigmento amarelo.

Foi definido por (Hajjaj et al., 2000a) que 1 (uma) unidade
absorbancia DOpy, (Asgo) corresponde a 15 mg/L de pigmento. O
peso molecular do pigmento vermelho (pigmento de maior interesse
industrial) é 498 g.mol™.

A presenca da lovastatina no sobrenadante foi investigada
através de analise em HPLC apds a retirada de cada amostra. Ao final
do cultivo o caldo foi extraido com 50 mL de etanol (95%) durante 24
horas. O caldo foi filtrado por membrana de 0,45mm e entdo analisado
por HPLC para quantificar a lovastatina intracelular como descrito por
(Chang et al., 2002).

O sistema HPLC para andlise da concentracdo da lovastatina foi
da Shimadzu 10-A (formado por um controlador de distribuicdo), um
detector Shimadzu SPD-10-A UV-VIS e uma coluna Cosmosil 5 C-18-
MS-I1 gel 150 x 4,6 mm, 5 p. O volume injetado foi 20 pL. A amostra
foi diluida com uma fase movel contendo 65% de acetonitrila a um
fluxo de 1,0 mL/min. O padrdo de lovastatina obtido da Sygma, foi
usado para construir uma curva de calibracdo para se verificar os ajustes
dos dados.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que entre o0s ensaios realizados, o que teve
melhores resultados em termos de producdo de pigmentos vermelho e
amarelo foi o ensaio utilizando farelo de arroz (industrial) (Meio 1)
chegando a niveis de 97,9 mg/L e 107,9 mg/L respectivamente
conforme mostra a Figura 1.
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SUBSTRATO - FARELO DE ARROZ (Meio 1)

120
100

- 80 —e— 480 mg/L
E’ 60 —4— 420 mg/L
= 40 380 mg/L

20
0

Concentragdo de pigmento

0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250

Tempo (horas)

Figura 1 — Producdo de pigmento em 12 dias de cultivo submerso utilizando
farelo de arroz industrializado (Meio 1) a temperatura de 30°C e 150 rpm.

O cultivo em farelo de arroz parboilizado obtido da industria
catarinense (Figura 1) apresentou maiores concentragGes de pigmentos
gue no cultivo realizado com farelo de arroz comercial (Figura 2). A
hipotese sugerida, para tal fato, deve-se ao maior enriquecimento de
vitaminas do complexo B e nutrientes (calcio, fosforo, ferro e potassio)
no farelo industrial em detrimento do farelo de arroz comercial
(Arrozina®), também enriquecido, porém, sem complementacdo com
vitaminas do complexo B.

SUBSTRATO - FARELO DE ARROZ (Meio 2)

104 o o—o——o—+—*
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Figura 2 — Producdo de pigmento em 12 dias de cultivo submerso utilizando
farelo de arroz comercial (Meio 2) a temperatura de 30°C e 150 rpm.
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No meio contendo a milhocina (24,4 mg/L) conforme mostra a
Figura 3, a producdo de pigmentos, vermelho, laranja e amarelo néo foi
significativa quando comparado ao meio contendo farelo de arroz
industrializado (Figura 1).

SUBSTRATO - MILHOCINA (Meio 3)

2 1804

S 160

£ w0

o . 1201 —e— 480 mg/L
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g ~ 60 A 380 mg/L
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: 2y A

S O e e
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Figura 3 —Produgdo de pigmento em 12 dias de cultivo submerso utilizando
milhocina (24,4 mg/L - Meio 3) a temperatura de 30°C e 150 rpm.

Da mesma forma, quando a concentracdo deste substrato
(milhocina) foi aumentada, juntamente com outros nutrientes, houve um
ligeiro aumento na producdo dos trés pigmentos (Figura 4), porém,
também nao foi significativamente importante, a ponto de substituir o
farelo de arroz por este substrato.

SUBSTRATO - MILHOCINA (Meio 4)
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Figura 4 — Producédo de pigmentos em 12 dias de cultivo submerso utilizando
milhocina (34,4 mg/L - Meio 4) a temperatura de 30°C e 150 rpm.
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O trabalho de (Moritz et al., 2003) compara a producdo de
pigmento monascus em diferentes fontes de carbono e nitrogénio,
indicando que a maior produtividade de pigmentos é favorecida pela
adicdo de farelo de arroz. Para a biossintese da lovastatina, estudos
também referenciam diferentes fontes e concentracBes de nutrientes,
buscando o aumento na producdo desse metabdlito por fungos
filamentosos (Kumar et al., 2000; Hajjaj et al., 2001; Chang et al.,
2002a; Casas Ldpez etal., 2003).

Nas condic¢des dos experimentos realizados ndo houve deteccao
da molécula de lovastatina.
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Dados da figura 16
Tempo.h.[¥] Pigmento[Y]| ETOH[Y] Biomassa[Y]| Glicose[Y) pHIY]

0 0,007 0 0.39 19,8 6.42
12 0,036 0 0,78 17 6,02
24 0,068 0.4 2,38 6.4 6,96
36 0,31 0,68 2.36 0.62 1.25
48 0,567 2,76 2.25 ] 1.78
i2 1,158 1,01 2.38 ] 8.32
94 2,74 0,49 2.44 - 8.11

125 2,44 0.3 2.02 - 8,77
141 2,344 0 1,87 - 9,03

Evolugdo das concentragbes de biomassa, absorbancia do pigmento vermelho
( ), concentragdo de etanol (g/L), consumo de glicose e pH em meio de
cultivo submerso contendo glicose (20 g/L) e glutamato monossddico (GMS) a
temperatura de 30° C e 150 min™ de freqiiéncia de agitagdo referente a figura

16.

InX

y =0,093x - 1,364

RZ=1

tempo

Velocidade especifica maxima de crescimento no ensaio da figura 16 (glicose).
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0,91

0,9
0,89
0,88
0,87
0,86
0,85
0,84
0,83
0,82
0,81

0,8

InX

y =0,0018x + 0,7303
R?=0,9628

L

@ Sériel

—— Linear (Sériel)

50
tempo

100

Velocidade especifica maxima de crescimento no ensaio da figura 16 (etanol).

Produtividade Pigmento

y =0,0291x + 0,007
R?Z=1

0 T T T 1
20 40 60 80 100
tempo
Producao pigmento 0,00291 L/n
Produtividade pigmento 0,0291 h*
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Produtividade Célula

y=0,0547x + 0,39

0 - T RZ="1 T )
0 10 20 30 40
tempo
Producao célula 0,00547 g/h
Produtividade célula 0,0547 g/(L*h)

Produtividade EtOH

0 10 20 30 40 50 60
tempo
Producédo EtOH 0,00575 g/h

Produtividade EtOH 0,0575 g/(L*h)
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Dados da figura 18
Tempo.h.[X] [Pigmento[Y] Biomassa[Y])| pH[Y) Amilase[Y)
0 0,042 0,153 5,98 4,61
36 0,265 0,299 6,85 4,36
48 1,808 1,56 7,58 6,02
12 3,603 2,75 8,12 1,05
96 4,98 5,24 8,65 35,22
120 4,74 4,36 8,75 35,22

Evolugdo das concentragBes de biomassa, absorbancia do pigmento vermelho
(UDOyg), amilase e pH em meio de cultivo submerso contendo amido (3 g/L) e
glutamato monossédico (GMS) a temperatura de 30° C e 150 min™ de
freqliéncia de agitacéo referente a figura 18.

2,5 -
5 |
1,5 -
1

= 05 -

0

y=0,0422x - 2,184
R?=0,8389

-0,5 -

-1 A

-1,5 -

20

40 60

tempo

80

100 120

Velocidade especifica maxima de crescimento no ensaio da figura 18 (amido).
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Produtividade Pigmento

6 -

5

4

g3

2

1

0 y = 0,0514x + 0,042 .

0 20 40 60 R*=13 100 120
tempo
Producao célula 0,00514 L/h
Produtividade célula  0,0514 ht
Produtividade Célula

6 -

5 .

4 .

xX 3 -

2 y =0,053x + 0,154

1 R2=1

0 ; ; ; ; .

0 20 40 60 80 100 120
tempo

Producéo célula 0,0053 g/h

Produtividade célula 0,053 g/(L*h)
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Produtividade Amilase

y=0,3189x + 4,61

2 _
O T T T R _I 1 T T 1
0 20 40 60 80 100 120
tempo
Producéo célula 0,03189 g/h

Produtividade célula 0,3189 g/(L*h)
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