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RESUMO

A cor é um atributo muito importante nos alimentos. Uma vez que o nimero de corantes
sintéticos permitidos estd diminuindo devido aos seus efeitos indesejaveis, o foco no
desenvolvimento de pigmentos para alimentos de fontes naturais estd aumentando. Na
natureza existem muitos microrganismos produtores de pigmentos como fungos, leveduras e
bactérias. Algumas espécies do fungo filamentoso Monascus sdo capazes de produzir
diferentes pigmentos em tonalidades que variam entre vermelho, amarelo e laranja por
processos biotecnolégicos. O Monascus ruber € o mais estudado devido a grande producdo de
pigmentos vermelhos. Os principais substratos estudados sdo a glicose e o amido. Com o
aumento da producio de biodiesel, aumenta a disponibilidade de outro substrato, o glicerol,
que é o principal residuo da produg@o desse combustivel. Uma alternativa interessante para o
aproveitamento do glicerol é a sua transformagdo via microbioldgica em metabdlicos de
interesse industrial. O principal objetivo desse trabalho foi estudar a producao de pigmentos
por Monascus ruber a partir de glicerol. O trabalho experimental realizou-se em trés etapas.
Primeiramente, a determinacdo das velocidades de crescimento radial do fungo e cultivos
submersos para verificar a producdo de pigmentos e o crescimento utilizando glicerol e/ou
glicose como substratos. Na segunda etapa, utilizando glicerol como tnico substrato
avaliaram-se as fontes de nitrogénio, o pH e a concentracdo do substrato para a méaxima
producdo de pigmentos vermelhos. Por tltimo, realizou-se um planejamento experimental
para a otimiza¢d@o da produg¢do de pigmentos vermelhos, variando as concentracdes de glicerol
e glutamato monossédico em cultivos submersos. Verificou-se que o glicerol pode ser
utilizado como substrato para a producido de pigmentos, com producdo de até 9 UDOys
(135 mg.L'l) de pigmentos vermelhos. Em glicose, porém, a produgdo foi de 12 UDOQug.
Entretanto, a velocidade especifica de producdo de pigmentos foi maior em glicerol. As
melhores fontes de nitrogénio encontradas foram o glutamato monossédico, com
produtividade de 0,08 UDOyso.h™ e a glicina com produtividade de 0,07 UDOygo.h™. O pH
que favoreceu a producdo de pigmentos vermelhos foi de 6,5, com inibi¢do da producdo de
pigmentos vermelhos em pH 4cido. Foi verificado que a concentrag@o de fonte de nitrogénio é
uma varidvel muito importante para a solubilizag@o e producdo de pigmentos nos cultivos. Em
concentragdes acima de 5 g.L’l, a producdo de pigmentos vermelhos foi favorecida. A regido
otima encontrada, utilizando metodologia de superficie de resposta, para a producdo de
pigmentos foi de 40 a 70 g.L'1 de glicerole 7 a 8 g.L'1 de glutamato monosddico. A produgéo
de pigmentos (7,4 UDOug) e a produtividade (0,058 UDO4gO.h'1) indicam que a producgio
desse corante por Monascus, em cultivos submersos utilizando glicerol, pode ser promissora
devido a crescente disponibilidade desse substrato.

PALAVRAS-CHAVE: Pigmentos naturais, Monascus ruber, glicerol, cultivo submerso



ABSTRACT

Colour is an attribute very important in food. Since the number of permitted synthetic
colorants has decreased because the undesirable toxic effects, interest on the development of
food pigments from natural sources are increasing. Nature is rich in pigment-producing
microorganisms like fungi, yeast and bacteria. Some species of the filamenthous fungus
Monascus produce pigments in different shades ranging from red, yellow and orange by
biotechnological processes. The Monascur ruber is the most studied because of the large
production of red pigments. The main substrates studied are the glucose and starch. With the
increase in the production of biodiesel, increases the availability of other substrate, glycerol,
which is the main residue from the production of this fuel. An interesting alternative to the use
of glycerol is its transformation into microbial metabolic pathway of industrial interest. The
main objective of this work is to study the production of pigments for Monascus ruber from
glycerol. The experimental work was held in three stages. First, the determination of the
velocities of radial growth of fungus and in submerged medium to check the production of
pigments and growth using glycerol and/or glucose as substrates. In the second step, using
glycerol as a single substrate was assessing the sources of nitrogen, pH and concentration of
the substrate to the maximum production of red pigments. Finally, an experimental design for
the optimization of the production of red pigments, varying concentrations of glycerol and
monosodium glutamate in submerged cultures. It was found that glycerol can be used as
substrate for the production of pigments, with production of up to 9 UDOusgg (135 mg.L’l) of
red pigments. In glucose, however, production was 12 UDOQOys,. However, the specific speed
of production of pigments was higher in glycerol. The best source of nitrogen was found
monosodium glutamate, with yield of 0,08 UDO4go.h'1, followed by glycine. The pH that
favored the production of red pigments was 6,5, with inhibition of the production of red
pigments in acid pH. Was found that the concentration of nitrogen source is a very important
variable for the solubilization and production of pigments in cultures. At concentrations
above, 5 gL'l, the production of red pigments was favored. The optimal region, utilizing
response surface methodology, for pigment production was around 40 — 70 g.L’1 of glycerol
and 7 — 8 g.L'1 of monosodium glutamate.The production of pigments (7,4 UDOu4gp) and
productivity (0,058 UDO4go.h'1) indicate that the production of dye by Monascus in
submerged medium using glycerol can be promising due to the increasing availability of this
substrate.

KEYWORDS: Natural pigments, Monascus ruber, glycerol, submerged medium.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E UNIDADES

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

C/N — Razdo Carbono/Nitrogénio

DNS - Acido 3,5-dinitrosalicilico

FAO (Food and Agriculture Organization)

G — Concentragio de glicerol (g.L™")

GMS - Glutamato monossédico

MEA - Agar extrato de malte

min” — Unidade de Freqii€ncia de agitacdo

Pegiuias — Produtividade de células (g.h™)

PDA - Potato Dextrose Agar

P.E. — Ponto de ebuli¢do

P.F. — Ponto de fusdo

P.M. — Peso Molecular

Py — Produtividade méxima em pigmentos (UDO.h'l), no instante de tempo (t-ty)

r — Raio da col6nia (mm)

R’ — coeficiente de correlacio da reta

S — Concentracio de glicose (g.L™)

t — Tempo

UDO3g) — Unidade de Densidade Optica a 380 nm que representa a quantidade de pigmento
amarelo

UDOyy — Unidade de Densidade Optica a 420 nm que representa a quantidade de pigmento
laranja

UDO,g) — Unidade de Densidade Optica a 480 nm que representa a quantidade de pigmento
vermelho

V- Velocidade de crescimento radial

X — Biomassa (Concentracio celular) (g.L’l)

Yy, — Fator de conversdo de glicerol em pigmentos (UDO4go.g'1)

Ypss — Fator de conversao de glicose em pigmentos (UDQ4sp. g'l)

Yxs — Fator de conversdo de glicose em células (g.2™)

Y/ — Fator de conversio de glicerol em células (g.g™)

Umax — Velocidade especifica maxima de crescimento
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

As cores sdo adicionadas aos alimentos, principalmente, para restituir a aparéncia
original (afetada durante as etapas de processamento, de estocagem, de embalagem ou de
distribuicdo), para tornar o alimento visualmente mais atraente (ajudando a identificar o
aroma normalmente associado a determinados produtos), para conferir cor aos desprovidos de
cor e para reforcar as cores presentes nos alimentos (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI,
2002).

A utilizagdo de pigmentos naturais em alimentos tem aumentado recentemente devido
as vantagens do marketing no desenvolvimento de ingredientes naturais e devido a
preocupacdo dos consumidores sobre efeitos prejudiciais dos pigmentos sintéticos a saide
(DUFOSSE, 2006).

Pigmentos naturais sdo derivados de fontes como plantas, insetos e microrganismos.
Eles tém ganhado maior atencdo devido a estabilidade dos pigmentos produzidos, a
seguranga, a possibilidade de produgio e a avaliacio da tecnologia de cultivo para otimizar
um maior rendimento. A preocupagdo € a producdo de pigmentos por biotecnologia
microbiana que apresentem matéria-prima vidvel e sejam independentes de condicdes
climdticas. O uso de fungos filamentosos como fontes de corantes para alimentos t€ém uma
longa histdria de uso no Oriente, porém ainda sdo proibidos no Ocidente, exceto a producdo
bem sucedida de B-caroteno pelo fungo Blakeslea. A maioria da literatura disponivel sobre
fungos produtores de pigmentos por alimentos fala sobre o Monascus, que produz pigmentos
que sdo bons corantes devido a estabilidade na faixa de pH de 2 — 10, estabilidade ao calor a
autoclavagem e por exibir diferentes cores (MAPARI et al., 2005).

O género Monascus envolve trés principais espécies (M. pilosus, M. purpureus e M.
ruber) pertencendo a familia Monascaceae e a classe Ascomyceta, cuja maior caracteristica é
a habilidade para produzir metabdlitos secundérios de estruturas policetidicas, algumas delas
com pigmentagdo amarela, laranja e vermelha. Facilmente encontrados em muitos
ecossistemas, esse fungo foi usado originalmente na China e Tailandia, para a preparagdo de

angkak, um arroz de cor vermelho escura com vérios usos encontrados, desde para conferir
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cor para outros produtos como vinho, queijo e carne, até uso medicinal e conservador de carne
(HAMDI et al., 1997; BLANC, 1998; LIAN, WANG e GUO, 2005).

O processo tradicional € realizado em cultivo em meio sélido que € trabalhoso,
demorado e requer maiores dreas. Entdo, técnicas de cultivo submersas para a producdo de
pigmentos de Monascus t€m sido estudadas para minimizar os problemas de espaco, escala e
controle de processos (EVANS e WANG, 1984). Rendimento de pigmentos em cultivo
submerso € muito afetado pelas composicdes dos meios, fontes de nitrogénio, concentragdo de
oxigénio e o valor inicial do pH no sistema (HAMDI et al, 1997).

Compostos de carbono reduzidos sdo utilizados como fonte de carbono para formagao
de massa celular e formacdo de produto, atuando também como fonte de energia. Embora
glicose seja freqiientemente adicionada como fonte de carbono existem outros compostos
organicos (glicerol, lactose, etc.) que podem ser empregados.

O glicerol pode ser obtido como o principal residuo da producdo de biodiesel. O
biodiesel é um combustivel produzido a partir de fontes totalmente renovaveis, especialmente
quando tem como suas matérias-primas etanol ou metanol e um 6leo qualquer de origem
vegetal ou animal. De acordo com Parente (2003), o Brasil tem capacidade instalada de
produzir anualmente 751,4 milhdes de litros de biodiesel sendo as oleaginosas mais utilizadas
como matérias-primas a soja, a palma, a mamona, o girassol, o dendé, entre outros. O
crescente aumento na producdo mundial de biodiesel gera, concomitantemente, um aumento
consideravel na disponibilidade do glicerol (cerca de 10 a 12% em relacido a massa processada
de oleos vegetais, por exemplo), podendo este ser purificado e utilizado pelos diferentes
segmentos da industria (GUIMARAES et al., 2005).

Uma alternativa interessante para o aproveitamento do glicerol € a sua transformacio
via microbioldgica, em metabdlitos de interesse industrial. O glicerol tem sido empregado
como fonte de carbono em vdrios processos biotecnoldgicos como: na producdo de 4cido
clavulanico por Streptomyces clavuligerus (TEODORO, BAPTISTA-NETO e BADINO,
2003), na producao de 4cido citrico por Yarrowia lipolytica (LEVINSON, KURTZMAN e
KUO, 2007), na producio de pigmentos por Chromobacterium violaceum (OLIVEIRA et al.,
2003), na produgdo de 1,3-propanodiol por varios microrganismos (PAPANIKOLAOU et al.,
2000) e na produgdo de p-caroteno por algas Dunaliella spp. (SINGH e PHADWAL, 2003),
entre outros.

Sendo assim, torna-se evidente a necessidade de pesquisas utilizando o glicerol para a
obtencdo de produtos de maior valor agregado e com caracteristicas naturais. Diante disso,

este trabalho teve como principal objetivo estudar a produg¢do de pigmentos pelo fungo
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Monascus ruber em cultivos submersos utilizando o glicerol como substrato. Estudou-se a
influéncia da fonte de nitrogénio, do pH e da concentragdo de glicerol nos cultivos e realizou-
se a otimizagdo da produgdo de pigmentos vermelhos utilizando metodologia de superficie de
resposta.

Este estudo estd dividido em capitulos de acordo com as etapas realizadas. Cada
capitulo apresenta uma introducio especifica e a metodologia utilizada.

Os conceitos gerais estdo apresentados no Capitulo 2. Foi realizada uma revisio
blibliogrifica apresentando a utiliza¢do de corantes, pigmentos naturais e artificiais, processos
biotecnoldgicos, caracteristicas do Monascus, a obtencdo do glicerol e a sua utilizacdo como
substrato.

No Capitulo 3, estdo descritos: 0o microrganismo, o material, os equipamentos e 0s
meios de cultivo. Também estdo descritos os métodos analiticos para a determinacdo da
biomassa, dos pigmentos, do glicerol e da glicose e o célculo dos pardmetros cinéticos.

No Capitulo 4 € apresentada a utilizagdo do glicerol como substrato e a comparagdo
com cultivos com glicose. Primeiramente, realizou-se um experimento para a determinagdo da
velocidade de crescimento radial e pigmentacdo do Monascus ruber em placas com meios
solidos com diferentes substratos. A seguir, foram realizados cultivos submersos em frascos
agitados a partir de glicerol e glicose adicionada de glicerol, que foram comparados com
cultivos em glicose.

No Capitulo 5 sdo apresentados os estudos de cultivos utilizando glicerol como tinico
substrato, variando a fonte de nitrogénio, a concentracdo de substrato e o pH para a maxima
producdo de pigmentos vermelhos.

No Capitulo 6 estd apresentada a otimizacido da produgdo de pigmentos vermelhos a
partir de glicerol como substrato utilizando metodologia de superficie de resposta e
ferramentas estatisticas.

Por fim, no Capitulo 7 estdo apresentados os resultados obtidos, as conclusdes e as

perspectivas para novos trabalhos.
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1.2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a producio de pigmentos pelo fungo

filamentoso Monascus ruber CCT 3802, utilizando glicerol como tinico substrato.

Os objetivos especificos foram:

1.

Verificar a utiliza¢do do glicerol (como substrato inico ou adicionado de glicose)
para a producdo de pigmentos e comparar com a produ¢do em cultivos com
glicose.

Estudar o crescimento e a produgdo de pigmentos em cultivos contendo glicerol
como substrato, variando os fatores fonte de nitrogénio, pH e concentragdo de
glicerol.

Otimizar a produgdo de pigmentos vermelhos em cultivos utilizando metodologia
de superficie de resposta, variando as concentra¢des de glicerol (substrato) e

glutamato monossddico (fonte de nitrogé€nio).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

2.1 PIGMENTOS

2.1.1 A cor

Cor é ainda a principal qualidade organoléptica que atrai os consumidores de
alimentos, seguido pelo aroma. A coloragdo traz uma perspectiva saudavel dos alimentos para
os consumidores. Cor e aroma sao os sinais que sao imediatamente percebidos pelos sensores
quimicos e Oticos dos seres humanos. Esses atributos determinam se o alimento € apetitoso.
Alimentos com cores € aromas atrativos sao usualmente traduzidos no aumento do consumo,
que é a principal resposta de comportamento. Entretanto, cor e aroma sio muitas vezes
sensiveis ao calor, ao oxigénio, luz e acidez e ocorrem mudancas ou perdas durante o
processamento e a estocagem. Corantes e aromas naturais derivados de plantas e quimicos sdo
usados pelas inddstrias de alimentos para completar e algumas vezes aumentar as
caracteristicas originais (BABITHA, SOCCOL e PANDEY, 2006).

A cor dos alimentos é um atributo muito importante, pois a sua vivacidade esta
associada a qualidade e ao frescor e tem também influéncia sobre a percepcdo do gosto pelo
consumidor. O aspecto estético dos alimentos afeta a sua aceitacdo. Uma composicdo
agradavel de cores € o sindnimo de atracdo. Os pigmentos mais importantes, responsaveis
pelo aspecto atraente da refeicdo sdo: a mioglobina, nos alimentos de origem animal, a
clorofila, os flavondides e os carotendides nos legumes (DUFOSSE et al., 2005).

A manuten¢d@o da cor natural do alimento se constitui num fator fundamental para o
marketing do produto em face da primeira avaliagdo do consumidor frente a este novo
produto e, em conseqii€ncia, o uso de corantes tem sido crescente na industria de alimentos
(SATO et al, 1992). Duas classes bem distintas de corantes estdo disponiveis para uso em

alimentos, os sintéticos € 0s naturais.
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2.1.2 Legislacao Brasileira

De acordo com a Portaria SVS/MS 540/97, considera-se corante a substincia ou a
mistura de substancias que possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloracdo de
alimento (e bebida).

Pela Resolucdo - CNNPA n° 44, de 1977 da ANVISA, os corantes sdo classificados
em:

a) corante organico natural : aquele obtido a partir de vegetal, ou eventualmente, de
animal, cujo principio corante tenha sido isolado com o emprego de processo tecnoldgico
adequado;

b) corante orgénico sintético: aquele obtido por sintese organica mediante o emprego
de processo tecnoldgico adequado;

c) corante artificial: € o corante organico sintético ndo encontrado em produtos
naturais;

d) corante organico sintético idéntico ao natural: € o corante organico sintético cuja
estrutura quimica € semelhante a do principio ativo isolado de corante organico natural;

e) corante inorginico: aquele obtido a partir de substincias minerais e submetido a
processos de elaboracdo e purificacio adequados a seu emprego em alimento;

f) caramelo: o corante natural obtido pelo aquecimento de agucares & temperatura
superior ao ponto de fusdo;

g) caramelo (processo amoénia): é o corante orginico sintético idéntico ao natural
obtido pelo processo amdnia, desde que o teor de 4-metil, imidazol ndo exceda no mesmo a
200 mg.kg’l.

Os corantes naturais permitidos para uso sdo: acgafrio, dcido carminico, antocianinas,
cacau, carmim, carotendides (alfa-caroteno, beta-caroteno, gama-caroteno, licopeno, bixina,
norbixina), carvao, clorofila, clorofila cuiprica, sal de amo6nio de clorofila cuprica, sal de
potassio de clorofila ctiprica, sal de sédio de clorofila ctprica, cochonilha, circuma, curmina,
hemoglobina, indigo, paprica, riboflavina, urzela (orceina sulfonada) e urucum, vermelho de
beterraba, xantofilas (cantaxantina, criptoxantina, flavoxantina, luteina, rodoxantina,
rubixantina, violaxantina).

Pela legislacdo atual através das resolucdes n. 382 e 388 da ANVISA, no Brasil é

permitido o uso de apenas oito corantes artificiais: amarelo crepusculo, tartrazina, azul
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brilhante, indigotina, bordeaux S (amaranto), eritrosina, ponceau 4R e vermelho 40. O Quadro

2.1 apresenta os corantes e a ingestdo didria recomendada (ANVISA, 2007).

QUADRO 2.1 — Corantes sintéticos permitidos e a ingestdo didria recomendada.

NOME CEE COR IDA (mg/kg
produto)
Amaranto (Bordeaux S) E123 Magenta 0,50
Vermelho de eritrosina E127 Pink 0,10
Vermelho 40 E129 Vermelho alaranjado 7,00
Ponceau 4R E124 Cereja 4,00
Amarelo creptsculo E110 Laranja 2,50
Amarelo tartrazina E102 Amarelo limao 7,50
Azul indigotina E132 Azul royal 5,00
Azul brilhante E133 Azul turquesa 10,0

Fonte: ANVISA, 2007.

2.1.3 Pigmentos naturais

A coloragdo de alimentos, como a de téxteis, existe hd muito tempo. Durante séculos
os corantes disponiveis eram os de origem animal (carmim), de vegetais (xantofilas,
antocianinas, curcuminas) ou de minerais (6xidos de ferro). Em 1856, o quimico britanico
William Perkin obteve, pela oxidag@o da anilina, produto de destilagdo do indigo, um corante
roxo capaz de tingir a seda. A partir desta data, os corantes naturais foram mais utilizados.
Atualmente, vemos uma mudanga de tendéncia: a coloracdo de alimentos é indispensavel,
agregando valor organoléptico aos alimentos, porém as industrias se tornaram menos a favor
das substancias sintéticas. Com isso a lista de corantes naturais tende a aumentar devido a
pressdo de orgdos regulamentadores e dos consumidores contra os corantes sintéticos
(BLANC, 1998).

Microrganismos e microalgas produtores de pigmentos sdo comuns na natureza. Entre
as moléculas produzidas estdo carotendides, melaninas, flavinas, quinonas e mais
especificamente monascinas, violaceinas, ficocianinas ou indigo. Entretanto, existe um longo
caminho dos laboratdrios até os mercados uma vez que somente cinco sdo produzidos em
escala industrial. O mais antigo é o angkak ou koji vermelho, arroz transformado pelo fungo
Monascus, usado na Asia por séculos como colorante de alimentos para vinho de arroz

vermelho, queijo de soja vermelho, produtos de carne e de peixes. A primeira histéria de
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sucesso na Europa na producdo de pigmentos por microrganismos foi a utilizacdo do fungo
Blakeslea para a produgdo de [B-caroteno. O diretério geral para saude e protecdo dos
consumidores da Unido Européia considera que o PB-caroteno produzido por essa via é
equivalente ao material sintetizado quimicamente e &€ aceitdvel para uso como agente
colorante em alimentos. Entre as microalgas, existem duas histérias bem sucedidas para a
produgdo eficiente de carotendides, o B-caroteno usando Dunaliella e a astaxantina usando
Haematococcus (DUFOSSE et al., 2005). Em relagdo as ficobiliproteinas ou ficocianinas,
existem alguns estudos como a utilizacdo da alga Spirulina na obtengdo de pigmentos azuis,
antioxidantes e biomassa (MIRANDA et al., 1998).

O uso de corantes de alimentos como aditivos na industria de alimentos é um fator
significativo para fabricantes de alimentos e consumidores na determinagdo da aceitabilidade
dos alimentos processados. A Unido Européia, atualmente, autorizou aproximadamente 43
corantes como aditivos de alimentos, enquanto aproximadamente 30 aditivos corantes sio
aprovados para uso nos Estados Unidos. A legislacdo ndo distingue entre aditivos corantes
sintéticos e naturais; entretanto, na Europa e nos EUA muitos dos aditivos colorantes listados
sdo derivados de fontes naturais (Quadro 2.2) através de extragcdo fisica e/ou quimica
(MAPARI et al., 2005).

Os corantes naturais, atualmente comerciais, possuem algumas desvantagens.
Antocianinas sdo flavondides e sdo caracterizados pela sua estrutura. As cores violeta e
vermelha das antocianinas sdo sensiveis a oxidacao, desbotam com diéxido sulfiirico e variam
com o pH, limitando a sua aplicacdo em alimentos e bebidas dcidas. Também, betaninas,
carotendides e pigmentos de clorofila contém hidrogénios ldbeis e sdo facilmente
descolorizados por oxidacdo, fazendo-os sensiveis a luz, calor e oxigénio. Essas
caracteristicas limitam a utilizacdo desses aditivos de cor durante o processamento, estocagem
e aparéncia dos alimentos em que foram adicionados. O circuma € o maior pigmento de
turméricos e leva um sabor apimentado que limita o seu uso como corante de alimentos
(MAPARI et al., 2005).

O fato de que corantes naturais sdo extraidos de fontes como cascas de frutas,
sementes ou raizes, significa que a producdo de corantes é dependente da disponibilidade dos
materiais naturais para a extracdo da cor. A lista de pigmentos de fontes naturais é passivel de
variagdo e a extracdo de pigmentos ¢é influenciada pelos métodos de extracdo empregados.
Entdo, a composi¢do quimica incluindo a presenca de componentes e as propriedades de
estabilidade dos corantes naturais variam entre as diferentes fontes de cultivo. O corante

vermelho carmim € um extrato do inseto cochonilha fémea e para produzir aproximadamente
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100 g de carmim sdo necessarios aproximadamente 14000 insetos. Isso indica um necessario

incentivo para identificar vias alternativas para a produgdo de corantes naturais no futuro

(MAPARI et al., 2005).

QUADRO 2.2 — Corantes de alimentos naturais autorizados e suas maiores fontes.

Pigmentos Fontes Faixa de Cédigo Comentérios
coloragdo EU
Antocianinas Cerejas, casca | Rosa/vermelho | E163 | A cor é dependente do
(flavonoéide) de uvas a roxo/azul pH, sensivel ao calor
vermelhas, dependendo do e sujeito a oxidacdo
repolho-roxo pH
Betanina (Betalaina) Beterraba Rosaa E162 Sensivel ao calor, luz
vermelha vermelho e oxigénio
Caramelo Carboidratos Marrom E 150 | Comumente utilizado
de alimentos como corante
(Sacarose)
Carbo medicinalis Plantas, carvao Preto E153 | De material de plantas
vegetal queimadas, banido
nos EUA
Carotendides Atividade da vitamina
B-caroteno* Oleo de palma, Amarelo a E160a A faz dos
cenouras carotendides
Bixina ou norbixina Sementes de Laranja E160b | favordveis do ponto
urucum de vista estético e
Capsantina/capsorubina Péprica Laranja E160c | nutricional. Exibem
Licopeno Tomate Vermelho E160d boa estabilidade ao
Luteina Xantofila Amarelo El61b pH na maioria dos
Dourado alimentos,
Cantaxantina Salmao, Rosa El6lg moderadamente
camarao e soluveis em Oleo,
flamingos facilmente oxidéveis e
possuem faixa de
coloracdo limitada
Clorofila Vegetais Verde E140 Sujeito a foto-
verdes oxidagdo
Clorofilina (complexo Vegetais Verde azulado | E141 Nao usualmente
cuprico) verdes nomeado “natural”
Curcumina Cdrcuma Amarelo- E100 | Deve ser tratado para
(rizoma de laranja diminuir o odor e
plantas da gosto apimentado
India)
Riboflavina Semi-sintético Amarelo E101 Verde fluorescente,

usando ribose
produzida por
processo
bacteriano

sensivel a luz e gosto
amargo

* B-caroteno e riboflavina sdo também produzidos pelo fungo Blakesiae trispora e Ashbya gossypi,
respectivamente. Fonte: MAPARI ez al., 2005.
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Apesar do interesse a séculos pelos pigmentos naturais, o conhecimento sobre a sua
distribuicdo, viabilidade e propriedades sdo limitados. No mundo, aproximadamente 70% de
todas as plantas ndo foram investigadas completamente, e a composicdo quimica de apenas
0,5% foi estudada exaustivamente. Por outro lado, pelo menos 95% de todas as plantas
existentes nos continentes norte-americano e europeu foram conhecidas e catalogadas.
Levando em conta as vérias desvantagens dos corantes naturais comercializados (instabilidade
a luz, calor ou pH adverso), trabalhos na 4rea de desenvolvimento de alimentos sdo
necessarios para encontrar fontes alternativas de materiais corantes de alimentos.

Apesar de os vegetais oferecerem diferentes cores, o nimero de pigmentos presentes
em plantas € pequeno. A grande faixa de cores verdes em vegetais folhosos é produzida por
diferentes combinagdes de clorofilas e carotendides. A cor vermelha da maioria das frutas,
como as cerejas, ¢ produzida principalmente por pigmentos antocianinas. Poucos
carotendides, duas ficobilinas, a clorofila verde predominante e trés flavondides sazonais sdo
os pigmentos mais abundantes em plantas e algas. Betalainas, quinonas, alguns carotendides e
flavondides e outra classe de pigmentos, incluindo fenalonas (curcumina), apresentam uma

contribui¢do insignificante (WISSGOTT e BORTLIK, 1996).

2.1.4 Corantes naturais x corantes artificiais

Corantes sdo considerados essenciais na inddstria de processamento de alimentos. A
coloracdo dos alimentos favorece a apresentagdo dos alimentos e por isso € um importante
fator na industria de alimentos. Corantes de alimentos podem ser naturais ou sintéticos e
geralmente ndo possuem valor nutricional. A maioria dos pigmentos naturais € extraida de
plantas ou de produtos de plantas ou sdo produzidos por microrganismos. Uma vez que o
nimero de corantes sintéticos estd diminuindo devido aos indesejdveis efeitos toxicos
incluindo mutagenicidade e potencial carcinogénico, o foco no desenvolvimento de pigmentos
para alimentos de fontes naturais estd aumentando (SABATER-VILAR et al., 1999).

A literatura € farta em apontar cuidados com a ingestdo de corantes sintéticos, apesar
do ainda grande uso deles pelos produtores de alimentos e bebidas processadas. Esses
corantes s@o pigmentos ou tintas sintéticas do grupo azdico, sendo a maior parte delas
sintetizada a partir do alcatrdo do carvdo mineral. Aproximadamente 20% da populagdo sdo

alérgicas a esses corantes artificiais. Em comum, trata-se de pessoas também alérgicas a
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aspirina (4cido acetilsalicilico). Ha estudos ainda que associam os corantes azo com casos de
hiperatividade em criangas, urticdria, indisposicdo géstrica e vOmitos. A quantidade dos
corantes sintéticos em produtos ndo é muito grande (em fragdes médias de 0,01%), mas
preocupam os especialistas a freqiiéncia do expressivo consumo didrio nos mais variados
alimentos e bebidas, desde balas, laticinios, sobremesas até refrigerantes e sucos
(CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002; DUFOSSE, 2006; FURTADO, 2007).

As pesquisas nessa drea, além de alertar sobre os limites de tolerincia dos corantes
permitidos, ja fizeram vérios sintéticos serem proibidos pela maior parte dos paises. A
publicacdo de estudos do Codex Alimentarius, ji4 fundamentou a banicdo de alguns corantes
por ministérios da saide de todo o mundo, inclusive o brasileiro. Foram proibidos, por
exemplo, o amarelo sdlido, até entdo muito empregado em gelatinas; o laranja GGN, usado
em pos para sorvetes; o vermelho sélido, para recheios e revestimentos de biscoitos; o azul de
alizarina, corante em 6leos emulsionados e gelatinas; e o escarlate GN, com uso em recheios
de confeitarias. Tais proibi¢des devem aumentar no futuro. Os Estados Unidos, onde apenas
cinco sintéticos sdo permitidos, e o Japdo ja alertaram suas industrias de que pretendem bani-
los na proxima década. A Austrdlia e os paises escandinavos também possuem leis restritivas
aos corantes sintéticos e o mesmo deve ocorrer nos demais paises europeus, que ja dao
preferéncia a produtos naturais (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002).

A legislagdo brasileira, atualizada com boa parte das leis internacionais e seguindo as
recomendacdes multilaterais da FAO (Food and Agriculture Organization), permite apenas
oito sintéticos (Quadro 2.3) e mais cinco sintéticos idénticos aos naturais (betacaroteno, beta-
apo 8 carotenal, éster etilico do 4cido beta-apo 8 carotendico, riboflavina e xantofila). A
permissdo € condicionada a indicacdo nos rétulos sobre a sua condicdo sintética e sobre a

ingestao didria aceitdvel (ANVISA, 2007).

QUADRO 2.3 - Os prds e contras dos sintéticos:

Tipo Origem Aplicagdes Efeitos adversos
Amarelo Sintetizado a partir da Cereais, balas, A tinta azdica, em algumas
crepusculo tinta de carvio e tintas caramelos, pessoas, causa alergia,
azoicas coberturas e produzindo urticdria,
xaropes, laticinios, angiodema e problemas
gomas de mascar gdstricos
Azul brilhante | Sintetizado a partir da | Laticinios, balas, Pode causar hiperatividade
tinta do alcatrdo de cereais, queijos, em criangas, eczema e asma.
carvao recheios, gelatinas, | Deve ser evitado por pessoas
licores, refrescos sensiveis as purinas
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QUADRO 2.3 - Os prés e contras dos sintéticos (CONTINUACAO):

Amaranto Sintetizado a partir de Cereais, balas, Deve ser evitado por sensiveis
(Vermelho alcatrdo de carvdo laticinios, geléias, a aspirina. Este corante ja
Bordeaux) gelados, recheios, causou polémica sobre sua
xaropes, toxicidade em animais de
preparados laboratério, sendo proibido
liquidos em vdrios paises
Vermelho Tinta do alcatrdo do | Pds para gelatinas, | Pode ser fototoxico. Contém
eritrosina carvao laticinios, 557 mg de iodo por grama de
refrescos, geléias, | produto. Consumo excessivo
etc. pode causar aumento de
horménio tireoidiano no
sangue, em niveis para causar
hipertireodismo
Indigotina Tinta do alcatrdo de | Gomas de mascar, | Pode causar nduseas, vOmitos,

(azul escuro)

carvao

iogurtes, balas,
caramelos,
bebidas, etc.

hipertensdo e ocasionalmente
alergia, com prurido e
problemas respiratorios

Vermelho Tinta do alcatrio de Frutas em caldas, | Deve ser evitado por pessoas
Ponceau 4R carvao laticinios, xaropes | com sensibilidade a aspirina e
de bebidas, balas, asmaticos. Pode causar
cereais, refrescos e anemia e aumento da
refrigerantes, incidéncia de
sobremesas, etc. glomerulonefrite (doenga
renal)
Amarelo Tinta do alcatrdo de | Laticinios, licores, | Reacdes alérgicas em pessoas
tartrazina carvao fermentados, sensiveis a aspirina e
produtos de asmaticos. Recentemente
cereais, frutas, tem-se sugerido que a
iogurtes, etc. tartrazina em preparados de
frutas causa insOnia em
criangas. Ha relatos de casos
de afeccdo da flora
gastrointestinal
Vermelho 40 Sintetizado Alimentos a base Pode causar hiperatividade
quimicamente de cereais, balas, em criangas, eczemas e

laticinios,
recheios,
sobremesas,
xaropes para
refrescos,
refrigerantes,
geléias

dificuldades respiratdrias

Fonte: FURTADO, 2007.

Como resposta aos riscos € ma fama dos sintéticos, os corantes naturais vém ganhando

espaco. Trata-se de uma conquista gradual, ndo maior por causa das vantagens competitivas

dos sintéticos. Além da estabilidade bastante superior aos naturais, esses corantes artificiais
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possuem maior capacidade tintorial, traduzida por um poder de melhor fixacdo nos alimentos,
com cores mais intensas € menor custo, tanto por necessitar de dosagens menores como por
seu prego direto inferior (SATO et al., 1992).

Os desenvolvimentos de novos corantes englobam as principais familias cromadticas
dos corantes naturais: amarelo (curcumina, luteina, carotena); a laranja (urucum e péprica);
vermelho (carmim, licopena, betanina e antociana) e verde (clorofila). Mas, de forma
especifica, prevaleceram nos cinco corantes naturais considerados de maior importincia no
mercado mundial: o urucum, a péprica, a circuma, as antocianinas e o carmim de cochonilha
(CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002). Destacam-se ainda os esfor¢os para tornar os
corantes soliveis em dgua. Isso € possivel com o encapsulamento dos corantes em bases de
amido, gomas e gelatinas, tornando-os uma emulsdo. Isso amplia o uso para outros produtos,
tendo em vista que a maior parte deles, sobretudo os carotendides e antraquinonas, sdo apenas
lipossolaveis.

Muitos trabalhos foram publicados durante os dltimos 10 anos sobre a produgio,
extragdo e propriedades dos pigmentos naturais de interesse para a tecnologia de alimentos. A
previsdo sobre os pigmentos naturais é considerada muito promissora para o futuro — quando
apenas os aspectos tecnoldgicos sdo considerados. Os maiores obsticulos para a exploracio
dos novos corantes derivados de fontes naturais sdo: a legislagdo atual, que requer testes
toxicoldgicos caros; custo de processamento (incluindo o cultivo ou produgéo biotecnoldgica)
e aceitacdo pelos consumidores (de um material previamente ndo conhecido) (WISSGOTT e
BORTLIK, 1996).

A notoriedade que os corantes naturais vém assumindo deve-se ndo s6 a tendéncia
mundial de consumo de produtos naturais, mas também as propriedades funcionais atribuidas
a alguns desses pigmentos. O apelo mercadoldgico estimula cada vez mais o desenvolvimento
de novos estudos com o intuito de superar as limitagdes tecnoldgicas existentes

(CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002).

2.1.5 Mercado de corantes naturais

Em 1994, o mercado internacional de corantes naturais foi avaliado em US$250
milhdes de ddlares, com US$125 milhdes pertencentes aos EUA. A inddstria de corantes

naturais para alimentos estd apresentando um crescimento anual de 5-10% (comparados aos
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3-5% dos sintéticos). Os lideres internacionais de corantes naturais sio CHr. Hansen
(Dinamarca), Warner-Jenkinson Europe Ltda (UK), Kalsec Inc. (USA) e Quest International
(Holanda). A demanda por corantes naturais deve continuar. Produtores de balas,
refrigerantes, bebidas alcodlicas, molhos para salada e laticinios sdo os que mais empregam 0s

corantes naturais (WISSGOTT e BORTLIK, 1996).

2.1.6 Mercados de corantes no Brasil

Os alimentos tradicionalmente coloridos de forma artificial no Brasil sdo: balas, pés
para refresco, pés para pudins, pds para sobremesa de gelatina, iogurtes, sorvetes e xarope de
groselha, de grande consumo, principalmente, por criancas. Também, € utilizado na inddstria
de bebidas finas (SATO et al., 1992).

A Figura 2.1 apresenta os atuais principais segmentos de mercado para os corantes.

10% 9%

O Pet Food
1% m Lacteos

O Aromas

6% O Produtos cérneos
m Bebidas

@ Doces e confeitos
15% m Panificacao

0O Outros

24%

FIGURA 2.1 — Segmentos do mercado de corantes no Brasil em volume em 2007. Fonte:
MANCZYK, 2007.

O mercado de corantes para a inddstria de alimentos tem evoluido em consonancia
com o setor alimenticio. Devido ao crescente interesse pelos corantes naturais, estdo
crescendo as pesquisas desses corantes no Brasil. As principais fontes de corantes naturais no
Brasil sdo: urucum, circuma, cochonilha de cactos e paprica (SATO et al., 1992)

O Brasil é um grande mercado para os corantes € também um pafs promissor na

obtencdo de corantes naturais de diversas fontes, devido a sua grande biodiversidade.
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2.1.7 Métodos de obtencao de pigmentos, via biotecnologica

A maioria dos precursores dos corantes quimicos é geralmente derivada de produtos
petroquimicos, um fato que aumenta a preocupagdo de consumidores quanto a seguranca da
ingestio por tempo prolongado dessas substincias. E conhecido que o aumento da restricio
dessas substincias no futuro pode eliminar alguns dos corantes sintéticos aprovados.
Conseqiientemente, € necessdrio encontrar fontes alternativas de corantes de alimentos. Um
método alternativo é a producdo de corantes de alimentos através de processos microbianos
(EVANS e WANG, 1984).

A natureza € rica em cores e microrganismos produtores de alimentos e pigmentos
(fungos, leveduras, bactérias) sdo comuns. Entre as moléculas produzidas estdo carotendides,
melaninas, flavinas, quinonas e mais especificamente monascinas, violaceinas ou indigo
(DUFOSSE, 2006).

A biotecnologia pode permitir a produgio eficiente de corantes. Tecnologias de cultura
dos tecidos e células de plantas, processos microbianos e manipulacdo genética sdo
investigados para a producdo de pigmentos. Entretanto, testes toxicoldgicos desses produtos
devem ser requeridos antes de serem considerados seguros como aditivos de alimentos.
Ainda, os pré-requisitos de investimentos significativos em Pesquisa e Desenvolvimento (P &
D), bem como as facilidades de produgdo sdo obsticulos adicionais. Culturas do tecido da
planta sdo consideradas um modo alternativo eficiente para a produ¢do de pigmentos naturais.
Carotendides, antocianinas e betalainas podem ser produzidos e acumulados em altos niveis
em culturas de tecidos de plantas. Em contraste com as plantas, algas unicelulares e fungos
sdo mais suscetiveis para produgdo biotecnoldgica porque eles podem ser cultivados usando
técnicas de cultivo existentes (WISSGOTT e BORTLIK, 1996).

O sucesso de alguns pigmentos produzidos em cultivo depende da aceitabilidade no
mercado, aprovacdo e do tamanho do capital requerido para investir, para levar o produto ao
mercado. Alguns anos atrds existiam algumas dividas sobre a comercializa¢io de pigmentos
de alimentos derivados de processos biotecnoldgicos devido ao grande capital requerido para
o investimento e as necessidades para facilitar o processo e os extensos estudos de toxicidade

requeridos pelos 6rgdos reguladores (DUFOSSE, 2006).
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QUADRO 2.4 — Produg¢do microbiana de pigmentos

Molécula Cor Microrganismo Situacao*

Ankaflavia Amarelo Monascus spp. (fungo) PI

Anthraquinona Vermelho Penicillium oxalium (fungo) PI

Astaxantina Vermelho-rosa Xanthophyllomyces dendrorhous ED

(levedura) , Phaffia rhodozyme

Astaxantina Vermelho-rosa Agrobacterium aurantiacum PP
(bactéria)

Astaxantina Vermelho-rosa Paracoccus carotinifaciens PP
(bactéria)

Cantaxantina Vermelho escuro Bradyrhizobium ssp. (bactéria) PP
Licopeno Vermelho Blakeslea trispora (fungo) ED
Licopeno Vermelho Fusarium sporotrichioides (fungo) PP
Melanina Preto Saccharomyces neoformans var. PP

nigricans (levedura)
Monascorubramina Vermelho Monascus spp. (fungo) PI
Naphtoquinona Vermelho sangue Cordyceps unilateralis (fungo) PP
Riboflavina Amarelo Ashbya gossypi (fungo) PI1
Rubrolone Vermelho Streptomyces echinoruber (bactéria) ED
Rubropunctatina Laranja Monascus spp. (fungo) PI
Torularodina Laranja-vermelho Rhodotorula spp. (leveduara) ED
Zeaxantina Amarelo Flavobacterium spp. (bactéria) ED
Zeaxantina Amarelo Paracoccus zeaxanthinifaciens PP

(bactéria)

[-caroteno Amarelo-laranja Blakeslea trispora (fungo) PI
[-caroteno Amarelo-laranja | Fusarium sporotrichioides (fungo) PP
B-caroteno Amarelo-laranja Mucor circinelloides (fungo) ED
[-caroteno Amarelo-laranja Neurospora crassa (fungo) PP
B-caroteno Amarelo-laranja | Phycomyces blakesleeanus (fungo) PP
Desconhecido Vermelho Penicillium purpurogenum (fungo) ED
Desconhecido Vermelho Paecilomyces sinclairii (fungo) PP

* Producdo Industrial (PI), estdgio de desenvolvimento (ED), projeto de pesquisa (PP). Fonte: Dufossé, 2006.

Percepcdo publica dos produtos derivados da biotecnologia deve ser levada em conta.
Atualmente alguns pigmentos para alimentos derivados de processos biotecnoldgicos estdo no
mercado (Quadro 2.4) e o marketing bem sucedido de pigmentos derivados de algas ou
extratos de vegetais, como corantes de alimentos e suplemento nutricional, reflete na presencga
e importancia de nichos de mercado em que consumidores querem pagar por “ingredientes
totalmente naturais” (DUFOSSE, 2006).

Alguns pigmentos fingicos promissores de importancia comercial estdo listados no
Quadro 2.5 juntamente com a sua fonte. Eles exibem uma ampla faixa de coloragdao quando

comparada com a faixa limitada de carotendides, e como esses pigmentos sdo soldveis em
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dgua, eles ndo requerem modificacdes quimicas ou uso de veiculos e estabilizantes para a

dispersdo em alimentos (MAPARI et al., 2005).

QUADRO 2.5 — Alguns pigmentos fingicos ndo-carotendides promissores como corantes

potenciais para alimentos.
Fonte Pigmento Cor Comentérios
Ascomicetos
Monascus spp. Monascorubrina Laranja Pigmento muito
Rubropunctatina Laranja conhecido no Oriente,
Monascina Amarelo autorizado no Japdo,
Ankaflavina Amarelo estavel ao calor e pH,
Monascusonas Amarelo forma pigmentos
soliveis reagindo com
aminoacidos no meio
Ascomicetos
Anamérficos
Epicoccum nigrum Flavipina Amarelo Soldvel em agua,
Orevactaena Laranja antioxidante, alto poder
Desconhecido Amarelo de coloragio, estimula a
produgdo de astaxantina
em fungos
Paecilomyces Desconhecido Vermelho em pH 3- Estdvel a luz, alta
sinclairii 4, violeta em pH 5-9 producio em cultivo
e rosa em pH 10-12 | submerso, caracterizacio
quimica necessdria
Penicillium herquei Atrovenetina Amarelo Antioxidante
Roesleria hypogea e Herqueinona Vermelho
Penicillium Norherqueinona Vermelho
atrovenetum Outros Verde azulado
Penicillium oxalicum Arpink Red™ Vermelho escuro Estavel ao pH e calor,
var. armeniaca patenteado em mais de
120 paises
Penicillium Purpurogenona Amarelo-laranja Pigmento extracelular
purpurogenum Mitorubrina Amarelo dependente do meio
Miturubrinol Laranja a vermelho
Penicillium Desconhecido Rosa avermelhado Grande quantidade de
persicinum pigmento exdgeno, ainda
nao caracterizado
Penicillium fagi Desconhecido Azul esverdeado | Presente no micélio, ndo-

caracterizado

Fonte: MAPARI et al., 2005.
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Pigmentos microbianos sdo uma alternativa promissora em relagdo a outros aditivos
extraidos de animais ou vegetais, porque eles sdo considerados naturais, ndo apresentam
problema de sazonalidade e mostram grande produtividade. Entre os pigmentos produzidos
por processos biotecnoldgicos, um dos mais importantes sdo os pigmentos de Monascus, que
sao utilizados por séculos como corantes de alimentos em paises do oriente, e que apresentam
potencial para uso em carnes, bebidas, sopas e molhos. Esses fungos produzem uma mistura
de pigmentos entre os quais o vermelho € apontado como o mais importante (CARVALHO et
al., 2006).

2.2 CARACTERISTICAS DOS PIGMENTOS MONASCUS

2.2.1 Pigmentos Monascus

O aumento na preocupacdo no uso de agentes colorantes baniu virios agentes
colorantes sintéticos, que possuem um potencial carcinogénico e/ou teratogénico. Estas
circunstincias aumentaram inevitavelmente a demanda por agentes colorantes seguros e de
ocorréncia natural. Da qual um deles é o pigmento de Monascus (BABITHA, SOCCOL e
PANDEY, 2006). O pigmento é na verdade uma mistura de policetideos pigmentados de
vermelho, amarelo e laranja. Eles sdo produzidos por uma via muito similar a biossintese dos
acidos graxos e sdo insoliveis em solucdes acidas (EVANS e WANG, 1984).

Pigmentos Monascus € um grupo de metabdlitos chamados azafilonas que possuem
estruturas moleculares bem como propriedades similares as quimicas. Ankaflavina e
monascina sdo pigmentos amarelos, rubropunctatina e monascorubrina sdo laranja, e
rubropunctamina e monascorubramina sdo vermelhos. As mesmas cores existem em duas
estruturas moleculares diferindo no comprimento das cadeias alifaticas. Esses pigmentos sdo
produzidos principalmente na célula (intracelulares). Eles possuem baixa solubilidade na
dgua, sdo sensiveis ao calor, estaveis em pH de 2 a 10 e desbotam com a luz (BLANC et al.,
1995). Viarios métodos foram patenteados para tornar os pigmentos soliveis em dgua. O
principio € a substitui¢do de oxigénio em monascorubrinas ou rubropunctatinas por nitrogénio
dos grupos amino de varios compostos como aminodcidos, peptideos e proteinas, mudando a

cor de laranja para vermelho (WONG e KOEHLER, 1981).
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Pigmentos Monascus podem ser reduzidos, oxidados e reagem com outros produtos,
especialmente aminoacidos, para formar varios produtos derivados nomeados de pigmentos
complexados. Glutamil-monascorubrina e glutamil-rubropunctatina foram isolados de um

cultivo submerso (HAJJAJ et al., 1997).
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FIGURA 2.2 — Estrutura dos principais pigmentos formados pelo género Monascus. Fonte:
HAIJJAJ et al., 1997.

Os pigmentos naturais de Monascus spp. melhoram a aparéncia e as caracteristicas
organolépticas dos alimentos. Ainda, ajudam a proteger a satide dos consumidores limitando a
quantidade de sal nos alimentos. E interessante também, o conhecimento da atividade
bacteriostdtica desse pigmento natural e os seus efeitos sobre o colesterol (BARANOVA et
al., 2004).

2.2.2 Uso e estabilidade dos pigmentos Monascus

Ang-kak, arroz adicionado de Monascus spp. (em forma de pd seco), ¢é

tradicionalmente utilizado para a coloragdo de alimentos, especialmente peixes, queijos e
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bebidas alcodlicas na Asia, porém estd se tornando popular com produtores europeus de
produtos cdrneos como um agente de coloragdo para salame e molhos (LIAN, WANG e
GUO, 2005).

Fabre et al. (1993) estudaram a utilizacdo dos pigmentos em salsicha e patés e
obtiveram bons resultados para a coloragdo e as caracteristicas organolépticas,
principalmente para a carne suina. Sendo os pigmentos, substitutos vidveis aos sais de
nitrito e de nitrato para aumentar a coloragdo em produtos cirneos.

Lee e Chen (2002) descreveram algumas aplicagdes para o pigmento Monascus:

a) salsicha chinesa e bolinho cozido (Bao): um processo foi realizado para a salsicha e
fabricacdo de bao, e foi concluido que os pigmentos de Monascus podem ser usados como
corantes. Alta afinidade dos pigmentos para carne do que gordura € de particular interesse
para os fabricantes;

b) macarrdo instantdneo: uma inddstria de macarrdo avaliou os pigmentos de
Monascus como corantes para o sabor e aroma, ingredientes do macarrdo instantaneo, e
encontraram que foi aceitdvel e ndo interferiu no aroma e sabor dos componentes;

¢) produtos derivados do leite: leite e iogurte coloridos com pigmentos de Monascus
spp. possuem coloracdo salmdo. Os produtos foram estdveis por mais de um meés;

d) balas: o resultado foi desapontador. Os pigmentos ndo suportaram a alta
temperatura (>150°C) empregada para fabricar as balas.

Outra aplicacdo foi citada por Sheu; Wang e Shyu (2000), que é a utilizacdo do
Monascus purpureus para a coloracdo de Nata, uma celulose bacteriana produzida por
Acetobacter aceti spp. xylinum que possui potencial como alimento vegetariano. O complexo
Pigmento-Nata foi estdvel a autoclavagem, acidificacdo e alcalinizagao.

Os pigmentos em arroz sdao também comercializados em cépsulas para a regulacdo de
colesterol e prevengdo de doencas como cancer, osteoporose e Alzheimer, devido a presencga
da substancia lovastatina (ERDOGRUL e AZIRAK, 2004).

Como alguns pigmentos de Monascus spp. permanecem estdveis em temperaturas
elevadas, luminosidade, oxigénio, fons metalicos e mudancas de pH, eles podem ser aplicados
em carnes suinas, de aves e peixes e também em tofu para aumentar o aroma e o sabor € a
preservacdo desses produtos. Também em queijos processados, o pigmento influenciou as
caracteristicas organolépticas e aumentou a qualidade desses queijos (BARANOVA et al.,
2004).

Mudangas na coloracio de alimentos podem ser associadas com o tratamento térmico.

Virias reagdes como destruicdo dos pigmentos (carotendides e clorofilas) e reagdes de
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escurecimento ndo enzimatico (Maillard) podem ocorrer durante o aquecimento de frutas e
vegetais degradando a coloragdo dos mesmos. A utilizacdo destes pigmentos em alimentos e a
monitoracdo do comportamento da degradacdo da coloragdo frente as condigdes em que sdo
submetidos, como por exemplo, temperatura de processamento, temperatura de estocagem,
tempo de estocagem e fatores ambientais, sdo pontos cruciais na avaliacio de um pigmento
que serd utilizado em um determinado alimento, garantindo um padrio de qualidade e
identidade para um determinado produto alimenticio (WONG e KOEHLER, 1981).

Os pigmentos Monascus sdo razoavelmente estdveis a autoclavagem e em uma ampla
faixa de pH. De acordo com Fabre et al. (1993), molhos ou patés coloridos com pigmentos
vermelhos de Monascus apresentam uma cor residual de 92 a 98% apds trés meses a 4°C,
com boa aceitacio sensorial. Os pigmentos sdo, no entanto, instaveis frente a luz (apenas 20%
de cor residual apés 50 dias) e calor (45% de cor residual apés 2 horas a 100°C). Esses
pigmentos sdo mais estaveis em pH bésico ou neutro.

Os pigmentos sdo instdveis em extremos de pH e temperaturas altas. Em pH mais alto
(préximos a neutralidade) o pigmento é mais estdvel, devendo ser utilizado em aplicacdes em
temperaturas inferiores a 60°C. A absorbancia diminui mais rapidamente em valores de pH
baixos. Esse efeito pode ser um problema para o uso de Monascus em alimentos acidos, como
iogurte. O efeito do pH pode ser devido a aceleracdo de interagdes com as moléculas de
pigmentos, como por exemplo, o rompimento de uma ligacdo éster nos pigmentos
rubropunctamina ou monascorubramina (CARVALHO et al., 2005).

Serra et al. (2007) estudaram a estabilidade dos pigmentos Monascus ruber em meio
de cultivo submerso e verificaram que o pigmento amarelo € aquele que tem maiores
potencialidades de uso em processos alimenticios, pois a cinética de degradag@o dessa cor ndo
sofre grandes alteracdes quando submetidos a temperaturas elevadas ou a meios fortemente
dcidos. O pigmento vermelho foi o menos estivel, com menor tempo de meia via, € a
degradacdo da cor foi mais significativa do que para os pigmentos amarelos e laranjas. A
constante de degradacdo dos trés pigmentos aumentou com a diminui¢do do pH da solugdo e
para valores de temperatura maiores nos intervalos de pH 4 a 7.

Também Wong e Koehler (1993), verificaram que os pigmentos vermelhos sdo menos
estaveis que os amarelos, porém apresentam maior potencial.

De acordo com Carvalho et al. (2005), a perda de cor por degradagdo na industria de
alimentos € comum, justamente por se utilizar pigmentos naturais com freqii€ncia. Por isso,
pigmentos Monascus continuam sendo um aditivo de cor promissor, mas é preciso considerar

na formula¢do do produto que parte da cor pode degradar, dependendo das condi¢Ges de
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processo e do tipo de alimento. O pigmento € especialmente adequado para aplicacdo em
alimentos refrigerados ou em bebidas alcéolicas, quando a degradac@o da cor é muito baixa.

O consumo anual de pigmentos de Monascus no Japao aumentou de 100 toneladas em
1981 para 600 toneladas em 1992 e foi avaliado em $12 milhdes de ddlares de acordo com
uma publicagdo em 1992. Novas aplicacdes em alimentos, como a coloracdo de carnes
processadas (salsichas e presuntos), produtos marinhos como kamaboko (pasta de peixe), e

ketchup de tomate, sao descritos (HAJJAJ et al., 1997).

2.3 MICRORGANISMO

2.3.1 Caracteristicas do Monascus

O género Monascus é dividido em sete espécies denominadas M. ruber, M.pilosus,
M. purpureus, M. floridans, M. pallens e M. sangiiineus (BLANC, 1998) e recentemente
M. mucoroides. Porém, as espécies de maior significincia para a inddstria alimenticia sdo:
M. ruber, M. purpureus e M. pilosus. Monascus ruber van Thiehen é um fungo que cresce na
natureza em amido e estd presente em numerosos alimentos. O organismo metaboliza
celulose, maltose, frutose e glicose.

Facilmente encontrado em diversos ecossistemas, fungos do género Monascus sdo
usados tradicionalmente em paises orientais, originalmente na China e Tailandia, no preparo
de um arroz de forte coloragdo vermelha e que encontra aplicacdes diversas, desde conferir
cor a outros produtos como vinho, queijo e carne, até usos medicinais e também, como
conservador de carne (WONG e KOEHLER, 1981). Enquanto alguns metabdlitos do fungo
sao importantes devido a coloragdo, outros possuem atividade hipocolesterémica e
antimicrobiana, € vém sendo estudados com mais intensidade na ultima década.

Monascus ruber € a espécie mais difundida do género encontrada na Europa onde é
especialmente comum em silos e grdos em deterioragdo. Na Grécia, o fungo foi isolado
recentemente da salmoura do processamento térmico de olivas verdes da variedade
Conservolea. O fungo pode ser encontrado no solo onde os seus ascosporos podem
permanecer vidveis por periodos de tempo extensos e contaminar frutas colhidas perto ou do

solo (PANAGOU, KATSABOXAKIS e NYCHAS, 2002).
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Ribeiro et al. (2003) isolaram o fungo filamentoso Monascus ruber de amostras de
fuba no Brasil. Foi a primeira vez que esse fungo foi citado no Brasil.

Os principais metabdlitos produzidos por Monascus sdo os policetideos, que sdo
formados pela condensacdo de um acetilcoA com uma ou mais malonylcoA com uma
descarboxilacdo simultinea da sintese de lipideos. Eles consistem nos pigmentos,
monacolinas e em algumas condi¢des, de uma micotoxina (BLANC et al., 1995).

Estudos envolvendo cultivos submersos tém revelado que juntamente com a producio
de pigmentos, M. ruber excreta uma micotoxina, chamada citrinina que possui propriedades
antibidticas contra bactérias gram-positivas. Entretanto, as propriedades nefrotdxicas e
hepatotdxicas dessa toxina comprometem o uso dos pigmentos vermelhos como corantes
naturais de alimentos. Portanto, estudos bioquimicos e genéticos devem ser realizados para
prevenir a formagdo de citrinina (BLANC et al., 1995).

Foi demonstrado que a biossintese de citrinina origina da via tetracetidea em vez de
pentacetidea como foi encontrado para o Aspergillus terreus e Penicillium citrinum (HAJJAJ
et al., 1999). Como os pigmentos sio produzidos por via hexacetidea, isto sugere a existéncia
de pontos de ramificacdo ao nivel da via tetracetidea que pode contribuir para uma produgio
diferente de pigmentos e citrinina durante o crescimento de M. ruber. Entretanto, as enzimas
que catalisam essas reacOes nessa juncdo ainda ndo foram caracterizadas (HAJJAJ et al.,
2000b).

Apesar de a via biossintética para os pigmentos vermelhos e a citrinina ser a mesma, a
producdo é diferentemente afetada pelos parametros nutricionais e ambientais. Agitacdo e
aeragdo sdo pardmetros de grande influéncia no crescimento e produgcdo de metabdlitos
secundarios por Monascus ruber. Em condi¢gdes de alta concentragdo de oxigénio, a producdo
de citrinina ¢ favorecida, e uma relacdo linear foi observada entre o rendimento de citrinina e
a concentracdo de oxigénio (HAJJAJ et al., 1999). Em contraste, a sintese de pigmentos
aumenta com o aumento da concentragdo de oxigénio em um perfil parabdlico, ilustrando que
a producdo de pigmentos € inibida em culturas em condi¢des anaerdbias (HAJJAJ et al.,
2000a).

A dose minima de citrinina para que ocorram danos as fun¢des renais é de 20 mg.kg'l.
Séo utilizados 0,05 g do pigmento em p6 em 100 g de carne embutida. Seria necessdria, entdo,
a ingestdo de aproximadamente 35 toneladas de carne embutida por uma pessoa de 70 kg,

para que ocorresse intoxicacdo através de produto obtido pela cepa Monascus spp.

ATCC 16365 (MIYASHIRA, RODRIGUES e KILIKIAN, 2003).
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Quando o Monascus comegou a ser estudado sistematicamente, se acreditava que os
biopigmentos produzidos apresentavam também propriedades antibidticas; mais tarde foi
verificado que essa atividade é devida principalmente a outra substincia, nomeada
monascidin A. Estudos posteriores mostraram que essa substincia € a citrinina. Porém, nem
todas as cepas de Monascus a produzem. Foi verificado também que a fonte de nitrogénio
utilizada pode interferir na produgéo da citrinina (BLANC et al., 1995; HAJJAJ et al., 2000a).

Fink-Gremmels et al., 1991 apud CARVALHO et al., 2005, mediram a atividade
antibacteriana dos pigmentos Monascus depois de empregados em alimentos e o resultado foi
uma acao inibitdria contra Listeria monocytogenes, Salmonellae, Escherichia coli, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus. Estes autores também estudaram em
ratos os efeitos toxicos e hipocolesterolémicos dos pigmentos de Monascus purpureus,
soliveis em metanol, (extraidos de ankak). Chegaram & conclusido de que os animais com
hiperlipidemia induzida apresentaram redugdo dos niveis de colesterol total, colesterol HDL e
de triacilglicerideos plasmaticos. Nao se observaram efeitos de toxicidade nos animais quando
se usaram doses do extrato seco dos pigmentos de 5 a 10 g.kg™" do peso corporal.

Wang, Ju e Zhou (2005) verificaram que a producgéo de citrinina foi detectada em
todas as culturas usadas no seu estudo com a maior concentracdo de 480 mg.L'1 por
M. pallens IMI 356820 e a mais baixa de 65 mg.L" por M. ruber IFO 8201. Isso mostrou que
a produgdo de citrinina nfo € restrita a apenas algumas espécies. Também foi observado que
algumas cepas comerciais ndo continham citrinina ou apenas em um nivel muito baixo. Isso
indica que ambos os atributos genéticos e as condi¢des de cultivo influenciam na produgdo de
citrinina por cepas de Monascus. Apesar de ndo existirem evidéncias ligando Monascus a
nefropatias ou outros efeitos adversos nos consumidores, precaucdes devem ser tomadas.
Esforcos devem ser realizados para identificar cepas ndo produtoras de citrinina e possiveis
quebras da rota da sintese desta micotoxina.

Hajjaj et al. (1999) estudaram a adi¢do de dcidos graxos em cultivos de Monascus
ruber. Foi observado que a adi¢@o de alguns tipos de 4cidos graxos, como o dcido octandico,
ndo tem efeito sobre o crescimento, porém pode ser considerado um método eficiente e barato
para prevenir a producdo de vdrias micotoxinas como citrinina, aflatoxinas e patulinas.
Contudo, também depende da interacdo entre diversos fatores como concentracéo e tipo de
substrato.

Também foi isolada uma substdncia denominada lovastatina em meios de cultivo
solido e submerso de Monascus ruber. A lovastatina também € conhecida por Mevinolina,

Monacolina ou Mevacor e € um potente competitivo de uma enzima que limita a biossintese
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de colesterol. Ela é efetiva na hipercolesterolemia, sendo usada como produto medicinal. Foi
primeiramente isolada de Aspergillus terreus. Varias cepas de Monascus e outros fungos

filamentosos também sdo apontados como produtores dessa substancia (CHAN et al., 2002).

2.3.2 Morfologia do Monascus ruber

Os fungos Monascus pertencem a classe dos ascomicetos, chamados fungos
superiores. Os fungos dessa classe apresentam vdrias aplicagdes, como em processos
biotecnolégicos, biossintese de antibidticos e deterioracdo de alimentos. Os fungos sdo
amplamente encontrados na natureza e sio essenciais na degradacdo e reciclagem da matéria
organica. Os fungos sdo capazes de produzir varios metabdlitos, como nucleoproteinas,
enzimas, polissacarideos. (LACAZ, PORTO e MARTINS, 1984).

A capacidade enzimdtica, o potencial bioquimico e de adaptagdo as condicdes
extremas dos fungos tém sido explorados para a produ¢@o de moléculas de interesse industrial
(penicilinas, cefalosporinas), alcaldides, enzimas (o-amilase, celulase), dcidos organicos
(acido citrico) e pigmentos alimentares (ex. Anka) (HAJJAJ et al., 2000b).

Colonias de Monascus ruber apresentam um crescimento relativamente rapido (5 dias)
em meio PDA (Potato Dextrose Agar) a temperatura ambiente. Sdo saproéfitas do solo, suas
coldnias apresentam topografias levemente rugosas, circulares, flocosas, de coloragdo pirpura
e de reverso também purpura. Coldnias de 20 a 30 mm de didmetro em PDA, apds sete dias.
As colonias sdo planas, eventualmente com pequeno desenvolvimento aéreo, esparsas, com
textura superficial floculenta, micélio inicialmente branco (1 a 2 dias), passando para laranja a
vermelho pardo & medida que a cultura se desenvolve, com a formacgdo de cleistotécios e
aleurioconidias. Geralmente ha formacgdo de pigmentos soldveis que se difundem pelo dgar
(PITT e HOCKING, 1999).

Quase todos os fungos, quando cultivados em condi¢des favordveis e abundancia de
carboidratos de facil assimilacdo, crescem rapidamente formando abundante micélio, e
quando as condicdes tendem a deter o crescimento por falta de nutrientes eles formam corpos
de frutificacdo, ou estruturas de reproducdo. A formacdo de estruturas de reproducdo e
sustentacdo € influenciada por outros nutrientes tais como: zinco, manganés e ferro, por
exemplo. Assim sendo, é possivel determinar as condi¢des 6timas de crescimento e producio

de pigmentos pelo fungo Monascus, monitorando as estruturas de frutificacdo e de
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conidiacdo. Ou seja, em condi¢gdes de limitagdo, observam-se cleistotécios, em condicdes de
abundéncia de alimentos, conidios. Pode-se afirmar que a formacdo de pigmentos vermelhos
ocorre na fase de limitacdo, e que o nimero de cleistotécios presentes indica a fase de inicio
da formacao de pigmentos vermelhos (MORITZ, 2005).

A existéncia de diferentes morfologias em fungos filamentosos, classificadas como
hifas (filamentos dispersos), clumps (pequenos aglomerados) e pellets (aglomerados maiores e
mais densos — grumos), e a possibilidade de formas distintas de crescimento, principalmente
relacionados com as caracteristicas de reproducdo (assexuada — conideos e sexuada —
cleistotécio) induzem a formacgdo de diferentes compostos de interesse industrial, como os
pigmentos Monascus (HAMANO, OROZCO e KILIKIAN, 2005).

No estudo de Moritz (2005) ficou evidenciada a importancia do acompanhamento da
morfologia fingica num processo de cultivo. A producdo de pigmento Monascus estd
relacionada com a formacao de estruturas de reproducio sexuada (formagéo de cleistotécios),
assim, o acompanhamento microscopico destas estruturas aliadas ao controle de outros fatores
importantes de cultivo (concentragcdo de substrato, pH, aeragio e freqiiéncia de agitacdo) pode
ser utilizado como uma ferramenta de controle, podendo reduzir custos nas etapas do

processo.

2.3.3 Fatores que influenciam o crescimento e a producao de metabdolitos

A escolha dos nutrientes adequados a gerag@o do produto de interesse esta relacionada
a atividade metabdlica desenvolvida pelos microrganismos. Destaca-se a importancia das
informagdes obtidas sobre as exigéncias nutricionais dos organismos envolvidos no processo.
Assim, € preciso suplementar o meio de cultivo ou controlar os componentes que possam
inibir o seu desenvolvimento, de modo a permitir uma rdpida e eficiente conversdao da fonte
de carbono em produto (MORITZ, 2005).

Os pigmentos Monascus sdo tradicionalmente produzidos por processos
biotecnolégicos em estado sélido ou pedagos de pdo ou arroz. Estudos envolvendo cultivos
submersos t€m aumentado recentemente (HAJJAJ et al., 2000b). Os principais fatores que
influenciam o crescimento e produgdo de pigmentos sdo: composicdo do meio de cultivo,

temperatura, presenga de oxigénio e aeracio, pH, fonte de nitrogénio e umidade.
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O cultivo tradicional de Monascus spp., visando a produgdo de pigmentos naturais
utilizados em alimentos € realizado em meio semi-solido, tendo arroz como substrato
principal. Entretanto, fontes de carbono diversas vém sendo usadas como substrato para o
crescimento de Monascus, sendo as mais comuns a glicose, a sacarose e o amido. O melhor
crescimento geralmente é observado em glicose (HAJJAJ et al., 2000a).

A faixa de temperatura 6tima para o crescimento de Monascus € 28 a 32°C, apesar da
faixa de temperatura depender da cepa e varia na faixa de 25°C e 32°C. O crescimento é
observado em uma ampla faixa de pH, de 2,5 a 8,0 com a faixa ideal entre 4,0 a 7,0
(CARVALHO et al., 2005). Ja a adicao de uma fonte de nitrogénio apropriada facilita a
liberag@o e solubilizagdo dos pigmentos no meio em cultivos submersos (PASTRANA et al.,

1995).

2.4 PROCESSOS BIOTECNOLOGICOS

Os processos biotecnoldgicos sdo comumente classificados quanto a condugdo do
processo, quanto a quantidade de 4dgua no meio e quanto a formacdo do produto e
metabolismo energético. Quanto a condugio do processo, podem ser descontinuos, continuos
ou semi-continuos.

Os processos biotecnoldgicos, quanto a quantidade de 4dgua no meio, podem ser
submersos (SmF — cultivo submerso) ou em estado sélido (FES — cultivo em estado sélido). O
processo em estado sélido é normalmente definido como o crescimento de microrganismos
em materiais s6lidos umedecidos, na auséncia ou perto da auséncia de dgua livre.

O processo em estado solido possui algumas vantagens em relagdo ao cultivo
submerso como: elevada producdo (produto por volume de meio), baixos custos de operacdo e
de investimento, além da simplificacdo dos processos de recuperagdo do produto de interesse.
Dentre as desvantagens da FES destacam-se a dificuldade de se obter sensores para medir as
varidveis como atividade de dgua, crescimento celular, a capacidade limitada para dissipar
calor e outras dificuldades como transferéncia de oxigénio e nutrientes, reduzindo as taxas de
crescimento, mas que, por outro lado, podem favorecer a sintese de metabdlitos secundarios

(MIYASHIRA, RODRIGUES e KILIKIAN, 2003).
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2.4.1 Producao de pigmentos Monascus em meio solido/submerso

O cultivo tradicional de fungos do género Monascus para producido de pigmentos é
feito em suporte de arroz, obtendo assim altas concentra¢des destes metabdlitos secunddrios.
Uma das condicdes para o sucesso do cultivo € a utilizagdo de baixa umidade inicial no
substrato (em torno de 25%), reduzindo o risco de contaminacdo e de aglomeracdo do
substrato (JUZLOVA, MARTINKOVA e KREN, 1996).

O cultivo de Monascus tem sido realizado principalmente em meio sélido, entretanto o
rendimento de produgdo € muito baixo para a producdo em escala industrial. Para aumentar o
rendimento de pigmentos, alguns pesquisadores t€m focado em culturas submersas (EVANS e
WANG, 1984, HAJJAJ et al., 1997; PASTRANA et al., 1995). Existem artigos abrangendo
mutagdo de cepas, mudangas na composi¢ao dos nutrientes e mudancas nas condi¢des fisicas
de cultivo. Técnicas de cultivos envolvendo fed-batch, imobiliza¢do por resinas poliméricas e
cultivos semi-sdlidos usando sacos de plasticos (Lotong) também foram desenvolvidas.
Biorreatores para produgdo de pigmentos também sio estudados, incluindo sistemas air-lift e
fermentadores de garrafa (KIM et al., 2002).

A utilizagdo de técnicas de cultivo submersas, para a produgdo de pigmentos de
Monascus tem sido estudada para minimizar os problemas de espago, escala e controle de

processos (EVANS e WANG, 1984).

2.5 GLICEROL

2.5.1 Caracteristicas do glicerol

O glicerol € uma substancia quimica que apresenta uma infinidade de aplicacdes,
sendo utilizado na industria cosmética, farmacéutica, alimenticia e quimica. Os processos de
fabricacdo de glicerol s@o de baixa complexidade tecnoldgica, o que facilita seu uso, embora o
seu custo ainda seja proibitivo para vdrias aplicacdes. As principais aplicacdes do glicerol se
encontram na: (a) inddstria quimica, como, por exemplo, insumo para a sintese de resinas,

ésteres e plasticos, responsdveis pelo consumo de 18% do glicerol disponivel; (b) inddstria
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farmacé€utica, como componente de cdpsulas, medicamentos, cremes e pomadas, onde seu
consumo € de aproximadamente 7% do total; (c) em cosméticos, onde, por ser atdéxico, ndo-
irritante, insipido e inodoro, tem sido amplamente utilizado como emoliente e umectante em
cremes para a pele, locdes pds-barba, desodorantes, batons e maquiagens em geral, em
aplicacdes que respondem por 40% de seu consumo; (d) indudstria alimenticia, onde
aproximadamente 24% do glicerol sdo utilizados na composi¢cdo de umectantes e para
conservar bebidas e alimentos, tais como refrigerantes, balas, bolos, pastas de queijo, de carne
e racdo animal seca; e (e) em outros usos (aproximadamente 11%), como no processamento
de tabaco, afim de, tornar as fibras do fumo mais resistentes e evitar o ressecamento das
folhas na composicao dos filtros de cigarros e como veiculo de aromas. Na industria téxtil,
também ¢ utilizado para amaciar e aumentar a flexibilidade das fibras (GUIMARAES et al.,
2005).

Glicerol € um produto quimico muito utilizado que possui muitas aplicacdes
comerciais. A producfo atual de glicerol € em torno de 600.000 t/ano. O glicerol pode ser
produzido por qualquer um dos trés métodos principais: (a) o glicerol pode ser recuperado
como co-produto em induistrias de 6leos e gorduras. O residuo gerado pelo processo de
produgdo de sabdo contém 8-15% de glicerol. A agua resultante da hidrélise de gorduras
contém pelo menos 20% de glicerol. (b) Glicerol pode ser sintetizado do propileno por uma
variedade de métodos. (c) Glicerol pode ser produzido por processos biotecnolégicos.
Entretanto, ndo foram feitos maiores esforcos para a producio do glicerol antes da Primeira
Guerra Mundial. Nas décadas passadas, os avangos significativos em biotecnologia t€m
renovado o interesse na producdo de produtos quimicos de fontes de carboidratos, a chamada
quimica verde (TAHERZADDEH, ADLER e LIDEN, 2002).

O glicerol também é chamado de glicerina comercialmente ou 1,2,3 — propanotriol. O
custo aproximado de 1 L de glicerol P.A. é de R$ 14,00.

O Quadro 2.6 apresenta as constantes fisicas do glicerol.

QUADRO 2.6 — Constantes fisicas do glicerol

Formula (C3HgOs)
P.M. 92,11
P.E. 290°C
P.F. 20°C

O glicerol também pode ser obtido como o principal residuo do biodiesel. A literatura

mundial tem definido biodiesel como um biocombustivel obtido a partir de uma reacio
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quimica denominada transesterificacio, que € uma reacdo de um lipideo com um dlcool para
formar ésteres e um subproduto, o glicerol (ou glicerina) (LIMA, 2005). A figura 2.3 mostra a
reacdo simplificada de transesterificacdo de um triglicerideo com etanol, resultando em

combustivel (biodiesel) e glicerol.

H,C-0-CO-R, H,C-H,C-COO-R, H,C-OH
| . + |
HC-0-CO-R, + 3H,C-CH,-OH - H,C-H,C-COO-R, + HC-OH
| ALCOOL (ETAMOL) + |
H,C-0-CO-R, H,C-H,C-COO-R, H,C-OH
OLEQ VEGETAL ESTER ETILICO GLICERINA
(TRIGLICERIDEO) (BIODIESEL)

FIGURA 2.3 - Esquema simplificado de uma reacio de transesterificacdo de um 6leo vegetal.
Fonte: COSTA NETO et al., 2000.

O crescente aumento na producdo mundial de biodiesel (ésteres alquilicos derivados
de matérias graxas de ocorréncia natural, como Oleos vegetais e gordura animal) gera,
concomitantemente, um aumento considerdvel na disponibilidade do glicerol (cerca de 10 a
12% em relacdo a massa processada de Sleos vegetais, por exemplo), podendo este ser
purificado e utilizado pelos diferentes segmentos da industria.

A Europa e os Estados Unidos sdo, atualmente, os principais centros produtores de
glicerol proveniente do biodiesel. Em 2000, a produ¢do mundial de glicerol foi de 800.000 t e,
no mesmo ano, a producio advinda do biodiesel (Europa e EUA) foi de 80.000 t/ano, sendo
que, em 2002, essa produgdo atingiu cerca de 200.000 t/ano. A forte expansdo que hoje se
verifica na industria de biodiesel podera causar uma eventual reducdo no valor comercial da
glicerina que, mais barata, poderd ser absorvida pelo mercado como insumo para uma
variedade de aplicacdes até hoje ndo exploradas por razdes fundamentalmente econdmicas
(GUIMARAES et al., 2005).

Atualmente, as principais aplicagdes do glicerol sdo nas industrias de cosméticos,
sabdes e farmadcias, setores que sdo incapazes de absorver o volume de glicerina gerado com a
producdo do biodiesel. O aumento da glicerina disponibilizada no mercado brasileiro, com a
implantacdo do B2 (2% de biodiesel no diesel), devera ser de 60 a 80 mil toneladas/ano e com
a introducdo do B5 (5% de biodiesel no diesel), em 2013, a previsdao é que esta producio
aumente para 150 mil toneladas por ano (SOUZA; MELO e GONCALVES, 2007). Apesar do

glicerol dispor de aplicagdes no mercado de cosméticos, 0 aumento de sua oferta precisa ser
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precedido de andlise sobre aplicagdo em outros segmentos, o que pode configurar uma area
especifica de pesquisa, a gliceroquimica (OLIVEIRA e COSTA, 2002).

Em alguns paises da Europa, onde o biodiesel foi adotado ha mais tempo, o aumento
significativo na produgdo de glicerol tem levado a queda dos precos, sendo inclusive
responsével pelo fechamento de muitas das fabricas que produziam glicerina por via quimica.
Algumas empresas européias também ja apresentam problemas relacionados ao excesso de
glicerol produzido, tendo que pagar para que seja feita uma disposi¢cdo adequada do mesmo
(DHARMADI et al., 2006; YAZDANI e GONZALEZ, 2007).

A bioconversdo do glicerol se tornard de interesse industrial, pois a glicerina se tornard
uma substincia abundante com o aumento na producgdo de biodiesel, e sua utilizagdo como
uma nova fonte de carbono para o crescimento microbiano € uma das possibilidades mais
promissoras. O estudo de microrganismos que cresgam eficientemente em glicerol e
produzam substdncias de interesse industrial, sua caracterizacdo e identificacio € uma
importante etapa visando & descoberta de novas aplicagdes para o glicerol (SILVA e
CONTIERO, 2007).

O investimento em pesquisas para novas aplicacdes do glicerol se faz necessério antes
que maiores problemas ambientais comecem a ocorrer com o aumento na producdo do
biodiesel. Alguns produtos quimicos atualmente obtidos através do petréleo poderiam ser
produzidos através de cultivos com glicerol, beneficiando diretamente o meio ambiente ao
mesmo tempo em que promove a inclus@o social. A bioconversdo do glicerol permitiria a
obtencdo de produtos biodegradaveis, contribuiria para reduzir a dependéncia pelo petrdleo
com a grande vantagem de utilizar uma fonte renovédvel. O desenvolvimento de processos
para converter o glicerol, um composto de baixo preco, em produtos de alto valor, viria
agregar valor ao biodiesel, contribuindo para o desenvolvimento das biorefinarias
(DHARMADI et al., 2006; YAZDANI e GONZALEZ, 2007).

A glicerina obtida a partir da transesterificacdo de dleo de colza por Bournay et al.
(2005) se apresentou limpida e incolor. O contetido de glicerol no residuo produzido foi de
pelo menos 98%. Nem cinzas, nem compostos inorganicos foram detectados na glicerina
produzida. As principais impurezas da glicerina sdo a dgua, o metanol e os compostos
organicos nio - glicerol (MONG, tais como éster metilico). A alta qualidade do glicerol
obtida indica que ele poderd ser utilizado em outros processos, o que caracteriza um

parametro econdmico importante.
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2.5.2 Uso do glicerol em processos biotecnologicos

Uma alternativa interessante para o aproveitamento do glicerol € a sua transformacio
via microbioldgica em metabdlicos de interesse industrial ou em proteinas unicelulares que
podem ser utilizados como concentrado protéico vitaminico na composicao de racdes animais.
Glicerol pode também ser utilizado como fonte de carbono, sob condi¢des aerdbias, por
muitas espécies de leveduras, como a Candida utilis (NAVARRO, 1996).

Virias estratégias baseadas em transformacdes quimicas e bioldgicas estdo sendo
propostas para converter o glicerol em produtos de maior valor. Conversdes bioldgicas podem
ajudar a driblar as desvantagens das catdlises quimicas (ex. baixa especificidade do produto,
uso de alta pressdo e/ou altas temperaturas, inabilidade para usar glicerol bruto com altos
niveis de contaminantes, etc.), oferecendo uma oportunidade para sintetizar uma grande
quantidade de produtos e funcionalidades. A um prego atual de (~2,5 centavos/lb), glicerol é
muito competitivo com acucares usados na producdo de quimicos e combustiveis, via
processos microbianos (YAZDANI e GONZALEZ, 2007).

O glicerol pode vir a ser uma fonte importante quando o biodiesel for aplicado em
larga escala comercial no futuro proximo. Com a producdo de 10 kg de biodiesel da
esterificacdo de 6leo de semente de colza, 1 kg de glicerol se torna disponivel. O maior alvo
das pesquisas envolvendo a valorizacdo do glicerol através de processos biotecnoldgicos se
refere a sua biotransformacdo em 1,3-propanodiol por vérias cepas de bactérias pertencentes
ao género Clostridium, Klebsiella, Citrobacter e Enterobacter. Ao contrdrio, o nimero de
investigacdes na utilizagcdo de glicerol como fonte de carbono por vérios fungos e leveduras é
restrito. A maioria desses estudos se refere a produgdo de biomassa e vérias proteinas
extracelulares e intracelulares por Pichia spp. Outras pesquisas indicam a producdo de a-
amilase por Yarrowia lipolylita recombinate e biomassa e a-caroteno por Rhodotorula lactosa
(WANG, Z. et al., 2001).

Tendo em conta que o volume bruto de produgdo projetado para o glicerol ird
ultrapassar a atual procura comercial de glicerol purificado, e que as vendas de glicerol
purificado para cosméticos e produtos farmacéuticos ndo serd uma opg¢do vidvel para a
industria de biocombustiveis, algumas utilizagdes alternativas para o glicerol deverdo ser
encontradas. Foi possivel obter dcidos graxos a partir de cultivos da microalga Schizochytrium
limacinum, utilizando o glicerol obtido da produgdo de biodiesel. Esse glicerol era de alta

qualidade e favoreceu a producdo dos 4cidos graxos (CHI et al., 2007). Também através de
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processos biotecnoldgicos com glicerol obtido do biodiesel, foi possivel obter acido citrico em
cultivo submerso de Yarrowia lipolytica NCIM 3589 (IMANDI et al., 2007).

Como o aumento na oferta do biodiesel € simultdneo ao da oferta de outras substancias
resultantes (como glicerol e sabdes), devem ser identificadas novas alternativas industriais
para o emprego dessas matérias-primas. Deve-se coibir o possivel aviltamento dos pregos e
manter o interesse do mercado sem expor a sociedade a riscos sanitdrios pelo aumento de
residuos, ou de mistura de subprodutos ndo especificados aos alimentos (OLIVEIRA e

COSTA, 2002).

2.5.3 Biodiesel

Por definicdo, o biodiesel é um substituto natural do diesel de petréleo, que pode ser
produzido a partir de fontes renovaveis como O6leos vegetais e gorduras animais. Sob o
aspecto quimico, o biodiesel é um produto composto de 4cidos graxos de cadeia longa, que se
encontram ligadas a um élcool, sendo definido como éster monoalquilico de 4cidos graxos
derivados de lipideos de ocorréncia natural (LIMA, 2005). Esse combustivel é utilizado para
substituicdo do 6leo diesel, em percentuais adicionados no 6leo diesel ou integral, nos
motores 2 combustio de transportes rodovidrios e aquaviarios e nos motores utilizados para a
geracgdo de energia elétrica.

As matérias-primas vegetais sdo derivadas de 6leos vegetais tais como soja, mamona,
colza (canola), palma, girassol e amendoim, entre outros, e as de origem animal sdo obtidas de
sebo bovino, suino e de aves. Incluem-se entre as alternativas de matérias-primas os 6leos
utilizados em fritura (coc¢do) (COSTA NETO et al., 2000). A Figura 2.4 apresenta o esquema
de obtencdo do biodiesel por transesterificacdo na presencga de catalisadores.

A glicerina bruta, mesmo com suas impurezas convencionais, constitui um subproduto
que pode ser comercializado. No entanto, o mercado é muito mais favordvel a
comercializacdo da glicerina purificada. Essa purificagdo pode ser feita por destilagdo a
vacuo, resultando um produto limpido e transparente, denominado comercialmente de
glicerina destilada. O produto da calda da destilacdo, ajustavel na faixa de 10 - 15% da massa
da glicerina bruta, é denominado “glicerina residual”, ainda encontra possiveis aplicacdes

importantes (URIOSTE, 2004).
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Se os processos de recuperagio e aproveitamento dos subprodutos (glicerina e

catalisador) forem otimizados, a producdo de biodiesel pode ser obtida a um custo

competitivo com o preco comercial do 6leo diesel (COSTA NETO et al., 2000).

Fluxograma do Processo de Producdo de Biodiesel

MATERIA
PRIMA
PREPARACAO DA
MATERIA PRIMA METANOL
Oleo ou Gordura  ©4 ETANOL
CATALISADOR: v
(NaOH ou KOH) RE ACAO DE
"| TRANSESTERIFICAO |[* ] é '
Alcool Etilico
ou Metilico
A 4
SEPARACAO DE
FASES
DESIDRATACAO
DO ALCOOL
\ 4 A
RECUPERACAO DO RECUPERACAO DO
ALCOOL DA GLICERINA ALCOOL DOS ESTERES
— Excessos
Glicerina de Alcool
v Bruta Recuperado .
DESTILACAO PURIFICACAO
DA GLICERINA DOS ESTERES
RESIDUO  GLICERINA BIODIESEL

GLICERICO DESTILADA

FIGURA 2.4 - Fluxograma do processo de obtencdo do biodiesel. Fonte: PARENTE, 2003.
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos descritos nesse trabalho foram realizados no Laboratério de
Engenharia Bioquimica (ENGEBIO) do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia
de Alimentos — UFSC.

3.1 EXPERIMENTOS REALIZADOS

Os experimentos foram realizados em trés etapas.

1* etapa: avaliagdo da utilizacdo de glicerol como substrato (Unico ou adicionado de
glicose). Foram determinadas as velocidades de crescimento radial em placas com meio
solido e foi verificada a producdo de pigmentos e o crescimento em cultivos em frascos
agitados.

2% etapa: testes em frascos agitados com diferentes fontes de nitrogénio (glutamato
monossddico, glicina, uréia e sulfato de amodnio), pH variando de 2,5 a 8,0 e cultivos com
concentragdes de glicerol de10 a 60 g.L™.

3% etapa: otimizagdo da produgdo de pigmentos vermelhos variando a concentragdo de
glicerol e a concentracgdo de glutamato monossddico utilizando metodologia de superficie de

resposta.

3.2 MICRORGANISMO

A linhagem de microrganismo utilizada foi a de Monascus ruber CCT 3802, um fungo
filamentoso obtido da Fundagdo André Tosello (correspondente a cepa ATCC n° 36928),
Campinas SP (Monascus ruber van Tieghem alt. Basipetospora rubra Cole & Kendrick).

Taxonomia: Filo Eumycota, Sub-filo Ascomycotina, Classe Plectomycetes, Ordem

Eurotiales, familia Monascaceae.
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3.3 MEIOS DE CULTIVO

3.3.1 Manutencao da cultura

A cultura foi mantida em tubos inclinados com meio PDA (Merck) para a conservacio
da cepa e para o repique. Apds a incubacio por 10 dias a 30°C, as culturas foram conservadas

a 4°C em refrigerador e repicadas a cada quatro semanas.

3.3.2 In6culo

Multiplicagio do fungo: Agua estéril foi adicionada aos tubos contendo a cultura e
transferida para garrafas de Roux contendo meio PDA (Merck). As garrafas foram entdo,

incubadas a 30°C por 10 dias e armazenadas a 4°C.

FIGURA 3.1 — Cultura de Monascus ruber em tubos e em garrafa de Roux.

Indculo: Foram transferidas aproximadamente 10 ml de dgua estéril para as garrafas de
Roux contendo o microrganismo. A superficie foi raspada com alca de Drigalski e a
suspensao obtida foi transferida para frascos de Erlenmeyer aletados de 1000 mL.

A composi¢do do meio de cultivo para o indculo estd de acordo com o apresentado por
Pastrana et al. (1995) com 20 g.L'1 de glicose. A incubacio foi realizada em shaker por 48

horas, sob freqiiéncia de agitacao de 120 min” e temperatura de 30°C.
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3.4 MEIO DE CULTIVO E CONDICOES DE OPERACAO

O meio de cultivo sintético foi baseado nos estudos de Pastrana et al. (1995). Meio
contendo, em gramas por litro de &4gua destilada: glicose (Nuclear), 20; glutamato
monossodico (Nuclear) ou glicina (Vetec), 5; K;HPO,4 (Vetec), 5; KH,PO,4 (Vetec), 5; CaCl,
(Vetec), 0,1; MgS0O4.7H,0 (Synth), 0,5; FeSO4.7H,0 (Nuclear), 0,01; ZnSO4. 7H,O (Vetec),
0,01 e MnSO.. H,O (Ecibra), 0,03. Para os cultivos com glicerol P. A. (Nuclear), a glicose foi
substituida por este.

Os ensaios foram realizados em frascos de Erlenmeyer aletados de 1000 mL contendo
400 mL de meio de cultivo. Para a retirada de amostras suficientes e devido aos frascos serem
aletados, utilizou-se 400 mL de meio de cultivo. Os frascos foram incubados em shaker na

temperatura de 30°C e agitacdo de 120 min™.

3.4.1 Preparo do meio de cultura e inoculacido do fungo

As solucdes de fosfatos, sulfatos e de cloreto férrico foram preparadas em frascos
distintos, para evitar a complexagdo durante tratamento térmico. Todas as solucdes e os meios
de cultivo foram autoclavadas a temperatura de 121°C por 15 min.

Inoculacdo: Os frascos aletados de 1000 mL com 360 mL de meio de cultivo foram
inoculados com 40 mL de inéculo de Monascus ruber. O pH inicial dos cultivos foi ajustado

para 6,5 (PASTRANA et al., 1995), utilizando solucdes de NaOH e HCI.

3.5 METODOS ANALITICOS

3.5.1 — Determinacao da concentracao celular

A biomassa foi quantificada mediante gravimetria, sendo uma quantidade (10 mL) do

meio de cultivo filtrada em papel filtro Whatman previamente pesado e o material submetido
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a secagem em forno microondas durante 15 minutos em poténcia 2 (180 W) conforme
metodologia apresentada por Orozco; Pereira e Kilikian (2003), obtendo-se a quantidade de

biomassa retida em um volume de meio conhecido.

3.5.2 - Determinacao do pH

O pH foi determinado em pHmetro digital Analion.

3.5.3 - Determinacao da concentracio de pigmentos

O pigmento vermelho foi quantificado em espectrofotdmetro SP-1100 Séries Modelo
SP-105 nos seguintes comprimentos de onda: 380 nm (pigmento amarelo), 420 nm (pigmento
laranja) e 480 nm (pigmento vermelho) (HAJJAJ et al., 2000a). Ainda foi definido por Hajjaj
et al. (1998), que 1 unidade de absorbancia UDOug corresponde a 15 mg.L™" de pigmento.

3.5.4 - Determinacio da concentracao de glicose

O método utilizado foi o com DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) conforme metodologia
proposta por Miller et al., (1959), em espectrofotdmetro SP-1100 Séries Modelo SP-105 a

540 nm e comparado com uma curva padrao de glicose na faixade 0 a 3 g.L’1

3.5.5 - Determinacao da concentracio de glicerol

O glicerol foi determinado por método espectrofotométrico descrito por Lambert e

Neish (1950) apresentado por Aradjo (2006), ap6s reagdo com acido periddico. Nesta reagdo,
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o glicerol é oxidado quantitativamente a formaldeido, determinado em comprimento de onda

de 570 nm em espectrofotometro SP-1100 Séries Modelo SP-105.

3.5.6 — Parametros cinéticos

As velocidades especificas midximas 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 Equacéo 3.1.

In(X) =In(X )+ i, (3.1)
Sendo:

X : biomassa ao longo da fase exponencial (g.L’l);

Xp : biomassa no inicio da fase exponencial (g.L’l);

HUmax © velocidade especifica maxima de crescimento celular (h’l);

t : tempo (h).

A produtividade maxima em células (Pu1as) foi calculada pela diferenca entre a maior
concentragdo celular (biomassa) em um instante t € a concentragdo celular (biomassa) inicial

dividida pelo intervalo de tempo correspondente, conforme Equacgao 3.2.

(Xyix )~ (X))
= : (3.2)
r—t,

células

Sendo:

Peguias © produtividade maxima de crescimento (formagdo de células) no instante de
tempo (t — to) (g.h'l);

XmAx: : maxima formagdo de biomassa no instante de tempo t;

X : formacao de biomassa no tempo to;

t : tempo para atingir o valor maximo biomassa;

to : tempo inicial do cultivo.
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A produtividade maxima de producdo de pigmentos foi calculada pela diferenca entre
a maior concentracdo de pigmentos (UDO) em um instante t e a concentracdo inicial de

pigmentos dividida pelo intervalo de tempo correspondente, conforme Equacéo 3.3.

_(UDO,,)-(UDO, )

P 3.3
M r—t, (3-3)

Sendo:

Pum: produtividade maxima de formagdo de pigmentos no instante de tempo (t — t,)
(UDO.h'h:;

UDO: : mdxima quantidade de pigmento no instante de tempo t;

UDOy : quantidade de pigmento no tempo to;

t : tempo para atingir o valor mdximo de UDO;

to : tempo inicial do cultivo.

As velocidades especificas de producdo de pigmentos vermelhos foram calculadas
através da Equacdo 3.4, conforme metodologia proposta por Le Duy e Zadic (1973)

apresentada por Schmidell et al. (2001).

1 dP
Up = —* — 3.4
X dt 4)

Sendo:
up: velocidade especifica de produgdo de pigmentos vermelhos (UDOugonm. g’l.h'l);
X : biomassa (g.L'l) no instante de tempo t;
P : concentracao de pigmentos vermelhos (UDO4g);

t: tempo (h);

As velocidades especificas de crescimento foram calculadas através da equacdo 3.5,

conforme metodologia proposta por Le Duy e Zadic (1973).

1 _dx
== 3.5
M= (3.5)
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Sendo:
Hx: velocidade especifica de crescimento (h'l);
X : biomassa (g.L'l) no instante de tempo t;

t: tempo (h).

Os fatores de conversdo de substrato em células foram obtidos a partir do coeficiente
angular da porcao linear do grafico da quantidade analisada (biomassa) contra a quantidade de

substrato, de acordo com as Equacdes 3.6 e 3.7.

AX

Y, .=—
xis T (3.6)

AX

Y, =—
X16 = 45 3.7

Sendo:
Yxs : fator de conversdo de glicose em biomassa (g. g’l);
Yx/ : fator de conversdo de glicerol em biomassa (g. g’l);
AX : aumento da biomassa no intervalo de tempo At (g.L'l);
AG : consumo de glicerol no intervalo de tempo At (g.L'l).

AS : consumo de glicose no intervalo de tempo At (g.L'l).

Os fatores de conversdo de substrato em pigmentos vermelhos também foram obtidos
a partir do coeficiente angular da porcao linear do grafico da quantidade analisada (pigmento)

contra a quantidade de substrato, de acordo com as Equacdes 3.8 e 3.9.

AP
Y, =
PIS T Ag (3.8)
AP
Yoi6 =E (3.9

Sendo:

Ypss : fator de conversao de glicose em pigmento (UDO4go. g'l);

Ypg : fator de conversao de glicerol em pigmento (UDOugy. g'l);

AP : aumento da concentragdo de pigmentos vermelhos no intervalo de tempo At
(UDOuso);

AG : consumo de glicerol no intervalo de tempo At (g.L'l).

AS : consumo de glicose no intervalo de tempo At (g.L'l).
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3.6 CRESCIMENTO RADIAL

No preparo do in6culo foram transferidas duas algcadas do microrganismo para tubos
de ensaio contendo 0,3 mL de 4gar 0,2% para evitar o espalhamento de esporos na superficie
da placa durante a inoculagdo (GABIATTI JR et al., 2004).

Foram estudados oito meios diferentes conforme apresentado por PASTRANA et al.,
1995. As concentragdes de glicerol estudadas foram de 1, 2 e 3% e de glicose foi de 1%.
Além das placas teste contendo glicerol ou glicose como fontes de carbono, foram realizadas
medidas em placas contendo meio padrio: PDA (Potato Dextrose Agar), 4gar e
dgar+nutrientes.

Os meios, autoclavados, foram vertidos em placas de Petri. Apds solidificados, fez-se
uma inoculac¢io pontual no centro da placa com o auxilio de uma ponteira estéril. Molhou-se a
ponta da ponteira no indculo e tocou-se no centro da placa contendo o meio. Incubou-se em
estufa a 30°C e mediu-se, com auxilio de uma régua, o didmetro da 4rea recoberta pelo fungo.
As medidas foram realizadas a cada 24 h.

Com a finalidade de se obter medidas confidveis foram desenhadas trés raias no fundo
das placas de Petri. Foram medidos trés didmetros em cada placa, garantindo assim que as
culturas que ndo apresentassem um crescimento regular tivessem calculado seus didmetros
médios. Os experimentos foram realizados em seis placas para cada meio de cultivo, € com os
trés valores dos didmetros, calculou-se o didmetro médio para cada tempo.

A velocidade de crescimento radial nos meios utilizados foi determinada pela

declividade da reta obtida pela regressdo linear, conforme a Equacao (3.10).

r(t)y=a+V,_ -t (3.10)

Em que:

r(t) é o raio da col6nia (mm);

a é a constante da regressao linear,

V.- € a velocidade de crescimento radial (mm.h’l);

t € o tempo de cultivo (h).
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Andlise estatistica:

Para avaliacdo das velocidades de crescimento radial foi necessaria a utilizagdo de
ferramentas estatisticas. A andlise estatistica utilizada para avaliar as diferentes velocidades
de crescimento obtidas para diferentes meios constou do teste de comparagdo de declividade
de retas proposto por Zar (1984) apresentado por Gabiatti Junior et al. (2003) e teste-t. O teste
de comparacao de declividades consiste na realizacdo de regressdes lineares para as curvas de
crescimento radial em funcdo do tempo. Neste teste é verificado se existe diferenga
significativa entre as declividades das curvas de regressdo. Para isso é empregado o
procedimento de andlise de covariincia. A base de cdlculo necessdria para comparar linhas de
regressao para os tratamentos requer os valores: ¥x2, Eyz, 2x.y e o residuo SS e DF para cada
linha computada.

O teste para comparacdo de declividades das linhas de regressdo compreendeu no

célculo do valor de F, dado pela Equacao 3.11.

(SSc—SSp)
po_(K-D 3.11)
SSp.

DFp

Os valores de SSc, SSp e DF sdo dados pelas Equacdes 3.12, 3.13 e 3.14.

K
SSp = Z SSi (3.12)
i—-1
, Olxy)?
SSc = —— 3.13
c=2.y S (3.13)
DFp:in—ZK (3.14)

i=1

Sendo: n =tamanho da amostra para cada regressao;
K = nimero de regressoes;
¥x* = soma dos quadrados da varidvel independente da regressdo linear;
2y2 = soma dos quadrados da varidvel dependente da regresséo linear;

2x.y = soma do produto da varidvel dependente e independente;
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SSc = residuo para a regressdo comum;
SSp = residuo para a regressao ponderada;

DF = residuo ponderado;

Se a hipétese de que todas as declividades das retas sdo iguais € nula, procede-se um
teste de comparacdo mdltipla a fim de determinar qual coeficiente angular da regressdo de
determinada populacédo difere das demais.

Foi utilizado o teste-t para verificar a diferenca entre cada par de declividades,

utilizando o Software Statistica 6.0.

3.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O meio de cultivo foi submetido a otimizacdo visando maximizar a produgdo de
pigmentos vermelhos, através de delineamento fatorial de metodologia de superficie de
resposta. As varidveis estudadas foram: concentragc@o de substrato (glicerol) e concentracio de
fonte de nitrogénio (GMS), em trés niveis de variacdo (3%). A defini¢do e os niveis estudados
seguiram o delineamento estatistico experimental Box-Behnken conforme a Tabela 3.1.

O planejamento foi constituido por um grupo de ensaios com nove frascos mais uma
repeticdo do ponto central, totalizando 10 frascos. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Para a andlise estatistica, andlise dos efeitos, constru¢do de superficie de resposta e

teste-t, foi utilizado o software Statistica 6.0.

TABELA 3.1 - Varidveis e niveis de variacdo do delineamento 3%,

Variaveis decodificadas Niveis
-1 0 +1
Concentracdo de glicerol (g.L ") 10 40 70

Concentragdo de glutamato monossédico (g.L’l) 1 5 9
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4 AVALIACAO DA UTILIZACAO DE GLICEROL COMO SUBSTRATO PARA O
CRESCIMENTO E PRODUCAO DE PIGMENTOS POR Monasus ruber

4.1 INTRODUCAO

O crescimento e a produgdo de metabdlitos dos fungos do género Monascus se dao em
condicdes diversas. H4 vérios meios de cultivo adequados, mas os mais comuns sdo PDA
(potato dextrose agar) e MEA (agar extrato de malte). O crescimento se dd de 15-18°C
(minimo) e até cerca de 45°C (maximo), com a produc¢do de pigmentos variando largamente
com a espécie e com as condi¢des de cultivo. Colonias de Monascus ruber apresentam um
crescimento relativamente rdpido (5 dias) em meio PDA a temperatura ambiente. Sao
saprdfitas do solo, suas colOnias apresentam topografias levemente rugosas, circulares,
flocosas, de coloracao pirpura a marrom (PITT e HOCKING, 1999).

A maior caracteristica dos fungos do género Monascus € a habilidade para produzir
metabdlitos secunddrios de estruturas policetidicas, algumas delas com pigmentacido amarela,
laranja e vermelha.

Os principais componentes dos seis pigmentos produzidos por espécies do género
Monascus incluem: pigmentos laranja: monascorubrina e rubropunctatina, pigmentos
vermelhos: monascorubramina e rubropunctamina e pigmentos amarelos: monascina e
ankaflavina. Considera-se que o pigmento vermelho € produzido pela conversdao quimica a
partir do pigmento laranja, a elevados valores de pH, em presenca de uma fonte apropriada de
nitrogénio (BLANC et al., 1995). A oxidacdo do pigmento laranja d4 origem ao pigmento
amarelo e os pigmentos vermelhos sdo produzidos pela aminag¢do do pigmento laranja com
unidades de NHj. Esses pigmentos sdo instdveis a pH extremos, luminosidade e temperatura e
permanecem intracelularmente devido a alta hidrofobicidade, sendo eventualmente excretados
no meio apds reagdo com unidades de aminoacidos NH, (HAJJAJ et al., 2000b).

Apesar dos outros pigmentos produzidos pelo Monascus, os vermelhos sdo
considerados os mais importantes porque podem ser utilizados como substitutos dos nitritos
em produtos cirneos (FABRE ez al., 1993).

Segundo Juzlova; Martinkova e Kren (1996), espécies de Monascus ruber produzem
pigmento Monascus nos seguintes substratos: glicose, celobiose, maltose e frutose, mas nio

produzem este pigmento com a sacarose.
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Moritz (2005) realizou um teste de assimilacio de substratos (auxanograma) para o
fungo M. ruber. Foi notado o crescimento em glicose, maltose, sacarose, galactose, rafinose,
celobiose, trealose, adonitol, melobiose, xilose e arabinose. Ficou claro, neste estudo, que o
fungo Monascus possui uma enorme capacidade de adaptacdo e assimilagdo das mais diversas
fontes de carbono. Porém, nem todos os substratos favorecem a producdo do metabdlito
desejavel, o pigmento vermelho. Os testes de produgdo de corante em frascos agitados
utilizando os substratos, onde foi observado crescimento, mostraram que o pigmento
vermelho foi produzido, em quantidades expressivas (UDOu4so > 0,7), apenas nos meios
contendo glicose, maltose e frutose.

Pisareva e Kujumdzieva (2006) verificaram a assimilagdo de vérias fontes de carbono
e a producdo de pigmentos vermelhos por Monascus pilosus e de uma cepa selvagem
Monascus spp. C;, em cultivo submerso. Foram testadas maltose, glicose, lactose, rafinose e
sacarose. Observou-se maior crescimento e maior producio de pigmentos em glicose, que € o
substrato mais utilizado para a biossintese de pigmentos e de biomassa.

Devido ao alto custo da tecnologia empregada na producdo de pigmentos em uma
escala industrial, € necessdrio o desenvolvimento de processos de menor custo para que a
producgdo dos pigmentos possa substituir a produgdo de sintéticos (BABITHA, SOCCOL e
PANDEY, 2006).

Existem estudos que relatam a utilizacdo de substratos alternativos para a produgao de
pigmentos por Monascus spp., como etanol (HAMDI et al., 1997) e residuos. Os pigmentos
vermelhos t€m sido obtidos a partir de cultivos em meio s6lido, de mandioca, farelo de arroz e
aveia (BABITHA, SOCCOL e PANDEY, 2006) e de cultivos submersos de melaco de milho
(HAMANO e KILIKIAN, 2006), farinha de trigo (DOMINGUEZ-ESPINOSA ¢ WEBB,
2003), farinha de casca de camardo e caranguejo (WANG, S. et al., 2002), suco de péra
(HAMDI, BLANC e GOMA, 1996) e de bagago de uva proveniente da inddstria de vinhos
(SILVEIRA, DAROIT e BRANDELLLI, 2008), entre outros.

A avaliag¢@o econdmica do processo de produgdo de pigmentos vermelhos indica que o
custo do substrato tem uma contribui¢do importante no custo global de producdo, podendo
representar uma economia de mais de 30% no prego final do corante natural. O alto custo na
produgdo de corantes naturais pode ser minimizado usando residuos orginicos de baixo custo
(CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002). No caso da producdo de pigmentos
vermelhos por Monascus spp. o custo do meio de cultivo é uma fracdo significativa, devido

aos custos do produto e da purificagio (HAMANO e KILIKIAN, 2006).
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O crescente aumento na producdo mundial de biodiesel geraum aumento consideravel
na disponibilidade do glicerol podendo este ser purificado. A forte expansdo que hoje se
verifica na industria de biodiesel podera causar uma eventual reducdo no valor comercial da
glicerina que, mais barata, podera ser absorvida pelo mercado, como insumo para uma
variedade de aplicacdes e utilizado pelos diferentes segmentos da inddstria. (GUIMARAES et
al., 2005, FERNANDO et al., 2007).

Portanto, estudos sobre a utilizagdo do glicerol em processos biotecnoldgicos, vem a
ser interessantes, uma vez que o glicerol se tornard um subproduto excedente quando o
biodiesel for produzido em larga escala comercial (PAPANIKOLAOU et al., 2000).

Dados bibliograficos relatando a producdo de pigmentos Monascus utilizando glicerol
como tUnica fonte de carbono em cultivo submerso ainda nio foram descritos, indicando que o

estudo desse substrato é importante.
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4.2 METODOLOGIA

O objetivo deste capitulo foi estudar a producdo de pigmentos por Monascus ruber
utilizando glicerol como substrato. As velocidades de crescimento radial foram determinadas
em diferentes substratos para a avaliagdo do crescimento e da producdo de pigmentos.
Realizaram-se também, cultivos em glicerol e/ou glicose para o estudo da producdo de
pigmentos em frascos.

Para o crescimento radial foram inoculadas placas com o inéculo de Monascus ruber.
Foram estudados oito meios diferentes. Além das placas teste contendo glicerol ou glicose
como fontes de carbono, foram realizadas medidas em placas contendo meio padrido: PDA
(potato dextrose dgar), 4gar e dgar+nutrientes. O didmetro das coldnias foi medido a cada 24 h
e a velocidade de crescimento radial foi determinada pela declividade da reta obtida por
regressdo linear.

No estudo em frascos agitados foram testados quatro meios de cultivo contendo: fonte
de carbono, fonte de nitrogénio e sais. A composicido dos meios estd de acordo com o
apresentado por Pastrana et al. (1995), em que o glutamato monossddico foi substituido pela
glicina.

Como fontes de carbono foram estudadas glicose e/ou glicerol (P.A.) em diferentes
concentragdes: Cultivo A (20 g.L”! de glicose), Cultivo B (15 g.L" de glicose ¢ 5 g.L" de
glicerol), Cultivo C (5 gL' de glicose e 15 gL de glicerol) e Cultivo D (20 gL" de
glicerol).

Os ensaios foram realizados em frascos aletados de 1000 mL com 360 mL de meio de
cultivo adicionados de 40 mL de inéculo. O pH inicial foi ajustado para 6,5 e amostras foram

retiradas a cada 12 horas.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Determinacio da velocidade de crescimento radial em diferentes meios solidos

Nesta etapa foi avaliado se o glicerol é substrato para o crescimento e produgdo de
pigmentos por Monascus ruber. Foram determinadas as velocidades de crescimento radial em
placas com meio sélido contendo diferentes concentragdes de glicerol, e comparadas com as

velocidades em glicose, PDA e gar.

A Tabela 4.1 apresenta as médias das leituras dos raios em milimetros, com seus

respectivos desvios padrdo para os diferentes meios.

TABELA 4.1 — Média dos resultados obtidos para as medidas dos raios (mm) para os

diferentes meios.
Tempo

Meio de cultivo

Glicose  Glicerol  Glicerol  Glicerol  Glicerol Agar +

(h) 1% 0,5% 1% 2% 3% PDA Agar Nutrientes
0 1,0£0 1,0£0 1,0£0 1,0£0 1,0£0 1,0£0 1,0£0 1,0£0

24 1,00 1,0%0,1 1,0+0 1,0+0 1,0+0 1,0+0 1,0+0 1,0+0

48 1,2+03 1,1+£02 1,1+£02 1,0£0 1,L1£0,2 28+£04 24+0,5 1,0£0

72 23+0,8 24+£07 25+05 25+0,7 27+1,1 44+£05 51£05 16+04
9% 43+£1,2 46+08 46+06 44+07 4709 59+05 74+£05 23+£1,0
120 72+13 7,107 73+05 72+04 72+£09 74+£05 85+08 4312
144 102+13 94+0,7 95+05 95+£0,7 95+£1,0 92+£0,8 97+1,3 6,616
168 125+14 114+0,7 11,3£0,6 11,3+£0,7 11,4+£09 109+1,3 11,3+1,7 82+£1,5
192 149+1,2 133+£0,9 132+£0,6 13,3+£0,7 134+£09 128+1,5 129+2,1 9,7+14
216 17,5+1,1 150+£0,8 15105 152+0,7 154+1,1 146+1,6 144+£24 103+1,3
240 203+1,2 168+£09 17,0+£0,5 174+£10 17,5+09 168+20 165+24 10,8+1,3
336 30,8+1,3 243+1,1 250+£0,7 24,7+1,0 263+0,8 245+32 237+23 119+1,3
360 332+14 260£1,0 27,6+12 266+1,2 288+1,1 265+33 259+£23 12,1+14
384 349+1,7 276+£0,7 294+13 288+1,0 30,8+1,2 28,1+34 279+21 123+1,3

A Figura 4.1 apresenta as curvas onde o crescimento observado se aproximou da

linearidade nos diferentes meios.
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FIGURA 4.1 - Curvas de crescimento radial para o fungo Monascus ruber.
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A velocidade de crescimento radial foi determinada através da Equacdo 3.6, onde o

coeficiente angular da equacdo da reta representa esta velocidade. A equagdo do raio em

funcdo do tempo foi encontrada através da regressao linear dos resultados obtidos na Tabela

4.2. A Tabela 4.2 apresenta as equagdes de regressdo com as respectivas correlagdes e

velocidades de crescimento radial para o Monascus ruber.

TABELA 4.2 — Equacdo de regressdo linear, coeficiente de regressio (R?) e velocidade de
crescimento radial V., para o fungo Monascus ruber em cada meio de cultivo.

Fonte de carbono Equacio de regressao R’ Ver (mm.h'l) Ve (mm.dia'l)
Glicose 1% R =0,0816t + 0,1 0,94 0,0816 1,96
Glicerol 0,5% R =0,066t + 0,1 0,96 0,066 1,58
Glicerol 1% R =0,0686t + 0,1 0,96 0,0686 1,65
Glicerol 2% R =0,0675t + 0,1 0,96 0,0675 1,62
Glicerol 3% R =0,0712t + 0,1 0,96 0,0712 1,71
PDA R =0,0668t + 0,1 0,98 0,0668 1,60
Agar R =0,0665t + 0,1 0,99 0,0665 1,60

Agar +

Nutrientes R =0,0426t + 0,1 0,87 0,0426 1,02

Com isso, aplicou-se a andlise estatistica para comparagdo de declividades de retas,

proposta por Zar (1984). A partir dos resultados obtidos na Tabela 4.2, procedeu-se a andlise

de covariancia, estando os resultados apresentados na Tabela A.1, Apéndice A.

O valor calculado para F, segundo a equacio 3.11 foi:

F =1443.
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Desde que Fogsi396 = 1,84, pode-se dizer que ha diferenca significativa entre as
declividades das curvas ao nivel de significancia de 0,05, ou seja, existe diferenca
significativa nas velocidades de crescimento radial.

O Quadro 4.1 apresenta os resultados obtidos para o teste-t ao nivel de significancia
0,05 para identificacdo de quais amostras dos meios apresentam diferenca significativa entre

si para a velocidade de crescimento do Monascus ruber.

QUADRO 4.1 - Resultados obtidos no teste-t para diferengas de declividades de retas para as

curvas de crescimento radial.

Glicose | Glicerol | Glicerol | Glicerol | Glicerol Agar +
1% 0,5% 1% 2% 3% PDA Agar Nutrientes

Glicose 1%
Glicerol 0,5%
Glicerol 1%
Glicerol 2%
Glicerol 3%
PDA
Agar
Agar +
Nutrientes

| | Apresentam diferenca significativa a um nivel de confianca de 95%.

As figuras seguintes apresentam o crescimento, a morfologia e a producdo de
pigmentos pelo fungo Monascus ruber nos diferentes meios de cultivo.

Foi possivel verificar que houve crescimento nas placas com meios teste contendo
fonte de carbono e também nas placas contendo meios padrdo, e que a formacdo de pigmentos

variou conforme o meio.



FIGURA 4.4 - Crescimento em 4gar + nutrientes em 240 h.
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FIGURA 4.5 - Crescimento em meio glicose 1% em 384 h.

FIGURA 4.6 - Crescimento em FIGURA 4.7 — Crescimento em
meio glicerol 0,5% em 384 h. meio glicerol 1% em 384 h.

FIGURA 4.8 - Crescimento em
meio glicerol 2% em 384 h. meio glicerol 3% em 384 h.

. . . . . .1 .
A maior velocidade de crescimento radial observada foi de 1,96 mm.dia~ e foi
observada na placa contendo meio com glicose e solugdo de nutrientes. Nas placas com meios

contendo glicerol e solugdo de nutrientes, a velocidade de crescimento radial variou de 1,58 a
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1,71 mm.dia™'. Em placas com PDA foram observadas as caracteristicas tipicas de culturas de
Monascus € o crescimento foi de 1,60 mm.dia’l, 18% menor que em meio com glicose.

As caracteristicas tipicas de culturas de Monascus em meio PDA sdo: col6nias planas,
circulares e flocosas, com pequeno desenvolvimento aéreo, micélio inicialmente branco,
ganhando pigmentacdo ao longo do envelhecimento (do centro para a borda), pigmentacio
caracteristica pardo-avermelhada, passando de laranja para vermelho pardo a medida que a
cultura se desenvolve, com difusdo de pigmentos soliveis pelo dgar (PITT e HOCKING,
1999; CARVALHO et al., 2005; PISAREVA e KUJUMDZIEVA, 2006).

Carvalho et al. (2005) determinaram a velocidade média de crescimento radial de
quatro linhagens de Monascus purpureus em meio PDA a 30°C. Para estas linhagens
encontraram velocidades entre 2,3 e 3,1 mm.dia’l, velocidades maiores do que as encontradas
para o Monascus ruber.

Através da andlise estatistica foi observado que as placas com os meios contendo
glicose e glicerol, apresentaram diferenca significativa de velocidade ao nivel de 0,05. Ou
seja, o crescimento foi maior nas placas com meio contendo glicose e diferiu
significativamente das velocidades nas placas com meios contendo glicerol. Também a
velocidade de crescimento radial nas placas com meio agar+nutrientes apresentou diferenga
significativa em relagéo as outras placas.

Nas placas com meios teste contendo glicose ou glicerol e solucdo de nutrientes,
também foram observadas colonias planas, circulares e flocosas, com desenvolvimento aéreo
e aumento da pigmentacdo com o tempo. Nesses meios foi observada pouca pigmentagdo.
Contudo, nas placas com meio contendo glicose, o fungo apresentou maior coloracio
vermelha do que nas placas contendo glicerol, em que apresentou coloragéo rosada.

Pisareva e Kujumdzieva (2006) também estudaram a morfologia e o crescimento de
Monascus pilosus em diferentes meios em placas de Petri. Foi testado um meio contendo 25%
de glicerol, dgar, NaNOs como fonte de nitrogénio e sais. A coldnia apresentou coloracio
branca, formato plano e pouca formagdo de micélio aéreo. O maior crescimento foi observado
em MEA (agar extrato de malte), com formagdo de colonias laranja de 26,25 mm de raio.

Nas placas contendo 4gar e dgar + nutrientes ndo houve formagdo de pigmentos e o
menor € mais limitado crescimento, 1,02 mm.dia'l, foi observado nas placas com meio que
continha apenas a solucdo de nutrientes, indicando que uma fonte de carbono ¢ essencial para

o crescimento do Monascus.
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4.3.2 Cinética de crescimento e producao de pigmentos utilizando glicose e glicerol como

substratos em frascos agitados

Nesta etapa foi estudada a producgdo de pigmentos e o crescimento de Monascus ruber
em cultivos submersos contendo glicerol e/ou glicose como fontes de carbono.
As Figuras 4.10 a 4.13 apresentam a cinética de formagdo de biomassa e de

pigmentos em cada cultivo.

Cultivo A Cultivo A
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‘0 Biomassa (X) ® pH < Glicose (S) ‘ ‘0 Pigmento vermelho (Pv) = Pigmento laranja (Pl) ~ Pigmento amarelo (Pa)

FIGURA 4.10 - (A) Evolucdo das concentragdes de biomassa (X), pH e glicose (S) e
(B) Evolucio das concentragdes de pigmentos (Pv, Pl, Pa), para o cultivo A (20 g.L'1 glicose).

Cultivo B Cultivo B
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‘0 Biomassa (X) m pH  Glicerol (G) < Glicose (S) ‘ ‘0 Pigmento vermelho (Pv) = Pigmento laranja (P) ~ Pigmento amarelo (Pa) ‘

FIGURA 4.11 — (A) Evolucdo das concentracdes de biomassa (X), pH, glicose (S) e
glicerol (G) e (B) Evolucdo das concentracdes de pigmentos (Pv, Pl, Pa) (B), para o cultivo B
(15 g.L'1 glicose e 5 g.L’1 glicerol).
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FIGURA 4.12 — (A) Evolucdo das concentracdes de biomassa (X), pH, glicose (S) e
glicerol (G) e (B) Evolucao das concentragcdes de pigmentos (Pv, Pl, Pa), para o cultivo C
(&) g.L’1 glicose e 15 g.L’1 glicerol).

Cultivo D Cultivo D
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FIGURA 4.13 — (A) Evolucdo das concentragdes de biomassa (X), pH e glicerol (G) e
(B) Evolugdo das concentracdes de pigmentos (Pv, Pl, Pa), para o cultivo D (20 g.L'1
glicerol).

Analisando as figuras foi possivel observar que houve maior produgido de pigmentos
vermelhos e de biomassa no cultivo A, contendo 20 g.L'1 de glicose. A producdo maxima de
pigmentos foi de 11,5 UDQysp em 108 horas de cultivo e de biomassa foi de 6,15 g.L'1 em 120
horas de cultivo. A menor producdo de pigmentos vermelhos ocorreu no cultivo D, contendo
20 g.L'1 de glicerol, e foi de 6,27 UDQO4gy em 84 horas de cultivo e a biomassa foi de
5,13 g.L”! em 120 horas de cultivo. Nos cultivos B e C, a méxima producdo de pigmentos
vermelhos foi de 11,05 e 8,21 UDOQuygo, respectivamente, com formacdo de 5 g.L'1 de
biomassa.

Todos os cultivos apresentaram uma fase lag de aproximadamente 36 horas. Entdo, a
fase de adapatacdo para os cultivos com glicose e glicerol foi a mesma, pois eles apresentaram

a mesma fase lag. Os pardmetros que indicaram o final do cultivo foram a diminuicdo da
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concentragdo de pigmentos e de biomassa e o aumento do pH, verificados apés 108 h de
cultivo.

Hajjaj et al. (1997) encontraram maxima producdo de pigmentos de 13 UDOyg, e
5,5 g.L'' de biomassa de Monascus ruber em fermentador de 2L com concentracio inicial de
20 g.L'1 de glicose e 5 g.L'1 de GMS. O crescimento foi insignificante até 40 h de cultivo e
aumentou até 110 h, antes do inicio da fase estacionaria, concominante com o consumo de
glicose. A producdo de pigmentos extracelulares foi proporcional a producdo de biomassa e
atingiu o maior nivel, 13 UDOu4gp, apés 102 h de cultivo. A diminui¢do de 15% na
concentracdo de pigmentos foi observada apds o seu valor maximo ter sido alcangado.

Os resultados e o comportamento encontrados no cultivo realizado apenas com glicose
concordam com os obtidos por Hajjaj et al. (1997).

Ocorreu uma diminuicdo na concentracdo de pigmentos extracelulares no final do
cultivo. Essa perda pode ser explicada pela degradacdo fotoquimica dos pigmentos. Eles sdo
estaveis por varios meses quando preservados em solventes organicos, enquanto em solucdes
aquosas, eles sdo degradados em poucos dias (PASTRANA et al., 1995).

Hamano, Orozco e Kilikian (2005) realizaram ensaios com glicose e glutamato
monossddico em frascos de 500 mL com diferentes cepas de Monascus ruber e obtiveram
produgdo de pigmentos variando de 8 a 20 UDOQusp, com méaxima produgdo de biomassa de
6gL".

O periodo para a maxima producio de pigmentos para o cultivo A, com glicose, foi de
108 horas e para o de glicerol de 84 horas. A produgéo de pigmentos no cultivo A foi mdxima
depois de 24 horas de o cultivo D ter apresentado maxima produ¢do de pigmentos. De acordo
com Pastrana et al., (1995) que realizaram ensaios em frascos de 250 mL, utilizando glicose e
GMS, o periodo 6timo de incubacdo foi de 92 h, que foi um periodo suficiente para a
obtencdo de uma boa produgdo de pigmentos antes do inicio da fase de declinio.

Foi possivel verificar que a producdo de pigmentos aumentou com o aumento da
concentracdo de glicose inicial no meio de cultivo e que a formagdo de pigmentos estd
associada ao crescimento (HAJJAIJ et al.,1998; MORITZ, 2005).

Em todos os cultivos, o pH inicial foi de 6,5. Houve uma pequena diminui¢do do pH
na fase inicial do cultivo, seguida de um pequeno aumento na proxima fase e permanecendo
constante. Esse comportamento foi também observado por Teng e Feldheim (2001), em
cultivos com Monascus purpureus. Dominguez-Espinosa e Webb (2003), observaram também
uma diminuicio do pH no inicio do cultivo. Quando os pigmentos foram excretados no meio,

o valor do pH permaneceu igual ou um pouco superior ao originalmente ajustado (pH 6 - 7).
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A Figura 4.14 apresenta os quatro cultivos e a Figura 4.15 apresenta a formacéo de

pigmentos e biomassa nos frascos A e D apds 120 horas de cultivo.

FIGURA 4.14 - Frascos aletados com os quatro cultivos apds 120 h. Da esquerda para a
direita, cultivo A, cultivo B, cultivo C e cultivo D.

(A) (B)

FIGURA 4.15 - Formagdo de biomassa e pigmentos no cultivo A (20 g.L"' de glicose) (A) e
Formagio de biomassa e pigmentos no cultivo D (20 g.L”! de glicerol) (B).

A partir das figuras pode-se observar a formacdo de biomassa e de pigmentos nos
quatro cultivos. Houve grande formacdo de pigmentos e os cultivos apresentaram coloracio
vermelha. Também € possivel observar a diferenca de coloracdo dos cultivos com glicose e
glicerol na Figura 4.15, sendo que a intensidade da coloracdo foi maior no cultivo com
glicose.

A Tabela 4.3 apresenta os parametros cinéticos velocidade mdxima de crescimento
(Um4x), pigmentos vermelhos (UDQygp) e a produtividade maxima de pigmentos (Py;) para os

quatro cultivos.
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TABELA 4.3 - ParAmetros cinéticos para os cultivos.

Parametro Cultivo A Cultivo B Cultivo C Cultivo D
Umax (B 0,018 0,015 0,011 0,018
Maxima producgdo de pigmentos 11,5 11,05 8,21 6,27
vermelhos (UDOQOyg)
Py Pig. Vermelhos (UDO4gOHm.h’1) 0,10 0,10 0,09 0,07
Py Pig. Laranjas (UDO0m.h™") 0,09 0,09 0,08 0,06
Py Pig. Amarelos (UDOjsgpum-h™) 0,09 0,08 0,08 0,04

A formacgdo de pigmentos vermelhos foi maior no cultivo A, sendo seguida dos
cultivos B e C e com menor produgéo de pigmentos no cultivo D.

As maiores velocidades maximas de crescimento foram observadas nos cultivos A e
D, em torno de 0,018 h'l, ocorrendo entdo, crescimento tanto em glicose quanto em glicerol.
Ja as produtividades médias de pigmentos vermelhos foram maiores no cultivo A que
continha apenas glicose. No cultivo D, a produtividade média de pigmentos vermelhos foi
70% da no cultivo A. Houve maior producdo de pigmentos vermelhos e menor producdo de
pigmentos amarelos e laranja em pH 6,5 nos quatro cultivos.

O cultivo B, contendo glicose (15 g.L’l) e glicerol (5 g.L’l), apresentou producio e
produtividade de pigmentos vermelhos semelhantes ao cultivo A. Estudos indicam que
cultivos com concentracdo de glicose variando de 15 a 35 g.L’1 ndo apresentam diferenga
significativa na producdo de pigmentos vermelhos (PASTRANA et al., 1995). Isso indica que
o glicerol pode ser adicionado a glicose quando a concentracdo de glicose for de 15 g.L'l,
conforme o cultivo B.

A Tabela 4.4 apresenta os fatores de conversdo de glicose em células (Yxss) e de
glicerol em células (Yx,g) e os fatores de conversdo de glicose em pigmentos (Yps) € de

glicerol em pigmentos (Yp/g) para os cultivos A e D.

TABELA 4.4 — Fatores de conversao para os cultivos A e D.

Fator de Conversio Cultivo A Cultivo D
(20 gL' glicose) (20 g.L™! glicerol)
Yxis (2.27) 0,26 -
Yxic (2.2 - 0,21
Yeis (UDOugo.2 ™) 0,61 -
Y (UDOuso.g ™) - 0,28

O cultivo A apresentou fator de conversado de 0,26, proximo ao valor encontrado para

o glicerol (0,21). Ja o fator de conversdo de glicose em pigmentos vermelhos foi de 0,61, que
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foi bem maior ao encontrado para o glicerol, que foi de 0,28. A transformacio de substrato em
pigmentos foi entdo, favorecida pela glicose.

O valor do fator de conversdo encontrado por Hajjaj et al. (2000b) para cultivo com
Monascus ruber a partir de 20 g.L'' de glicose em 120 horas de cultivo foi 0,24 g.g”,
concordando com o valor obtido.

Os gréficos para o célculo dos fatores de conversdo e de [ estdo apresentados no
Apéndice B. A Figura 4.16 ilustra as velocidades especificas de producido de pigmentos
vermelhos e a Figura 4.17 apresenta as velocidades especificas de crescimento para os quatro

cultivos.

Velocidade Especifica de Producao de Pigmentos Vermelhos
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FIGURA 4.16 - Velocidades especificas de produgéo de pigmentos vermelhos para os
cultivos.
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FIGURA 4.17 - Velocidades especificas de crescimento.
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O cultivo D apresentou maiores velocidades especificas de produgcdo de pigmentos
vermelhos, em torno de 0,09 UDO480nm.g'1.h'1. Os outros cultivos apresentaram velocidades
entre 0,06 ¢ 0,08 UDO4sonm.g " h™" .

Ainda de acordo com Pastrana et al. (1995), a velocidade maxima de producdo de
pigmentos vermelhos encontrada em cultivos com Monascus ruber, foi em torno de 0,08
UDOus0nm- g'l.h'l. Os valores obtidos para os cultivos concordam com esse valor.

O cultivo A apresentou velocidade especifica maxima de crescimento de 0,023 h! em
36 horas e o cultivo D foi de 0,034 h™ em 24 horas. Para Hajjaj er al. (2000b), a maxima
velocidade especifica de crescimento observada utilizando glicose foi de 0,035h’1. Esse valor
foi observado no cultivo com glicerol.

Hamdi et al. (1997) estudaram a producgdo de pigmentos por Monascus purpureus em
fermentador de 2 L a partir de etanol e de glicose. Observou-se que a glicose € mais favoravel
para a produgdo de pigmentos que o etanol. O que indica que a glicose é o melhor substrato
para maior producdo de pigmentos vermelhos por Monascus.

Contudo, a velocidade especifica de produgdo de pigmentos foi maior no cultivo
contendo apenas glicerol. Também a producdo maxima no cultivo contendo 20 gL de
glicerol foi atingida mais rapidamente, aumentando a produtividade de formacgdo de
pigmentos.

Isso indica que o glicerol constitui uma fonte alternativa para a obtencdo de moléculas

de maior valor agregado, como os pigmentos Monascus.
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4.4 CONSIDERACOES FINAIS

Em placas com meio PDA ocorreu crescimento e a maior formacdo de pigmentos, ja
que é um meio préprio para o desenvolvimento deste fungo. A glicose possibilitou maior
velocidade e formacgdo de pigmentos na condi¢@o de crescimento em placas do que o glicerol.
Também, houve menor formacdo de pigmentos em placas com meio contendo glicerol, porém
este pode ser considerado substrato, pois foi metabolizado pelo fungo.

As velocidades de crescimento radial em placas contendo glicose (1,96 mm.dia™) e
glicerol (média de 1,65 mm.dia™) apresentaram diferenca significativa. Houve maior
crescimento e pigmentacdo em glicose. Em meio PDA as coldnias apresentaram as
caracteristicas tipicas com velocidade de crescimento radial de 1,60 mm.dia’.

As cinéticas de formag@o de biomassa e de pigmentos permitiram avaliar a utilizagdo
de glicerol e de glicose como substratos em cultivos submersos.

O glicerol possibilitou o crescimento e a producdo de pigmentos vermelhos por
Monascus ruber, sendo um substrato potencial devido a sua crescente disponibilidade. Os
cultivos em glicose apresentaram os melhores resultados para a produgdo de pigmentos
vermelhos (11,5 UDOQusp) e produtividade (0,1 UDO480.h_1). Em cultivos com glicerol a
produgéo foi de 6,27 UDQugp, com produtividade de 0,07 UDO4go.h'1.

Entretanto, as velocidades de producdo de pigmentos e de crescimento nos cultivos
submersos foram maiores nos cultivos com glicerol (0,09 UDO4go.g'l.h'l e 0,034 h'l). A
mdaxima producdo de pigmentos foi obtida em 84 horas de cultivo com glicerol e em 108
horas com glicose.

A biomassa formada permaneceu em torno de 5 a 6 g.L’1 nos cultivos. A partir dos
cultivos com glicose e glicerol pdde-se concluir também que a adi¢do de glicerol a glicose
pode ser uma alternativa interessante.

O glicerol é um substrato potencial devido a sua crescente disponibilidade e pode ser
utilizado para a obtencdo de pigmentos Monascus. Contudo, maiores estudos s@o necessarios
para maximizar a produ¢do de pigmentos soliiveis em glicerol, como a influéncia do pH e da

fonte de nitrogénio.
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5 INFLUENCIA DAS VARIAVEIS FONTE DE NITROGENIO, pH e
CONCENTRACAO DE GLICEROL EM CULTIVOS UTILIZANDO GLICEROL
COMO SUBSTRATO

5.1 INTRODUCAO

O interesse nos pigmentos vermelhos de Monascus spp. vém crescendo nas industrias
de alimentos devido a sua grande aplicacdo em alimentos (carne, peixe, ketchup, licor, etc.) e
também devido as substancias normalmente utilizadas (sais de nitrito e nitrato) possuirem
efeitos carcinogénicos e teratogénicos. Alguns pigmentos produzidos por Monascus spp., sao
intracelulares e insoliveis em 4gua, porém as condi¢des de cultivo (especialmente
relacionadas com fonte de nitrogénio, pH e aeracdo) podem resultar na formacdo de
pigmentos extracelulares e soliveis em dgua (HAJJAJ et al., 1998; HAMANO, OROZCO e
KILIKIAN, 2005).

Patentes tém focado principalmente na solubilizacdo, estabilidade e extragdo em
solugdes de pigmentos. O pigmento reage rapidamente com grupos amino no meio, como
proteinas, aminodcidos e dcidos nucléicos para formar pigmentos soliiveis em agua (HAJJAJ
et al., 1997). O uso de aminodacidos tem apresentado melhores resultados, seja como
estimulante do acumulo extracelular dos pigmentos, seja contribuindo para o aumento da
produtividade de pigmentos vermelhos (PASTRANA et al., 1995; HAJJAJ et al., 1998).

Sais de amonio, especialmente nitrato de amonio, t€m sido usados tradicionalmente
como fonte de nitrogénio para producdo de pigmentos vermelhos em cultivos em meio sélido.
Entretanto, em estudos mais recentes, foi relatado que o NH4NO3 é uma fonte pobre para
producdo de corantes quando comparado a adicdo de outros aminodcidos tais como,
glutamato, histidina e glicina, principalmente em cultivo submerso (BLANC, 1998; HAJJAJ
et al., 2000a).

Blanc et al. (1998) estudaram a adigdo de diversos aminodcidos objetivando
concomitantemente a reducio da citrinina no meio de cultivo e a maximizagdo da producao de
pigmentos vermelhos em cultivo submerso. Em seus estudos, utilizaram dez diferentes
aminoacidos (glutamato, glicina, alanina, valina, leucina, serina, histamina, triptofano,

histidina e tirosina) concluindo que a utilizagdo de glicina, histidina, serina e glutamato
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adicionados ao meio de cultivo maximizam a produgdo de pigmentos vermelhos. Ji a
produg@o de citrinina € menor com a adicdo de glicina, histidina e serina.

A influéncia do pH do meio sobre a produgdo e excre¢do de pigmentos organicos por
Monascus spp., também € citada por vérios autores (CHEN e JOHNS, 1993; BLANC et al.,
1995; OROZCO, PEREIRA e KILIKIAN, 2003; MORITZ, 2005).

Conforme Orozco, Pereira e Kilikian (2003), o pH do cultivo assume uma importancia
fundamental para a ativacdo de enzimas que participam do metabolismo secundirio em
fungos filamentosos. Variacdes no pH do meio de cultivo do género Monascus spp., alteram a
proporcdo entre os diversos pigmentos produzidos e também a sua liberagdo no meio
(principalmente dos pigmentos vermelhos). O melhor valor para a fase de crescimento é em
torno de 5,5 e para a producdo de pigmentos em torno de 6,5. A mudanga do pH de cultivo
ainda pode acarretar mudancas na morfologia do microrganismo. Com isso, a adequagédo e o
controle do valor do pH em cultivos de Monascus spp. € importante no sentido de favorecer a
obtencdo de maior quantidade de pigmentos vermelhos.

Foi observado nos estudos de Moritz (2005), em ensaios realizados com Monascus
ruber utilizando extrato de farelo de arroz parboilizado em biorreator, que a produgdo de
pigmentos vermelhos ocorreu em valores de pH alcalinos. Ficou evidenciada a importancia do
pH no meio de cultivo para a ocorréncia de maior producdo de pigmentos vermelhos e para o
aumento do crescimento celular.

A producdo de pigmentos depende também da concentracdo de substrato. Em
concentra¢des de glicose inferiores a 20 gL, o crescimento e a producio de pigmento
vermelho sdo excelentes; concentracdes de glicose superiores a 20 g.L’1 levam a um
comportamento tipo Crabtree, com producdo significativa de etanol, mas com crescimento
celular e produgdo de pigmento reduzidos, mesmo em presenca de oxigé€nio. Isso indica que
pode haver efeito repressor da glicose (CHEN e JOHNS, 1994).

Ha algumas contradi¢des no que se refere ao efeito de fontes de carbono; alguns
autores ndo encontraram efeito repressor para nenhuma fonte de carbono, trabalhando com
concentragdes de até 10% de carboidratos (Lin e Demain 1991 apud CARVALHO et al.,
2006).

Por isso, sdo necessarios estudos variando a fonte de nitrogénio e o pH dos meios para
a maior producdo de pigmentos. E é importante também realizar cultivos com diferentes
concentragdes de substrato para verificar a existéncia de efeito repressor e otimizar o

crescimento e a producdo dos pigmentos.
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5.2. METODOLOGIA

O objetivo desse capitulo foi estudar a influéncia da fonte de nitrogénio, do pH e da
concentracdo de glicerol (P.A) em cultivos submersos, utilizando apenas o glicerol como
substrato, para a maxima produgio de pigmentos por Monascus ruber.

Os meios de cultivo empregados estdo de acordo com Pastrana et al. (1995), onde a
glicose foi substituida pelo glicerol. Foram compostos de glicerol, fonte de nitrogénio e sais.

Para o estudo da influéncia da fonte de nitrogénio foram realizados quatro cultivos
contendo 20 g.L'1 de glicerol e as seguintes fontes de nitrogénio: glicina C;HsNO, (5 g.L’l),
glutamato monossédico C4HsNH304 (5 g.L'l), uréia CO(NH,), (5 g.L’l) e sulfato de amonio
(NH4)»SO4 (2,5 g.L’l) e sais. O pH inicial do cultivo foi ajustado para 6,5.

No estudo do pH foram realizados cinco ensaios contendo glicerol (20 g.L™)
glutamato monossédico (5 g.L'l) e sais, com o pH inicial do meio ajustado para 2,5; 4,0; 5,5;
6,5 e 8,0.

Nos ensaios para estudar a influéncia da concentracdo de glicerol, foram realizados
seis cultivos contendo glutamato monossédico (5 g.LL™"), sais e glicerol nas concentracdes de
10, 20, 30, 40, 50 e 60 g.L'l. O pH inicial também foi ajustado para 6,5.

Os cultivos foram realizados em frascos de Erlenmeyer aletados de 1000 mL com
360 mL de meio de cultivo. Os cultivos foram inoculados com 40 mL de inéculo de
Monascus ruber e incubados em shaker orbital na temperatura de 30°C a uma freqii€ncia de
120 min™. O tempo de cultivo foi de 168 a 192 h e uma amostra de cada cultivo foi retirada a

cada 24 h.
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5.3 RESULTADOS

5.3.1 Influéncia da fonte de nitrogénio sobre a producio de pigmentos vermelhos

Nesta etapa foi verificada a importancia da fonte de nitrogénio sobre a producdo de
pigmentos vermelhos pelo Monascus ruber. Os grupos amina s@o responsdveis pela formacao
de pigmentos soliveis e extracelulares. O estudo desse fator € importante para se obter a
maior produ¢do de pigmentos vermelhos a partir de glicerol.

As Figuras 5.1 a 5.4 ilustram a evolug@o dos cultivos em meio sintético contendo
20 g.L’1 de glicerol inicial, sais e complementando com glicina, glutamato monossédico, uréia
ou sulfato de amonio.

Observou-se maior producdo de pigmentos e maior crescimento nos cultivos com
glicina e glutamato monossédico. No cultivo com glicina houve formacdo de 7,46 gL' de
biomassa e maxima producdo de pigmentos vermelhos de 6,9 UDO4gpem 96 horas de cultivo.
No cultivo com glutamato monossédico, a formacio de biomassa foi de 6,98 g.L”' e a mdxima
produgdo de pigmentos vermelhos foi de 6,42 UDQysp em 72 horas de cultivo.

No cultivo com glicina a cor se apresentou estivel por mais tempo do que com
glutamato monossddico. Com o glutamato a maior producdo de pigmentos foi atingida mais
rapidamente, porém a cor permaneceu estavel por aproximadamente 48 horas, enquanto com
glicina foi de aproximadamente 72 horas.

No cultivo com uréia houve menor produgdo de pigmentos e biomassa, e no cultivo
com sulfato de amdnio, a produgdo de pigmentos foi 70% menor.

Pastrana et al., (1995) encontraram para frascos aletados de 250 ml com 26 g.L'1 de
glicose e 5 g.L'' de glutamato monossédico, mdxima producdo de pigmentos em torno de
6 UA4g0, mesmo valor encontrado para o glicerol.

A concentracdo de biomassa nos ensaios contendo glicerol e glicina e glutamato
monossodico foram bem superiores aos ensaios contendo uréia e sulfato de amonio,
confirmando assim, os relatos bibliograficos que afirmam que a formagdo de pigmentos

vermelhos estd associada ao crescimento microbiano (HAJJAJ et al., 1998).
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FIGURA 5.1 — Evolugao do cultivo contendo glicina como fonte de nitrogé€nio.
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FIGURA 5.2 - Evolugdo do cultivo contendo GMS como fonte de nitrogénio.
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FIGURA 5.3 - Evolugdo do cultivo contendo uréia como fonte de nitrogénio.

X(g/L), pH, (UDQ,,)
o

1 &>
>

24 48 72 96 120 144 168 192
Tempo (h)

‘0 Biomassa (X) ® pH 4 Pig. Vermelhos (Pv) ‘

FIGURA 5.4 - Evolucdo do cultivo contendo sulfato de amonio como fonte de nitrogénio.
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Também Babitha, Socool e Pandey (2006) verificaram em cultivos com Monascus
purpureus que a fonte de nitrogénio € um fator muito importante no crescimento e na
produgdo de pigmentos. Melhores resultados para crescimento e producdo de pigmentos
foram obtidos com glutamato monossddico. Fontes de nitrogénio orginicas também foram
Otimas para o crescimento, mas nfo para a producdo de pigmentos. J4 meios de cultivo na
auséncia de fonte de nitrogénio, ndo apresentaram formacao de pigmentos soliveis em dgua.

A Tabela 5.1 apresenta os parametros cinéticos: velocidade mdxima de crescimento
(Umax), produtividade em células (Peguis), maxima produgcdo de pigmentos vermelhos
(UDQys0) e produtividade méxima de pigmentos vermelhos, laranja e amarelos para os quatro

cultivos. Os cdlculos de puygx estdo apresentados no Apéndice C.

TABELA 5.1 — Pardmetros cinéticos para os quatro cultivos.

A D (Sulfato de
(Glicina) B (GMS) C (Uréia) AmoOnio)

Umax (B 0,023 0,022 0,013 0,021

P ctulas (g.h’l) 0,053 0,058 0,018 0,044
Pigmentos vermelhos (UDQO4g) 6,9 6,42 1,04 2,01
Pm Pig. Vermelhos (UDO4go.g‘1) 0,07 0,08 0,01 0,04
Pm Pig. Laranja (UDO420.g‘1) 0,08 0,10 0,01 0,04
Py Pig. Amarelos (UDOsg.g') 0,05 0,14 0,01 0,01

A produtividade em células e a de pigmentos vermelhos foi maior no cultivo com
glutamato monossédico (0,058 g.h'1 e 0,08 UDO4go.h'1) , seguido do cultivo com glicina
(0,053 g.h'1 e 0,07 UDO4go.h'1). A méaxima producdo de pigmentos vermelhos, porém, foi
maior em cultivo com glicina (6,9 UDOug) seguido do cultivo em glutamato monossédico
(6,42 UDOugp). Ja a produgdo em cultivos com uréia e sulfato se apresentou menor: 1,04 e
2,01 UDOQyg, respectivamente.

Blanc et al. (1998) também observaram que a maior producdo de pigmentos
vermelhos ocorre com os aminodcidos, glicina, histidina e glutamato. Porém, a maior
produtividade observada foi com o glutamato (0,099 UDOygo.h™), seguida da glicina (0,091
UDOuso.h™).

A Figura 5.5 apresenta os frascos em 96 horas de cultivo. Observou-se que a formacao
de pigmentos vermelhos foi maior nos cultivos com glicina e glutamato monossédico, e

menor no cultivo com uréia.
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FIGURA 5.5 — Cultivos em diferentes fontes de nitrogénio. Da esquerda para a direita,
glicina, glutamato monossddico, uréia e sulfato de amonio.

Para Lin e Demain (1991) apud OROZCO, PEREIRA e KILIKIAN (2003), o uso de
glutamato monossédico como fonte de nitrogénio estimula fortemente a producdo de
pigmentos vermelhos. Ocorre crescimento utilizando fontes de nitrogénio inorganico (nitrato,
amonio e seus sais), porém com menor producao de pigmentos.

A Figura 5.6 apresenta a produtividade de pigmentos vermelhos em fun¢do das quatro

fontes de nitrogé€nio estudadas na fase de produgao dos pigmentos.
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FIGURA 5.6 - Produtividade expressa em UDO4go.h'1 para as fontes de nitrogénio estudadas
durante a fase de produgéo de pigmentos.

A produtividade foi calculada durante a fase de producdo de pigmentos. Apds a
producao méxima ter sido atingida, ocorre declinio da quantidade de pigmentos soldveis no
meio de cultivo, indicando o término da fase de producio.

Os valores de produtividade obtidos durante a fase de producgdo para os cultivos
contendo glicina, glutamato monossédico, uréia e sulfato de amonio foram respectivamente

de 0,11 UDOyug0.h' ; 0,16 UDOygo.h ™' 0,02 UDOy4s0.h™ € 0,06 UDOugo.h™.
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Os maiores valores foram encontrados nos cultivos com glicina e glutamato
monossddico. No glutamato a produtividade maxima foi atingida mais rapidamente, porém na
glicina a produtividade foi mais estdvel durante quase toda a fase de producao, o que também
pode ser observado pela drea sob as curvas, que é maior no cultivo com glicina.

Moritz (2005) também estudou a utilizagdo de glutamato monossédico, glicina,
histidina ¢ NH4sNO; em meio sintético contendo 20 g.L'1 de glicose e também verificou
maiores produtividades de pigmentos vermelhos em glicina e glutamato monossddico. O que

também foi encontrado para o glicerol.

5.3.2 Influéncia do pH na producio de pigmentos

Nesta etapa foi estudada a influéncia do pH no crescimento e na produgdo de
pigmentos por Monascus ruber utilizando glicerol como substrato. A Figura 5.7 apresenta a
cinética de crescimento nos cinco cultivos.

Houve maior crescimento no cultivo em pH 6,5 com 6,01 g.L"' de biomassa. Em pH
2,5 e 4,0 o crescimento foi reduzido. Em pH 8,0 o crescimento foi de 2,7 g.L'1 e em pH 5,5 foi
de 4,4 g.L''. Observou-se crescimento em todos os valores de pH, porém foi maior em pH 5,5
a 8,0. De acordo com Yongsmith et al, 1993 apud OROZCO, PEREIRA e KILIKIAN, 2003,
em diferentes trabalhos observa-se crescimento em uma ampla faixa de pH, desde 2,5 até 8,0,
sendo a faixa ideal de 4,0 a 7,0.

As Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 apresentam as cinéticas de producdo de pigmentos nas cores
amarelo, laranja e vermelho.

Em todos os cultivos o pH ajustado permaneceu praticamente constante durante todo o
cultivo, ndo sendo varidvel em fun¢do do tempo.

A maior producdo de pigmentos vermelhos foi observada no cultivo em pH 6,5, com
maxima producdo de 3,64 UDOyug, 0 equivalente a 54,6 mg.L'1 de pigmentos vermelhos. Em
pH 5,5 a producdo foi de 3,21 UDOQygo. Em pH 2,5 e 4,0 houve pouca produgdo de pigmentos
vermelhos. Também a producio de pigmentos amarelos e laranjas foi maior no cultivo em pH

6,5, seguido do cultivo em pH 5,5.
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FIGURA 5.7 - Cinética de formag¢do de biomassa (g.L’l) em diferentes valores de pH.
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FIGURA 5.9 - Producdo de pigmentos laranja em diferentes valores de pH.
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Em cultivos submersos em pH 4cidos os pigmentos permanecem intracelulares nos
micélios devido a baixa solubilidade desses pigmentos em meios dcidos. Valores maiores de
pH facilitam a remocéo dos pigmentos do micélio e estdo associados a conversdo quimica dos
pigmentos laranja em vermelhos (HAMDI et al., 1997).

Para Babitha, Soccol e Pandey (2006), em pH 2,0 e 2,5, em cultivos com glicose, ndo
houve crescimento. Em pH 4,0 o crescimento foi mdximo e houve um aumento da produgido
de pigmentos nos valores de pH de 4,5 a 7,5. As figuras seguintes apresentam a coloragcao dos

cultivos nos diferentes valores de pH em 120 horas de cultivo.

FIGURA 5.11 - Cultivos nos valores de pH 2,5; 4,0; 5,5; 6,5 e 8,0 em 120 h de cultivo.

(A) B)
FIGURA 5.12 — (A) Cultivo em pH 2,5 e (B) Cultivo em pH 6,5.

Em pH é4cido ocorreu inibi¢do da producdo de pigmentos vermelhos. Uma das
hipéteses é que a liberagdo dos pigmentos intracelulares s6 ocorre em valores de pH alcalino,

que favorece o aumento da permeabilidade celular ou da lise celular (PASTRANA et al.,

1995).
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De acordo com Orozco, Pereira e Kilikian (2003) em pH 2,5, utilizando glicose, ha
produgdo principalmente de pigmentos amarelos e em pH 4 ha favorecimento da producdo de
pigmentos amarelos e laranja, o que também foi observado utilizando o glicerol.

A Tabela 5.2 apresenta os pardmetros cinéticos para os cinco cultivos.

TABELA 5.2 — Pardmetros cinéticos para os cinco cultivos.

Pardmetro A (pH2,5) B(@EH4,0) C(pHS5,5) D (pH6,5 E (pH 8,0)
Peiutas (2.h7) 0,01 0,01 0,01 0,03 0,02
Py Pig. Vermelhos
(UDOygo.h™) 0,01 0,01 0,02 0,03 0,02
Py Pig. Laranja
(UDOyy0.h™) 0,01 0,01 0,02 0,03 0,02
Pu. Pig. Amarelos
(UDOsg0.h™) 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01

A produtividade em células foi maior no cultivo em pH 6,5. A maior produtividade
média de pigmentos vermelhos foi de 0,03 (UDO430.h'1), também no cultivo em pH 6,5. As
produtividades maximas de producdo de pigmentos em pH 2,5 e 4,0 foram as menores.

A Figura 5.13 compara a médxima producao de pigmentos vermelhos e de biomassa em

todos os cultivos.

Biomassa (g/L), Pig.
Vermelhos (UDO480)

o = DD W »~ O OO N
|

g Biomassa m Pig. Vermelhos

FIGURA 5.13 - Formacao de biomassa (g.L'” e de pigmentos vermelhos (UDOug).
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A produgdo total de pigmentos aumenta com o aumento de pH, até o pH 6,5, estando
associado ao crescimento.

A maxima producdo de pigmentos vermelhos nos cultivos em pH 2,5 e 4,0 ficou
abaixo de 1 UDOQygp. Também o crescimento nesses valores de pH néo foi favorecido. De
acordo com Orozco, Pereira e Kilikian (2003), a maxima producdo de pigmentos vermelhos
por Monascus purpureus CCT 3802 em cultivo com pH menor que 5,5, se apresentou em

torno de 2,0 UDOQOyusg), 0 mesmo observado para o glicerol.

5.3.3 Cinéticas de crescimento e producao de pigmentos vermelhos em diferentes

concentracoes de glicerol

Nesta etapa foi verificada a producdo de pigmentos vermelhos em cultivos com
diferentes concentragdes de glicerol para verificar a maior produgdo de pigmentos vermelhos
e a existéncia de efeito repressor.

Foram realizados cultivos com concentragdo de glicerol em g.L'1 de 10, 20, 30, 40, 50
e 60. O pH foi controlado e ajustado para 6,5 no inicio do cultivo. As Figuras 5.14, 5.15 e
5.16 apresentam a formacao de biomassa, o pH e a produc¢éo de pigmentos vermelhos nos seis
cultivos.

Observou-se maior produgdo de pigmentos e de biomassa nos cultivos contendo de 20
a 60 g.L’1 de glicerol. Houve maior formacdo de biomassa no cultivo com 60 g.L’1 de glicerol
(9,46 g.L'"). Para os outros cultivos a biomassa permaneceu entre 6 ¢ 8 g.L™".

A fase de crescimento terminou em aproximadamente 96 horas de cultivo, com um
leve aumento do pH até a diminuicdo da producgdo de pigmentos até o final do processo.

A produgdo de pigmentos vermelhos foi maior nos cultivos de 20 a 60 g.L'1 € menor
no cultivo com 10 g.L’1 de glicerol. A maxima producdo de pigmentos foi observada entre 72
e 96 horas de cultivo.

A maéxima producgdo de pigmentos foi observada no cultivo com 60 g.L'1 de glicerol
(9,28 UDQug0). Ja a menor produgdo foi observada no cultivo com 10 g.L'1 de glicerol (4,62
UDOusgp). Nos cultivos entre 20 a 50 g.L'1 de glicerol, a produgéo de pigmentos variou de 7,57
a 9,04 UDOuso.
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FIGURA 5.14 — (A) Cinética em cultivo com 10 g.L'1 de glicerol e (B) Cinética em cultivo
com 20 g.L"! de glicerol.
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FIGURA 5.15 — (A) Cinética em cultivo com 30 g.L'1 de glicerol e (B) Cinética em cultivo
com 40 g.L™" de glicerol.
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FIGURA 5.16 — (A) Cinética em cultivo com 50 g.L'1 de glicerol e (B) Cinética em cultivo
com 60 g.L'1 de glicerol.
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A Figura 5.17 apresenta os frascos com glicerol, em 120 horas de cultivo.
Visualizando os cultivos € possivel observar que houve grande formacdo de pigmentos

vermelhos e de biomassa, ndo apresentando diferenca perceptivel na coloragio.

(A) (B)
FIGURA 5.17 — (A) Frascos com cultivos contendo, 10, 20 e 30 g.L'1 de glicerol e

(B) Frascos com cultivos contendo, 40, 50 e 60 g.L’lde glicerol.

Com o mesmo in6culo também foi realizado um cultivo em 20 g.L'1 de glicose, que

apresentou a seguinte cinética:
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FIGURA 5.18 — Cinética no cultivo com 20 g.L'1 de glicose.

A maxima formacdo de biomassa foi de 9,45 g.L’1 e de pigmentos foi de 12,2 UDOug,
em 96 horas de cultivo. O pH permaneceu em torno de 6,5 e aumentou para 7,0 em 168 h,
indicando o final do cultivo.

A produgio de pigmentos em glicerol foi aproximadamente 75% da observada em
glicose. Porém, a biomassa produzida (9,45 g.L’l) foi idéntica a encontrada em cultivo com

60 g.L"! de glicerol (9,46 g.L'™).
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A Tabela 5.3 apresenta alguns parametros cinéticos para os cultivos. Os graficos para

o célculo de pps estio apresentados no Apéndice D.

TABELA 5.3 - Pardmetros cinéticos para os cultivos.

Maixima producio

Concentracdo de de pig. vermelhos  Pwm. Pig. Vermelhos
glicerol (@L) im0 Pegruras (g-h™) (UDO4so) (UDOgso.h™)

10 0,024 0,05 4,62 0,06

20 0,024 0,09 8,14 0,08

30 0,018 0,08 7,57 0,09

40 0,024 0,11 9,04 0,09

50 0,019 0,09 8,65 0,09

60 0,023 0,12 9,28 0,09
Glicose (20g.L™) 0,020 0,09 12,21 0,12

As maiores produtividades maximas foram observadas nos cultivos de 30 a 60 g.L",
de 0,09 UDO4so.h™. Foi possivel verificar que a menor produtividade de pigmentos também
ocorreu no cultivo com 10 g.L'1 de glicerol (0,06 UDO4go,h'1). No cultivo com glicose houve
maior producdo de pigmentos, com produtividade de 0,12 UDOygo.h™, 0 que j4 era esperado.

Em comparagdo aos ensaios realizados anteriormente, pOde-se observar maior
crescimento e maior produgdo de pigmentos. Isso pode estar relacionado a morfologia do
Monascus ruber durante esse experimento. Houve maior crescimento e formacao de pellets
menores, o que facilitou a producgéo extracelular de pigmentos vermelhos.

A morfologia do fungo durante o cultivo influencia muito a formagdo de pigmentos.
Uma diminui¢do dos tamanhos dos pellets aumenta a produ¢do de pigmentos € uma maior
aeragdo também proporciona maior produgdo de pigmentos (PASTRANA et al., 1995).

O controle da morfologia é¢ importante para se obter melhores resultados. O controle
morfoldgico durante os cultivos de Monascus tem um efeito no rendimento final de producio
de pigmentos (KIM et al., 2002).

Também foi verificado em outros estudos (PASTRANA et al., 1995 e SILVEIRA,
DAROIT e BRANDELLI, 2008) que um aumento na concentracdo da fonte de nitrogénio
aumenta significativamente a producdo de pigmentos vermelhos. Nesse estudo houve variacdo
da concentracdo de glutamato monossédico de 4 a 15 g.L'l, para que a razdo C/N
permanecesse a mesma em todos os cultivos. Isso sugere que maiores estudos sdo necessarios
para a avaliagdo da influéncia da concentracdo de glicerol e de glutamato monossddico na

produgdo de pigmentos vermelhos.
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5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Os fatores estudados influenciaram muito no crescimento e na producdo de pigmentos.

O glutamato monossddico e a glicina favoreceram a producdo de pigmentos vermelhos
em cultivos contendo glicerol como dnico substrato, com maxima produgdo de 6,42 e 6,9
UDOugp, respectivamente. A maior produtividade foi encontrada com o glutamato
monossédico (0,08 UDOygo.h™) em 72 horas de cultivo. Em glicina a produtividade foi de
0,07 UDO480.h'1 em 96 horas de cultivo, porém a cor permaneceu estdvel em um intervalo de
tempo maior. Em uréia e sulfato de amoénio, a produgcdo e o crescimento ndo foram
favorecidos.

Ja para o pH, o cultivo em pH 6,5 apresentou maior formagdo de biomassa e maior
producdo de pigmentos comparados aos outros cultivos, favorecendo a produgdo de
pigmentos vermelhos em glicerol. Também em cultivo com glicerol, em valores de pH éacido,
ocorreu inibicdo da producdo de pigmentos vermelhos e maior produgdo de pigmentos
amarelos e laranjas, mesmo comportamento observado nos cultivos com glicose. O controle
do pH € importante em cultivos submersos, pois possibilita uma maior producio de pigmentos
vermelhos e um maior crescimento.

No estudo da influéncia da concentracio de glicerol foi verificada maior produgéo de
pigmentos (9,28 UDOys) no cultivo com 60 g.L" de glicerol. A produtividade permaneceu
em 0,09 UDO480.h'1 nos cultivos de 30 a 60 g.L'l.

O oxigénio dissolvido nos frascos foi o mesmo em todos os cultivos. Como se
observou que para os cultivos com concentragdo de 30 a 60 g.L' de glicerol, a produtividade
e a producdo midxima de pigmentos vermelhos encontradas foram praticamente as mesmas,
pode se concluir que o oxigénio ¢ um fator limitante para o crescimento e a producdo dos
pigmentos. Com o aumento da concentragdo de glicerol ndo se verificou maior producio de
pigmentos entdo, o glicerol, provavelmente, ndo foi totalmente consumido devido a limitacao
do oxigénio. Também ndo foi observado efeito repressor em maiores concentragdes de
glicerol.

Outro fator muito importante observado foi a morfologia do fungo. Diferentes
morfologias e tamanho do pellets influenciaram na produgdo dos pigmentos. Houve maior

produgdo de pigmentos em cultivos com formacéo de pellets menores e hifas.
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6 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE PIGMENTOS VERMELHOS UTILIZANDO
METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

Nessa etapa foi utilizado delineamento fatorial de metodologia de superficie de
resposta para avaliar os efeitos e otimizar a producdo de pigmentos vermelhos em cultivos a
partir de glicerol. As varidveis estudadas foram: concentracdo de glicerol e concentracdo da

fonte de nitrogénio.

6.1 INTRODUCAO

Para determinar as condi¢des 6timas, avaliar os efeitos que variaveis independentes ou
fatores e as interagGes t€m sobre as respostas € interessante planejar um procedimento
experimental. A redugdo do nimero de ensaios, do custo e qualidade das informacdes
utilizando planejamento experimental sdo incontestiveis, quando comparado com a
metodologia convencional que avalia um fator por vez (RODRIGUES e IEMMA, 2005).

Os primeiros trabalhos sobre processos microbianos foram realizados usando a técnica
de um fator por vez. Esse método convencional muitas vezes falha em localizar as condi¢des
Otimas porque ndo apresenta os efeitos e interagdes entre as varidveis. Planejamento fatorial e
técnicas de superficie de resposta sdo importantes ferramentas para a determinagdo das
condicdes Otimas de processos. Essa metodologia t€m sido usada com sucesso em muitas
dreas da biotecnologia, particularmente para otimizar a producdo de moléculas bioativas
(CLADERA-OLIVEIRA, CARON e BRANDELLI, 2004 e SILVEIRA, DAROIT e
BRANDELLLI, 2008).

Virios fatores como pH inicial do meio, temperatura, substrato, fontes de nitrogénio e
concentragdo de sais podem influenciar a producio de pigmentos por Monascus. Contudo, os
fatores que sdo apontados como parametros que influenciam fortemente o crescimento e a
producdo de metabdlitos secundérios sdo a fonte de carbono e a fonte de nitrogénio
(PASTRANA et al., 1995), agitacdo e aeracdo (HAJJAJ et al., 2000a) e concentragdo de
oxigénio (HAMDI, BLANC e GOMA, 1996).

Silveira, Daroit e Brandelli (2008) estudaram a produgdo de pigmentos por Monascus

purpureus em cultivo submerso utilizando bagaco de uva de industrias de vinhos como
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substrato. Os fatores concentracdo de substrato, peptona e glutamato monossddico foram
avaliados usando planejamento experimental e método de superficie de resposta para
estabelecer as condi¢des 6timas para producio de pigmentos.

Pastrana et al. (1995) também otimizaram a composi¢do de um meio de cultivo para a
producao de pigmentos por Monascus ruber em cultivo submerso. Os fatores avaliados foram:
concentragdo de glicose, concentragdo de glutamato monossédico e concentragdo de fosfatos.

Ainda, Chan et al. (2002), usaram a metodologia de superficie de resposta para
otimizar o meio de cultivo para a produ¢do de lovastatina por Monascus ruber. Os fatores

estudados foram: concentracdo de fonte de carbono e concentragdo de fonte de nitrogénio.
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6.2 METODOLOGIA

Foi realizado um planejamento experimental 3* variando as concentracdes de fonte de
carbono e de fonte de nitrogénio. Utilizou-se o glicerol (P.A.) como fonte de carbono e o
glutamato monossédico como fonte de nitrogénio. Os cultivos foram realizados em frascos
agitados. Foram realizados dois ensaios. Cada ensaio foi composto de nove meios de cultivo,
mais uma repeticao do ponto central, totalizando 10 frascos.

Os meios de cultivo empregados estdo de acordo com Pastrana et al. (1995) em que a
glicose foi substituida pelo glicerol adicionada de glutamato monossddio e de sais.

Os ensaios foram realizados em frascos aletados de 1000 mL com 360 mL de meio de
cultivo adicionado de 40 mL de in6culo de Monascus ruber. Os frascos foram incubados a
30°C em shaker com agitacio de 120 min™'. O pH inicial do meio foi ajustado para 6,5 e uma

amostra foi retirada a cada 24 horas.



92

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 6.1 apresenta os valores experimentais e as respostas, Maxima produgdo de
pigmentos vermelhos em UDOsgp, Produtividade de pigmentos vermelhos (UDO430.h_l) e

Formacgdo de biomassa (g.L'l).

TABELA 6.1 — Valores reais, codificados e respostas.

Pigmentos Pum. Pig. Biomassa
Glicerol GMS  Vermelhos  Vermelhos (g.L'l)
Cultivo Glicerol GMS (gL™) (gL  (UDOug) (UDOus0.h™)

1 -1 -1 10 1 1,7 0,008 4,12
2 -1 0 10 5 6,07 0,043 6,16
3 -1 +1 10 9 6,64 0,048 6,31
4 0 -1 40 1 1,62 0,009 4,74
5 0 0 40 5 7,06 0,054 7,38
6 0 +1 40 9 7,38 0,058 8,44
7 +1 -1 70 1 1,87 0,014 4,89
8 +1 0 70 5 7,02 0,055 7,73
9 +1 +1 70 9 7,36 0,054 8,41
10 0 0 40 5 6,77 0,053 7,20

GMS = Glutamato monossoédico.

Através de andlise estatistica dos resultados obtidos para as respostas Mdxima
produgdo de pigmentos e Produtividade de pigmentos vermelhos foi observado que os termos
linear e quadrético da varidvel concentragdo de glutamato monossddico (fonte de nitrogénio)
sao significativos. A varidvel concentracdo de glicerol também apresentou efeito significativo
na faixa estudada para o termo linear, porém o efeito foi menor. A interag@o entre as varidveis
e o termo quadritico da concentracdo de glicerol ndo apresentaram efeito significativo. A
andlise estatistica para a resposta Maxima producdo de pigmentos vermelhos estd apresentada
na Tabela 6.2 e a andlise dos efeitos da resposta Produtividade maxima de pigmentos

vermelhos (UDO480.h_1) estd apresentada no Apéndice E (Tabela E.1).
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TABELA 6.2 - Coeficientes para a Mdxima produg¢do de pigmentos vermelhos. L: termo
linear; Q: termo quadratico.

Coeficiente Erro
Varidvel de regressdo  padrio teste-t ~ Valorde p
Média -0,93 0,236 -3,94 0,000*
Glicerol (L) 0,033 0,011 2,90 0,011*
Glicerol (Q) -0,001 0,000 -2,03 0,060
GMS (L) 2,091 0,082 25,56 0,000*
GMS (Q) -0,142 0,008 -17,86 0,000*

* Valores significativos p < 0,05

O modelo que descreve a superficie de resposta para a Maxima produgdo de

pigmentos, segue a equagdo seguinte (6.1), apenas com os termos significativos.

UDOyg) = -0,93 + 0,033.Glicerol + 2,091.GMS — 0,1412.GMS? 6.1
R* = 99,02
A partir da andlise de varidncia (Tabela 6.3) se verificou que o modelo ajustado é

significativo (Fca > Fup) com variacdo explicada igual a 99,02%.

TABELA 6.3 — Andlise de variincia para a resposta Maxima produgdo
de pigmentos vermelhos (UDQug).

Soma de Graus de Quadrado

Fator Quadrados liberdade Médio Feac Fiab
Regressio 112,6 4 28,15
Residuos 2,424 15 0,142 198,24 3,06
Total 115,36 19 6,072

A Figura 6.1 apresenta a superficie de resposta e a Figura 6.2 apresenta as curvas de
contorno para a Mdxima producdo de pigmentos vermelhos.

Através da superficie de resposta e das curvas de contorno foi possivel determinar a
regido Otima para a maxima producdo de pigmentos vermelhos, em torno de 7 UDOus,
obtidas em 120 horas de cultivo.

A regido 6tima para a producdo de pigmentos utilizando glicerol como fonte de
carbono e glutamato monossédico como fonte de nitrogénio é: 40 a 70 g.L”' de glicerol e

7a8 g.L'1 de glutamato monossédico.
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Superficie de Resposta:
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FIGURA 6.1 — Superficie de resposta obtida para a Maxima producio de pigmentos
vermelhos (UDQygg).
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FIGURA 6.2 — Curvas de contorno obtidas para a Mdxima producdo de pigmentos vermelhos
(UDO4g0).

Pastrana et al. (1995) em seus estudos, observaram que os valores de absorbancia dos
pigmentos vermelhos obtidos foram independentes da concentracdo de fonte de carbono

(glicose) em cultivos com glicose. Em cultivos com baixas concentra¢des de fosfato (3 g.L™")
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o aumento da concentracdo de glutamato monossédico aumentou a produtividade de
pigmentos vermelhos, o que ndo foi observado em maiores concentracdes de fosfato. Sendo
que a concentracdo de glutamato monossddico apresentou entdo, efeito significativo. A
condicdo 6tima obtida por Pastrana et al. (1995) para a producido e melhor qualidade dos
pigmentos vermelhos foi de 26 g.L'1 de glicose, 5 g.L'1 de glutamato monossédico, 5 g.L'1 de
KH,PO, e 5 g.L" de K,HPO,.

Para Silveira, Daroit e Brandelli (2008), no estudo da utilizacdo do bagaco de uva, a
producdo de pigmentos é afetada significativamente pela concentracdo de nitrogé€nio. As
fontes utilizadas foram peptona e glutamato monossédico, sendo que a peptona apresentou o
maior efeito. A producdo de pigmentos aumentou com o aumento da concentra¢do de
peptona. Contudo, a concentragdo de substrato ndo apresentou efeito significativo na
producdo de pigmentos. A condi¢do 6tima obtida foi de peptona 20 a 22,5 g.L'1 e bagaco de
uvade 5 a 30 g.L'1 resultando em 5 UDOysgo. A adigdo de 0,1 g.L'1 de GMS resultou em 9
UDOys0.

Entdo, a adi¢do de glutamato monossédico no meio de cultivo resulta em um aumento
da produtividade de pigmentos vermelhos, facilitando a formagdo de complexos pigmento-
glutamato (PASTRANA et al. 1995 e SILVEIRA, DAROIT e BRANDELLI, 2008).

Dominguez-Espinosa e Webb (2003) também observaram que baixas concentracdes de
nitrogénio no meio de cultivo possuem um efeito prejudicial no crescimento e na produgéo de
pigmentos.

O teste-t foi aplicado para verificar a diferenca significativa entre as respostas para
diferentes concentragdes de glutamato monossédico nos cultivos contendo 40 g.L'1 de
glicerol.

TABELA 6.4 — Teste-t para cultivos com 40 g.L" de glicerol e concentracio
de GMS variandode 1 a9 g.L'".

Concentragdo de glutamato UDOusg0
monossédico (g.L'l)
1 1,61*
5 7,06°
9 7,38

Obs.: Letras diferentes indicam diferenca significativa a 95%.

Através do teste-t foi possivel observar que em concentragdes de glutamato
monossddico variando de 5 a 9 g.L'1 ndo existe diferenca significativa entre as respostas.

Porém, para concentragdes de 1 a 5 g.L”" a diferenca foi significativa. Ocorre maior produgio
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de pigmentos em concentracdes acima de 5 gL de glutamato monossédico, também
observado por Pastrana et al. (1995).

Em concentracdes muito baixas de fonte de nitrogénio ndo ocorre solubilizacdo dos
pigmentos no meio. Esse comportamento foi verificado em todos os cultivos contendo 1 g.L!
de glutamato monossddico.

A Figura 6.3 apresenta a superficie de resposta para a Produtividade de pigmentos
vermelhos e a Figura 6.4 apresenta a superficie para a resposta Biomassa (g.L'l).

O modelo que descreve a superficie de resposta para a Produtividade de pigmentos

vermelhos segue a Equagdo 6.2 e a Tabela 6.5 apresenta a andlise de varidncia.

Prod. Pig. Verm. (UDOyso.h™) = -0,014 + 0,0004.Glicerol + 0,017.GMS - 0,001.GMS* (6.2)
R>=97.76

TABELA 6.5 — Andlise de variincia para a resposta produtividade
de pigmentos vermelhos (UDOygoh™).
Soma de Graus de Quadrado
Fator Quadrados liberdade Médio Feac Fiab
Regressdo 0,00756 4 0,00189
Residuos 0,00018 15 1,2¥10° 1575 3,06
Total 0,00787 19 4,1%10*

A variagdo explicada € de 97,76% e o valor de F.y. também indica que o modelo é
adequado. A Equacéo 6.3 descreve a formacdo de biomassa e a Tabela 6.6 apresenta a analise

de variancia para essa resposta.

Biomassa(g.L™") = 2,11 + 0,072.Glicerol — 0,0006.Glicerol* + 0,92.GMS - 0,052.GMS* (6.3)
R*=93,1

TABELA 6.6 — Andlise de variincia para a resposta biomassa (g.L'l)
Soma de Graus de Quadrado

Fator Quadrados liberdade Médio Feal Fiab
Regressio 41,59 4 10,39
Residuos 3,14 15 0,21 49,47 3,06
Total 45,58 19 2,40

O modelo ajustado € significativo com variacdo explicada igual a 93,1 %.
Através das superficies de resposta obtidas pode-se observar que a maior biomassa e a

maior produtividade de pigmentos vermelhos foram obtidas entre 40 a 70 g.L'1 de glicerol e 7
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a9 gL' de glutamato monossédico. Concordando entdo, com a superficie obtida para a

maxima produgdo de pigmentos vermelhos.

Superficie de resposta:
Prod. Pig. Vermelhos (UDO 4g,h™)
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FIGURA 6.3 — Superficie de resposta para a Produtividade de pigmentos vermelhos
(UDOsgo.h™)
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FIGURA 6.4 — Superficie de resposta para a Biomassa (g.L'l).
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Também a produtividade maxima de pigmentos vermelhos aumentou com o aumento
da concentracdo de glutamato monossddico. A produtividade obtida na regido 6tima foi de
aproximadamente 0,055 UDO4go.h'1, entre 120 e 144 horas de cultivo.

Para a biomassa as varidveis significativas também foram concentragdo de glutamato
monossédico e concentracdo de glicerol (termos linear e quadritico,) o que estd apresentado
na Tabela E.2, Apéndice E.

A avaliacdo da biomassa formada é muito importante, pois a producdo de pigmentos
vermelhos estd associada ao crescimento. Em baixas concentracdes de nitrogénio houve
formacao de aproximadamente 4,5 g.L'1 de biomassa. J4 na regido 6tima, houve formacgao de
aproximadamente 8 g.L”' de biomassa.

Para todas as respostas, em concentracdes de glicerol de 10 g.L'l, houve menor
producao de pigmentos vermelhos. Assim, as condi¢des 6timas para a produgdo de pigmentos
devem partir de cultivos com pelo menos 20 g.L™' de glicerol.

A Figura 6.5 apresenta os frascos em shaker em 120 horas de cultivo e a Figura 6.6

apresenta amostras filtradas de cada cultivo.

Al -

FIGURA 6.6 — Amostras dos cultivos.
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Através da Figura 6.6, observa-se que € perceptivel a diferenca de tonalidade nas
amostras 1, 4 e 7 que continham apenas 1 g.L'1 de glutamato monossddico, em relagdo as
outras. Nas outras amostras a coloragdo ndo apresentou diferengas visiveis. Visualmente,
também foi possivel verificar que a concentracdo da fonte de nitrogénio apresenta grande

efeito na producdo de pigmentos soldveis.

6.4 CONSIDERACOES FINAIS

A concentracdo de fonte de nitrogénio apresentou grande efeito nas respostas. Com o
aumento da concentracdo de glutamato monossddico houve um aumento da producdo e
liberag@o no meio dos pigmentos vermelhos.

A partir do planejamento experimental e da obtencdo das superficies de resposta foi
possivel identificar a regido 6tima para a producdo de pigmentos vermelhos por Monascus
ruber utilizando glicerol como tnico substrato. A regido 6tima encontrada foi de 40 a 70 g.L”!
de glicerol e 7 a 8 g.L"! de glutamato monossédico.

Novamente se observou influéncia da aeragdo, com limitagdo do oxigénio, uma vez
que ndo se observou maior produgdo de pigmentos em maiores concentracdes de glicerol, ndo
sendo ele totalmente consumido.

Cultivos com concentracdes de glutamato monossédico acima de 5 gL' e
concentragdes de glicerol acima de 20 g.L’l, favoreceram a producdo de pigmentos vermelhos
€ o crescimento.

A maior produgdo de pigmentos foi de 7,38 UDOugp, com produtividade de 0,058
UDO4go.h'1, e formacao de 8,44 g.L'1 de biomassa.
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7 CONCLUSOES E SUGESTOES

7.1 CONSIDERACOES FINAIS DO TRABALHO

Nesse estudo foi possivel avaliar o crescimento e a produg¢do de pigmentos por

Monascus ruber a partir de glicerol como substrato. Os principais resultados estdo listados

abaixo:

1.

Foi observado que o glicerol pode ser utilizado como substrato para a
producdo de pigmentos por Monascus ruber. Contudo, em comparacido com
cultivos utilizando glicose, a produtividade foi aproximadamente 30%
menor.

As melhores fontes de nitrogénio para a producdo de pigmentos a partir de
glicerol foram a glicina e o glutamato monossddico.

O pH 6timo para a produgdo de pigmentos vermelhos é de 6,5. Em pH
dcidos houve inibicdo da produgdo de pigmentos vermelhos e maior
produgdo de pigmentos amarelos e laranjas.

Nao foi observado efeito repressor para a producdo de pigmentos e de
crescimento em maiores concentragdes de glicerol.

O oxigénio € provavelmente um fator limitante para o crescimento e para a
producdo de pigmentos, sendo um parametro muito importante que também
deve ser avaliado.

Na otimizacdo, a concentragdo de glutamato monossdédico apresenta grande
efeito na produgdo de pigmentos vermelhos. Com o aumento da
concentracdo de nitrogénio, aumenta a producdo de pigmentos vermelhos. A
regido 6tima para a producdo de pigmentos encontrada foi: 40 a 70g.L'1 de

glicerole 7 a 8 g.L'1 de glutamato monossddico.
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7.2 CONCLUSAO

Com o aumento da demanda de biodiesel e conseqiiente aumento do residuo glicerol,
os resultados encontrados neste trabalho demonstram que € importante e possivel a obtencio
por via biotecnolégica de moléculas de maior valor agregado, como os pigmentos vermelhos.

Assim, o glicerol apresenta potencial como substrato para a produgdo de pigmentos

naturais por Monascus ruber.

7.3 PERSPECTIVAS PARA NOVOS ESTUDOS

1. Estudar e controlar os pardmetros de agitacdo e aeragdo nos cultivos de Monascus
ruber em cultivo submerso.

2. Estudar a producdo de citrinina e outras moléculas em cultivos a partir de glicerol.

3. Estudar a producdo de pigmentos vermelhos por Monascus ruber utilizando
glicerol com substrato em biorreator.

4. Avaliar a estabilidade dos pigmentos produzidos a partir de glicerol.

5. Estudar a utilizacdo de glicerol derivado de biodiesel como substrato para a

producdo de pigmentos Monascus.
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APENDICE A

TABELA A.1. Valores obtidos para o teste de diferencas de declividades de retas (ZAR).

111

Meio rx’ XXy Ty’ N bc SS DF
Glicose 1% 611712 52308 4548,59 14 23376  17,05431 12
Glicerol 0,5% 611712 42760,8 3011,24 14 1,8168  8,703042 12
Glicerol 1% 611712 443424 324422 14 1,9128  10,38685 12
Glicerol 2% 611712 43752 3156,17 14 1,8744  9,222266 12
Glicerol 3% 611712 46000,8 3497,38 14 2,0016  12,58192 12
PDA 611712 43291,2 3073,57 14 1,7784  7,295318 12
Agar 611712 43080 3039,49 14 1,716 7,366472 12
Agar + Nutrientes 611712 23008,8 896,27 14 0,8448  18,22662 12
Rp 4893696 338544 24466,93 112 14,2824 90,8368 96

Rc 1046,587 83

x = varidvel independente da regressao linear; y = varidvel dependente da regressdo linear; n = tamanho da
amostra para cada regressao;

bc = declividade da reta, SS = residuo comum; DF = residuo ponderado, Rp = regressdo ponderada; Rc =

regressao comum.
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APENDICE B
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FIGURA B.1 — Velocidade especifica
maxima de crescimento (Umsx) para A.

FIGURA B.2 — Velocidade especifica
maxima de crescimento (Umsx) para B.
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FIGURA B.3 — Velocidade especifica
maxima de crescimento (lm;x) para C.

FIGURA B.4 — Velocidade especifica
maxima de crescimento (W) para D.
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FIGURA B.5 — Fator de conversdo de
glicose em células para o Cultivo A.

FIGURA B.6 — Fator de conversdo de
glicerol em células para o Cultivo D.
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APENDICE C

Cultivo A (Glicina)

y = 0,0232x - 0,8021

0 24 48 72 96 120
Tempo (h)

Cultivo B (GMS)

2’2 y = 0,0218x - 0,2521

2
s R$=09863

1
0,5

0 T T T T T 1
0 24 48 72 96 120

InX

Tempo (h)

FIGURA C.1 - Velocidade especifica
mdéxima de crescimento (Umysx) para A.

FIGURA C.2 — Velocidade especifica
mdaxima de crescimento (Umsx) para B.
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FIGURA C.3 — Velocidade especifica
maxima de crescimento (lm;x) para C.

FIGURA C.4 — Velocidade especifica
maxima de crescimento (W) para D.
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APENDICE D
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FIGURA D.1 - Velocidade especifica

maéxima de crescimento (L) para 10 g.L'l.

FIGURA D.2 - Velocidade especifica
maéxima de crescimento (L) para 20 g.L'l.
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FIGURA D.3 — Velocidade especifica

maxima de crescimento (Lm;x) para 30 g.L'l.

FIGURA D.4 — Velocidade especifica
maxima de crescimento (Lm;x) para 40 g.L'l.
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FIGURA D.5 — Velocidade especifica

maxima de crescimento (Umsx) para 50 g.L'l.

FIGURA D.6 — Velocidade especifica
maxima de crescimento (Umsx) para 60 g.L'l.
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APENDICE E

TABELA E.1 — Coeficientes de regressdo para a produtividade de pigmentos
vermelhos (UDO4go.h'1). L: termo linear; Q: termo quadratico.

Coeficiente Erro
Varidvel de regressdo  padrdo teste-t ~ Valor de p
Média -0,014 0,003 -4,89 0,000%*
Glicerol (L) 0,0004 0,000 2,86 0,011%*
Glicerol (Q) -0,000 0,000 -1,88 0,080
GMS (L) 0,017 0,001 16,66 0,000%*
GMS (Q) -0,001 0,001 -11,69 0,000%*

* Valores significativos p < 0,05

TABELA E.2 - Coeficientes para a biomassa (g.L""). L: termo linear;
Q: termo quadritico.

Coeficiente Erro
Varidvel de regressdo  padrdo teste-t ~ Valor de p
Média 2,11 0,394 5,34 0,000%*
Glicerol (L) 0,072 0,019 3,75 0,002%*
Glicerol (Q) -0,0006 0,000 -2,50 0,024*
GMS (L) 0,92 0,136 6,73 0,000%*
GMS (Q) -0,052 0,0132 -3,95 0,001*

* Valores significativos p < 0,05
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