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RESUMO

A cor ¢ um dos atributos fundamentais observados pelo consumidor no momento da
compra de um produto. Por esta razao, diversos setores industriais, dentre eles os setores
alimenticios, téxteis, cosméticos e de farmacos comegaram a investir em compostos que
conferem cor para tornar seus produtos mais atrativos. Pigmentos sdo substancias que
podem ser utilizadas para realgar ¢ ou conferir cor a um produto. Nas industrias de
alimentos os corantes sao muito utilizados principalmente em alimentos processados.
Esses aditivos que conferem cor podem ser obtidos de fontes naturais ou artificiais. Hoje
em dia, existe uma maior procura pelos corantes naturais por causarem menos danos a
saude do consumidor em relag¢do aos produzidos sinteticamente. Muitos microrganismos
sdo capazes de produzir pigmentos naturais de diferentes tons de cor, sendo que os fungos
se destacam neste tipo de produgdo. Assim, o principal objetivo desse trabalho foi avaliar
diferentes fontes de carbono na producdo de pigmento vermelho por Talaromyces
minioluteus em cultivos submersos. Os substratos estudados foram a glicose, a maltose,
o glicerol e o amido. Foram realizados cultivos em quatro meios de cultura diferentes,
sendo que trés deles diferiam-se apenas pela fonte de carbono: A1RDP1, contendo amido,
G2 contendo glicerol e G3 contendo glicose. O quarto meio avaliado foi o meio ISP2,
contendo glicose e maltose. O meio ISP2 é um meio ja descrito na literatura para produgao
do pigmento por 7. minioluteus e foi usado como o padrdao de comparagdo deste estudo.
A anélise dos dados dos cultivos mostrou que a maior concentragdo celular, de 6,04 g/ L,
foi obtida no meio ISP2 (contendo glicose e maltose) com velocidade especifica de
crescimento de 0,069 h''. Observou-se que o fungo teve maiores concentragdes de
biomassa nos cultivos com a presenga de glicose em suas composi¢des. A producdo de
pigmento foi maior no meio G2 (contendo glicerol), de 5,23 UA/L, com fator de
conversao de substrato em produto de 2,15 UA/g. Notou-se o inicio da producdo de
pigmento apos a fase de crescimento microbiano, comprovando que o mesmo possui a
caracteristica de metabolito secundario. A redu¢do do pH e/ou uma possivel repressao
pela alta concentragdo de glicose pode ter interferido na produ¢do de pigmento por 7.
minioluteus no meio G3.

Palavras-chaves: Pigmentos naturais, Talaromyces minioluteus, cultivo submerso, fontes
de carbono, metabdlito secundario.



ABSTRACT

Color is one of the fundamental attributes observed by consumers when purchasing a
product. For this reason, several industrial sectors, including food, textiles, cosmetics and
pharmaceuticals have begun to invest on compounds that give color and make their
products more attractive. Pigments are substances that can be used to enhance and / or
give color to a product. In the food industries dyes are widely used in processed foods.
These color-conferring additives may be obtained from natural or artificial sources.
Nowadays, there is a greater demand for natural dyes because they cause less damage to
human health when compared to synthetic colorants. Many microorganisms are able to
produce natural pigments of different shades of color, and fungi are having greater
prominence for this production. Thus, the main objective of this study was to evaluate
different carbon sources in the production of a red pigment by Talaromyces minioluteus
in submerged fermentations. The substrates studied were glucose, maltose, glycerol and
starch. Fermentations were carried out using four culture media, and in three of them only
the carbon source was different: AIRDP1, containing starch, G2 containing glycerol and
G3 containing glucose. The fourth medium evaluated was ISP2, containing maltose and
glucose. ISP2 is a culture medium described in the literature for production of pigment
by T. minioluteus and it was used in this study for comparision with the other media
evaluated. The results showed that the highest cell concentration, of 6.04 g/L, was
obtained in the ISP2 medium with a maximum specific velocity of 0.069 h!. It was
observed that the fungus achieved higher biomass concentrations in fermentations
containing glucose. Pigment production was higher in G2 medium, 5.23 AU/L, with
substrate conversion factor in product of 2.15 AU/g. It was observed the begining of
pigment production at the end of microbial growth phase, behavior characteristic of
secondary metabolite. The reduction in pH and/or a possible repression by the high
concentration of glucose may have interfered in the production of pigment by 7.
minioluteus in G3 medium.

Key words: Natural pigments, Talaromyces minioluteus, submerged cultivation, carbon
sources, secondary metabolites.
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1. INTRODUCAO

Pigmentos sdo substancias que conferem cor e sdo muito utilizadas em industrias de
alimentos, cosméticos, farmacéuticas, téxtil, entre outras. Podem ser extraidos de fontes vegetais,
animais, minerais ou serem produzidas sinteticamente. Atualmente os consumidores t€ém uma visao
negativa sobre o uso de produtos artificiais, buscando alternativas naturais e saudaveis para a
alimentacdo. Observando esta tendéncia, as industrias alimenticias procuram novos insumos, meios
e tecnologias para nao perder credibilidade no mercado ¢ nem reduzir seu lucro. Uma das
possibilidades ¢ a utilizagdo de corantes naturais em substitui¢ao aos artificiais.

Os pigmentos de fontes naturais podem ser extraidos de plantas, insetos e microrganismos.
Eles tém sido destaque comercialmente por causarem menos danos a saude do consumidor e por
estarem envolvidos com importantes atividades bioldgicas. Segundo Volpe, Renhe e Stringueta
(2009), esses compostos possuem propriedades antioxidantes, que conferem protecao contra danos
oxidativos a componentes celulares, efeitos anti-inflamatdrios e também podem prevenir doengas
cronicas.

Muitos microrganismos produzem metabolitos que podem ser aproveitados comercialmente,
como por exemplo a produgao de isopestacina (antioxidante) por Pestalotiopsis microspora € iludano
(antifungico) por Agrocybe agerita (CARVALHO; ABRAHAM; MACEDO, 2008). Os fungos tém
sido muito estudados por serem grandes produtores de diferentes compostos de interesse industrial,
tais como: vitaminas, antibioticos, esteroides, pigmentos, enzimas, acidos organicos e aminoacidos
(CHAKRABORTY; GHOSH; CHAKRABORTY, 2010). Pigmentos produzidos por fungos vém
sendo estudados por possuirem maior estabilidade em relagdo aos pigmentos naturais de origem
animal e vegetal. Como exemplos podem ser citados aqueles produzidos por cepas de Aspergillus
nidulans que produzem aditivos de cor marrom (PRETTI, 2009), fungos Penicillium sclerotiorum
com a produ¢do de corantes alaranjados (GOMES, 2011), Talaromyces minioluteus produzindo
pigmentos de coloracdo vermelha (ROMANO, 2015). Monascus produzem pigmentos de cores
amarela, laranja e vermelho, sendo que o vermelho ¢ mais utilizado comercialmente. Esses corantes
ja sdo utilizados em alguns paises do oriente (DUFOSSE, 2006).

A producdo de pigmento de cor vermelha por Talaromyces minioluteus estd chamando a
atencao de alguns pesquisadores para estudos em fermentacdo submersa. Entretanto, ainda existem
poucos estudos relatados na literatura sobre este fungo. De acordo com Yilmaz et al. (2014) o fungo

T. minioluteus origina-se da Espanha e pode ser encontrado em frutas danificadas. Romano (2015)



descobriu que este pigmento ndo apresentava atividade toxica contra alguns tipos de células humanas.
Ferreira et. al. (2015) estudaram a cinética de producao do pigmento em meio ISP2. Na literatura, ha
apenas estes dois trabalhos estudando a produ¢ao de pigmento vermelho por este microrganismo.

Para Kumar et al. (2015), os microrganismos ideais para produgao de pigmentos sao aqueles
que conseguem utilizar diferentes fontes de carbono e nitrogénio, sdo tolerantes a diferentes
condi¢des de pH, presenca de minerais e temperaturas, para se ter assim um bom rendimento de
producao dos metabolitos desejados. Entre os nutrientes, o efeito da fonte de carbono na produgao de
metabolitos secundarios tem sido objeto de estudo continuo tanto por parte da industria como nos
grupos de pesquisa, ndo apenas da fermentagdo, mas também do ponto de vista bioquimico e
biolégico-molecular (RUIZ et al, 2010). A glicose ¢ uma das principais fontes de carbono utilizadas
para se cultivar microrganismos, mas também outras fontes, como glicerol, amido e sacarose podem
ser estudadas como alternativas de melhorar e viabilizar a produg@o dos pigmentos naturais.

A utilizagdo de pigmentos naturais em alimentos aumentou significativamente por causarem
menos efeitos nocivos para o consumidor em relagcdo aos corantes artificiais. Diante disso, varios
estudos tém sido conduzidos para descobrir novas formas de obtengdo desses corantes, como por
exemplo, os pigmentos produzidos por microrganismos. As condi¢des de cultivo do microrganismo
influenciam diretamente no crescimento microbiano e na producdo desses pigmentos, sendo
importante o controle desses aspectos. Dentre esses fatores, a fonte de carbono ¢ um dos elementos
principais para o desenvolvimento dos microrganismos. Assim, este trabalho teve como objetivo geral
avaliar diferentes fontes de carbono no cultivo do fungo Talaromyces minioluteus para determinagao
do nutriente mais eficaz na produ¢ao de pigmento vermelho, visando se futuramente esse fungo pode
ser empregado como um produtor industrial. Para alcangar a consecugao do objetivo acima, procurou-

se alcangar os seguintes objetivos especificos:

1 Realizar os cultivos submersos variando a fonte de carbono empregada no meio de

cultivo;
2 Determinar os parametros cinéticos de crescimento e produc¢ao;

3 Analisar e relacionar os parametros cinéticos com a producao de pigmento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Pigmentos

A cor e a aparéncia sdo uns dos principais fatores a serem avaliados pelos consumidores no
momento da obtencdo dos produtos alimenticios (FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010),
proporcionando efeitos atrativos ou inibitdrios no momento da aquisicdo (ROCHA; REED, 2014).
Para o consumidor, a percep¢do das cores, aroma e textura na maioria das vezes sobressai ao valor
nutricional de um determinado produto (CONSTANT; STRINGUETA; SANDI, 2002). Pigmentos
sdo compostos que atribuem cor aos produtos, tornando-os agradiveis para a avaliacdo dos
consumidores (DUFOSSE et al., 2005).

A Portaria n° 540 de 27 de outubro de 1997, regulamentada pelo Ministério da Satde e a
Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS/MS 540/97), define aditivo alimentar como:

E qualquer ingrediente adicionado intencionalmente aos alimentos,
sem proposito de nutrir, com o objetivo de modificar as caracteristicas fisicas,
quimicas, bioldgicas ou sensoriais, durante a fabricacdo, processamento,
preparagdo, tratamento, embalagem, acondicionamento, armazenagem,
transporte ou manipulagdo de um alimento. Isto implicard direta ou
indiretamente fazer com que o proprio aditivo ou seus produtos se tornem
componentes do alimento. Esta defini¢do ndo inclui os contaminantes ou

substancias nutritivas que sejam incorporadas ao alimento para manter ou
melhorar suas propriedades nutricionais.

Diante disso, corantes sdo considerados aditivos alimentares. Segundo a Resolucdo n® 44 da
Comissao Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos (CNNPA) descrita em 1977, corantes sdo
substancias (isoladas ou misturas em po) que tém a capacidade de conferir ou intensificar a coloracao
de alimentos e bebidas. Sdo excluidos desta defini¢ao sucos ou extratos de vegetais por terem cor
propria, exceto se inserido no produto para realcar ou atribuir cor. A quantidade méxima de aditivos
e corantes a serem utilizados e em quais alimentos podem ser adicionados sdo regulamentados pela
Resolucao n°® 04, de 1988, do Conselho Nacional da Saude (BRASIL, 1997).

Todos os corantes devem ser isolados por procedimentos tecnoldgicos adequados para o uso
em alimentos. Os mesmos sdo classificados em corante organico natural, extraido de vegetais ou

animais; corante organico sintético proveniente de sintese organica, sendo que dentro desta
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classificagcdo ha a subclasse do corante artificial, aquele que nao é encontrado em produtos naturais,
e do corante idéntico ao natural cuja estrutura quimica € semelhante a do principio ativo isolado de
corante organico natural; o corante inorganico obtido a partir de substancias minerais que devem
passar por etapas de purificagdo; e o corante caramelo resultado do aquecimento de agucares a
temperatura que ultrapasse seu ponto de fusdo (BRASIL, 1977). A Tabela 1 apresenta os corantes

naturais e artificiais permitidos pela legislagdo brasileira.

Tabela 1 - Corantes permitidos e suas respectivas faixas de coloragao

Faixas de coloracao Corantes naturais Corantes artificiais
Amarelo Riboflavina, carotenoides Amarelo crepusculo,
(alfa, beta e gama) e amarelo acido, amaranto,
xantofilas (flavoxantina, tartrazina.

luteina, criptoxantina,
rubixantina, etc)

Vermelho Carmin, carotenoides Ponceau 4R, vermelho
(bixina, capsantina e solido E, vermelho 40,
licopeno), xantofilas escarlate GN,

(cantaxantina), betanina e
antocianinas
Azul Antocianinas e urzela Azul brilhante FCF, azul
de idantreno RS e

indigotina

Rosa - Eritrosina
Alaranjado Curcumina -
Marrom Urzela e caramelo -
Roxo Antocianinas -
Verde Clorofila -

Fonte: BRASIL, 1978.

Como grande parte dos alimentos processados possui corantes, o mercado destes aditivos
tendera a se ampliar de forma gradativa. Cerca de 4% do Produto Interno Bruto (PIB) e 30% das
vendas para o exterior ¢ representado pelas industrias de produtos alimenticios (MORITZ, 2005). O
consumo de pigmentos naturais no Brasil ¢ de aproximadamente 200 toneladas por ano, gerando para
o mercado financeiro cerca de R$ 80 milhdes de reais. A Figura 1 apresenta o uso de corantes no
Brasil no ano de 2007. O pigmento vermelho ¢ bastante utilizado comercialmente

(VENDRUSCOLO, 2009), podendo ser, por exemplo, substitutos de sais de cura utilizados em
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produtos céarneos e também em diferentes industrias alimenticias (PACIFICO; FERREIRA;
KILIKIAN, 2005).

Figura 1 - Mercado de corantes no Brasil em 2007.

& Pet Food

m Lacteos

O Aromas
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@ Doces e confeitos
m Panificag@o

o Dutros

24%

Fonte: MEINICKE, 2008.

Dados de pesquisa levantados pela Fashion Network (http://br.fashionnetwork.com/) afirmam
que em 2015 a rentabilidade anual do mercado de corantes naturais no mundo chegou a
aproximadamente 2,9 bilhdes de dolares, sendo que desse valor 100 milhdes de dodlares sdo
provenientes das exportagdes peruanas (LITMAN, 2016). Segundo o Jornal do Brasil (JB
(http://www .jb.com.br/), o urucum € o corante natural mais produzido pelas indastrias do mundo. O
Brasil ¢ o maior produtor desse corante, cerca de 57% da producdo mundial estimada entre 10.000 a
12.000 t, seguido do Peru com 31% (6.000 t), Costa do Marfim e Gana (5.000 t), Quénia (2.000 t),
Guatemala (1.500 t), Republica Dominicana (900 t), Bolivia (500 t), Equador (400 t), india (300 t) e
Meéxico (200 t) JORNAL DO BRASIL, 2015). No Brasil, existem diversos recursos que podem ser
utilizados para a produgao de aditivos alimentares que conferem cor, principalmente na obten¢ao dos

corantes de origem natural, pela grande variedade biologica do pais (MEINICKE, 2008).

2.1.1. Pigmentos artificiais

Segundo Netto (2009), em 1856 Willian Henry Perkin produziu o primeiro corante sintético
e 0 nomeou de malva (malvina). Friedrich Engelhorn criou em 1865 a BASF (Badische Anilin - &
Soda- Fabrik A G) para fabricar pigmentos do alcatrao da hulha. Devido ao desenvolvimento de novas

tecnologias comegaram a surgir industrias produtoras de pigmento substituindo os corantes naturais.
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Os pigmentos sintéticos continuam sendo utilizados em larga escala nas industrias alimenticias por
apresentarem diversos tons de coloragdo, diferentes composigdes, terem maior estabilidade a luz,
oxigénio, alta temperatura e pH, menores custos € menor susceptibilidade a contaminagao microbiana
(MORITZ, 2005; SOUZA, 2012).

Entretanto, muitos corantes sintéticos tém sido relacionados a efeitos nocivos a saude,
conforme os dados da Tabela 2. Cerca de 20% da populacdo ¢ alérgica aos compostos pertencentes
ao grupo azoico, que sao sintetizados a partir do alcatrao do carvao mineral. Em comum, essas pessoas
também possuem alergia da aspirina (KUMAR et al., 2015; DUFUSSE, 2006). A utiliza¢do abusiva
destes pigmentos elevou os casos de intoxicagdo por metais pesados como, por exemplo, o chumbo
e o mercurio (CUNHA, 2008). Esses metais sdo provenientes do contato do alimento com os
utensilios utilizados em sua fabricagdo (ZENEBON et al., 2004). Por estas razdes, observa-se uma
mudanga de comportamento do consumidor, que esta tendo preferéncia por aditivos alimentares de

origem natural (MORITZ, 2005).

Tabela 2 - Corantes sintéticos e seus efeitos adversos

Nome Obtencao Aplicacio Efeitos adversos
Amarelo Sintetizado a partir da Cereais, balas, A tinta azoica, em algumas
Crepusculo tinta de carvao e tintas caramelos, pessoas, causa alergia,
azoicas coberturas e produzindo urticaria,
xaropes, laticinios, angiodema e problemas
gomas de mascar gastricos
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
Amaranto Sintetizado a partir de Cereais, balas, Deve ser evitado por pessoas
(Vermelho alcatrao de carvao laticinios, geleias, sensiveis a aspirina. Este
Bordeaux) gelados, recheios, corante ja causou polémica
xaropes, preparados sobre sua toxicidade em
liquidos animais de laboratério, sendo

proibido em varios paises

Vermelho Tinta do alcatrdo do Pos para gelatinas, Pode ser fototoxico. Contém
eritrosina carvao laticinios, refrescos, 557 mg de iodo por grama de
geleias, etc. produto. Consumo excessivo

pode causar aumento de
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Nome Obtencao Aplicacao Efeitos adversos
hormonio tireoidiano no
sangue, em niveis para causar
hipertireodismo
Indigotina Tinta do alcatrdo de Gomas de mascar, Pode causar nauseas, vomitos,
(azul escuro) carvao logurtes, balas, hipertensao e ocasionalmente
caramelos, alergia, com prurido e

Vermelho
Ponceau 4R

Vermelho 40

bebidas, etc.

Tinta do alcatrdo de Frutas em caldas,
carvao laticinios, xaropes
de bebidas, balas,
cereais, refrescos e
refrigerantes,
sobremesas, etc.

Sintetizado Alimentos a base

quimicamente de cereais, balas,
laticinios, recheios,

sobremesas, etc.

problemas respiratorios

Deve ser evitado por pessoas
com sensibilidade a aspirina e
asmaticos. Pode causar anemia

¢ aumento da incidéncia de
glomerulonefrite
(doenga renal)

Pode causar hiperatividade
em criangas, eczemas e
dificuldades respiratorias

Fonte: Furtado (2007).

2.1.2. Pigmentos naturais

As principais fontes de obtengdo dos pigmentos naturais sdo: plantas, insetos, algas e

microrganismos (MENDONCA, 2011). A procura por alimentos mais saudaveis faz com que os

pigmentos naturais tenham maior valor agregado, visto que estes corantes causam menos danos a

saude do consumidor (DUFOSSE, 2006).

Os pigmentos naturais eram extraidos desde as civilizagdes antigas de vegetais como flores,

sementes, frutos e cascas, e de animais, insetos e moluscos. Até meados de 1850 as cores laranja eram

provenientes de cenoura e acafrdo, as pretas de casca de uva e as vermelhas de beterraba e acido

carminico extraidos de insetos como, por exemplo, a cochonilha (Figura 2) (SOUZA, 2012).
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Figura 2 - Inseto Dactylopius coccus (Cochonilha)

COCHONILHA COCHONILHA PROCESSADA

Fonte: https://fugadacaverna.wordpress.com/tag/corante-cochonilha/. Acesso em 30 de junho de

2017.

De acordo com Fujiwara (2016) alguns pigmentos naturais dos alimentos possuem
propriedades fisiologicas benéficas que mantém o equilibrio do organismo humano. O pigmento
betacaroteno, responsavel pela coloracio alaranjada dos alimentos, auxilia na defesa da pele frente
aos raios UV e na producdo de melanina. O licopeno, encontrado em alimentos vermelhos como o
tomate, além de possuir componentes antioxidantes, ajuda a regular os niveis de colesterol. As
antocianinas sdo encontradas principalmente em beterrabas, tendo uma cor caracteristica de vermelho
escuro, e podem auxiliar na reducao de cancer de pele, pulmao e do trato gastrointestinal.

Para a obtencdo desses corantes € necessario que se tenha a disponibilidade das fontes naturais.
O carmim ¢ extraido dos insetos da cochonilha fémea e para se obter uma producdo em torno de 100g
de corante ¢ preciso de aproximadamente 14000 insetos. A produgdo de pigmentos a partir de vegetais
necessita de terra disponivel para o cultivo do vegetal e esta sujeita as condigdes climaticas (MAPARI
et al, 2005). A eficiéncia dos processos de extracdo, aplicacdo e desenvolvimento dos aditivos
alimentares naturais dependerd da forma estrutural e das propriedades destes pigmentos. O
conhecimento destes fatores impedem perdas, evitam alteragdes ndo desejaveis na cor do pigmento e
garantem que o alimento processado ndo perdera a cor original (RIBEIRO; SERAVALI, 2007).

Os corantes naturais provenientes de fontes animal ou vegetal possuem algumas desvantagens
que limitam sua utilizagdo durante o processamento, estocagem e aparéncia quando adicionados ao
alimento. As antocianinas sao sensiveis a oxidagdo e a coloragdo varia com o pH, ndo podendo ser
aplicadas em alimentos e bebidas acidas. Alguns pigmentos provenientes da clorofila, betaninas e
carotenoides perdem a cor quando expostos a luz, calor e oxigénio (MAPARI et al, 2005).

Pigmentos produzidos a partir de vias biotecnologicas sdo uma opgao viavel diante dos

corantes obtidos de fontes vegetal e animal. Eles apresentam menores problemas de estabilidade, a
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oferta ndo ¢ afetada por mudancas climaticas e o processo produtivo pode ser otimizado em

laboratério de modo a obter maior produtividade, seja pelo estudo de diferentes modos de cultivo,

meios de cultura e melhoramento genético do microrganismo (MEINICKE, 2008).

3.1.3 Pigmentos produzidos por microrganismos

Pigmentos produzidos a partir de microrganismos, como algas, fungos e bactérias, estdo sendo

utilizados comercialmente como corantes (LAKSHMI, 2014). Dentre eles, se destacam os

carotenoides, as melaninas, as flavinas e as quinonas. A Tabela 3 apresenta os pigmentos que

atualmente ja estdo no mercado e que podem ser utilizados em alimentos ou estdo em fase de pesquisa

e desenvolvimento.

Tabela 3 - Alguns pigmentos produzidos por via microbiana

Composto Cor Microrganismo Situagao*
Ankaflavina Amarelo Monascus spp. (fungo) PI
Astaxantina Vermelho-rosa Xanthophyllomyces ED

dendrorhous/ Phaffia rhodozyme
(levedura)

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

nigricans (levedura)
Monascorubramina Vermelho Monascus spp. (fungo) PI
Riboflavina Amarelo Ashbya gossypi (fungo) PI
Rubropunctatina Laranja Monascus spp. (fungo) PI
Zeaxantina Amarelo Paracoccus zeaxanthinifaciens PP
(bactéria)

-caroteno Amarelo-laranja Blakeslea trispora (fungo) PI

Desconhecido Vermelho Paecilomyces sinclairii (fungo) PP

Fonte: Dufossé (2006). *Produgio Industrial (PI), estagio de desenvolvimento (ED), projeto de pesquisa (PP).
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De acordo com a legislagao brasileira que determina os corantes naturais permitidos para uso
em alimentos e bebidas, dos corantes apresentados na Tabela 3 apenas a riboflavina e o B-caroteno se
enquadram diante da legislagdo. No entanto, a legislacdo ndo especifica a forma de obtengao do
corante, visto que ha possibilidade de ser a partir de vegetais e/ou por processo biotecnologico.

Os pigmentos produzidos por Monascus sao comumente utilizados em produtos carneos,
sopas, molhos e bebidas, nos paises orientais, especialmente na China, Japdo e Asia. No sudeste
Asiatico o corante ¢ destinado principalmente para a produgdo do arroz vermelho fermentado (anka),
queijo de soja e para producao de vinho de arroz. Este fungo produz pigmentos de cor amarela
(ankaflavina e monascina), alaranjada (rubropunctatina e monascorrubina) e vermelha
(rubropunctamina e monascorrubramina). Um incoveniente de se utilizar os pigmentos produzidos
por este microrganismo ¢ que algumas cepas de Monascus produzem a micotoxina citrinina, um
metabolito toxico, também produzido por alguns géneros de Aspergillus e Penicillium. Por esta razao,
“os corantes Monascus’’ainda sdo proibidos na Europa e nos Estados Unidos (CARVALHO et al.,
2006; DUFOSSE, 2006; RENHE et al., 2006).

A utilizagdo e producdo de pigmentos bacterianos como corantes naturais tém sido muito
estudada por diversos autores (VENIL; ZAKARIA; AHMAD; 2013). A violaceina ¢ um pigmento
de cor violeta, conhecida por possuir fungdes bioldgicas antimicrobianas e antitumorais (MELO et
al., 2000). E produzido por diversas bactérias, sendo que a mais conhecida é a Chromobacterium
violaceum (PITLOVANCIV et al., 2006). Ubeda (2008) estudou a producio de carotenoides a partir
da bactéria Kocuria rhizophila. O B-caroteno e o licopeno sdo exemplos de carotenoides que ja sdo
comercializados e conhecidos por possuirem funcdo antioxidante (TAPIERO; TOWNSEND; TEW,
2004). Squina et al. (2002) avaliaram a produgdo de carotenoides pelas leveduras do género
Rhodotorula em cultivo a base do caldo de cana-de-actcar, sendo que os principais compostos
identificados foram torularrodina, tolureno, y- caroteno e -caroteno.

A prodigiosina ¢ um pigmento vermelho produzido por alguns microrganismos como Serratia
sp, Streptomyces coelicolor e Habella chejuensis (JEONG, 2005). Lins (2010) isolou cepas de
Serratia marcescens UCP 1549 para produgao e caracterizacdo desse pigmento e testou seu nivel de
toxicidade em sementes de alface e pimentdo. Observou que ndo houve germinacao nas sementes de
pimentdo, representando alta toxicidade para as mesmas e somente 44,5 % das sementes de alface
germinaram. De fato, existem diversas formas de obtenc¢ao dos corantes naturais, mas muitos estudos
também devem ser feitos para avaliar se esses pigmentos apresentam niveis de toxicidade. Essas

pesquisas garantem que os mesmos ndo serdo prejudiciais a saude do consumidor.
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Dentre os microrganismos, os fungos estdo atraindo maior interesse por produzirem diversas
cores de pigmentos que possuem alta estabilidade quimica (HAJJAJ et al., 2000). Trichoderma sao
fungos encontrados no solo e possuem espécies produtores de pigmentos que variam do amarelo-
esverdeado ao vermelho (SCHUSTER; SCHMOLL, 2010). Ashbya gossypii é capaz de produzir a
riboflavina (vitamina B2) bastante utilizada como corante em alimentos (DUFOSSE, 2006). A
xantoepocina ¢ um pigmento de cor amarela com atividade antibiotica sintetizado por fungos, como
Penicillium bialowiezense EXF-1307 e Penicillium bialowiezense EXF-1319 (SONJAK et al., 2006).
De acordo com Samson et al. (2011) diversas espécies de Talaromyces e Penicillium produzem
substancias que podem ser utilizados como corantes. Biichi et al. (1965) afirmam que as espécies de
Talaromyces produzem geralmente pigmentos de cores amarelos, laranja e vermelhos.

Recentemente, Romano (2015) isolou um fungo endofitico de folha de Jatob4, identificado
como Talaromyces minioluteus, que produz um pigmento vermelho ainda nao identificado. A grande
quantidade produzida despertou interesse para estudos de producdo do pigmento em fermentacao
submersa, com o objetivo de avaliar o potencial deste fungo como um produtor em escala industrial.
O autor testou a citotoxicidade do pigmento avaliando o percentual de inibi¢cao do crescimento de trés
linhagens de células tumorais e os resultados mostraram que o pigmento produzido ndo apresentou
atividade toxica.

O fungo Talaromyces minioluteus era conhecido como Penicillium minioluteus, tendo sido
reclassificado recentemente como do género Talaromyces (YILMAZ et al., 2014). Os autores
mencionam que sua origem ¢ de Valladolid, Espanha, e que podem ser encontrados em frutas
danificadas por insetos. Romano (2015) e Ferreira et. al. (2015) estudaram a cinética de produgao do
pigmento desse mesmo microrganismo no meio de cultura ISP2. Os resultados mostraram que a
produgdo do pigmento apresentou caracteristicas de metabolito secundario, uma vez que se observou
a dissociacdo entre as fases de crescimento celular e de producdo do metabdlito. Os valores obtidos
auxiliaram na caracterizagdo do comportamento de crescimento do fungo diante da forma de cultivo,
sendo fundamentais para a discussdo do trabalho em questdo, por serem os unicos estudos
encontrados na literatura sobre a produgdo de pigmento por Talaromyces minioluteus.

Estes pigmentos possuem algumas vantagens em rela¢do aos pigmentos de origem vegetal e
animal, como por exemplo, a possibilidade de utilizar substratos de baixos custos ou residuos
industriais, necessitam de pouco espaco para a producao e nao dependem das diferengas de condig¢des
climaticas (VALDUGA et al., 2009). Os principais fatores que afetam a produgdo de pigmentos por

microrganismos, assim como de qualquer outro produto biotecnoldgico obtido via processo
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fermentativo, sdo: as diferentes fontes de carbono e nitrogénio presentes no meio de cultura, condi¢ao
de pH, temperatura, teor de umidade, quantidade de minerais, modo de conducao do processo e taxa
de aeracdo (KUMAR et al., 2015). Estes fatores devem ser estudados para determinar a melhor
condic¢do de processo, obtendo a maior produtividade possivel. A fonte de carbono, junto com a agua,
¢ o principal elemento para o crescimento microbiano e essencial na sintese de todos os compostos
organicos fundamentais para a viabilidade celular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). As fontes de
carbono também tém grande influéncia na produgao de metabdlitos secundarios. Diante disso, antes
de revisar estudos sobre as fontes de carbono na producao de pigmentos sera feita uma pequena

revisdo da regulagdo da produgdo de metabolitos secundarios.

3.2 Regulacio da producio de metabdlitos secundarios

No periodo de crescimento, 0s microrganismos garantem energia para sua sobrevivéncia e
multiplicagdo celular e, concomitantemente, produzem alguns tipos de metabolitos que variam com
a espécie do microrganismo, podendo citar como exemplos &cidos organicos, etanol, vitaminas e
aminoacidos. Esta fase é conhecida como sendo o metabolismo primario microbiano. Durante a fase
estacionaria de crescimento sdo produzidos compostos intermediarios que ndo sao fundamentais para
a vida do microrganismo, mas alguns apresentam aplicagdes importantes para o homem e sdo
importantes comercialmente. Estes produtos sdo resultantes do metabolismo secundario dos
microrganismos. Dentre os metabdlicos secundarios podem ser citados antibidticos, pigmentos,
toxinas, feromonios, inibidores enzimaticos, agentes imunomoduladores, pesticidas e agentes
antitumorais. Observa-se uma maior produ¢do dos metabolitos secundérios na fase estaciondria,
durante a qual o metabolismo secundario ¢ mais ativo. Contudo, estes compostos também podem ser
produzidos em menor quantidade na fase de crescimento celular. Existe uma relacdo entre o
metabolismo primario e o secundario de um microrganismo, sendo que alguns metabo6litos primarios
servem como precursores para a sintese de metabolitos secundérios. Como por exemplo, pode-se citar
o aminoacido ornitina, que ¢ precursor do 4cido clavulanico, um -lactamico produzido por
Streptomyces clavuligerus. Assim, os fatores que influenciam na producdo do metabolismo primario
também podem interferir no metabolismo secundério, ao interferirem na disponibilidade de

precursores (DEMAIN, 1998; DEMAIN; DREW, 1977).
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A producdo de metabdlitos secundarios pode ser influenciada também por outros fatores,
dentre eles, a disponibilidade de compostos indutores, da velocidade do crescimento celular, da
regulagao por “feedback”, da concentragdo de ATP e de componentes do meio de cultura. A regulacao
do metabolismo secundario pode ocorrer por repressao, que impede a expressao dos genes que
codificam as enzimas que participam da rota metabolica de biossintese do produto, ou por inibi¢ao
enzimatica, em que um inibidor atua regulando a atividade de uma enzima que faz parte da rota de
biossintese do metabdlito (DEMAIN, 1998; DEMAIN; DREW, 1977).

O metabolismo secundario pode ser estimulado pela presenca de compostos indutores, esta
acdo se equivale ao processo de indu¢do enzimatica. Pode-se citar como exemplo o triptofano, um
aminoacido que ¢ o precursor e estimulador do alcaloide ergolina produzida por fungos do género
Claviceps. Para a producdo de alguns alcaloides deve-se adicionar o triptofano no meio da
fermentagdo, caso contrario tem-se baixa produgdo destas substancias (DEMAIN; DREW, 1977).
Compostos indutores podem ser utilizados para aumentar a producdo de pigmentos. Hajjaj et al.
(2012) inocularam Monascus ruber em um meio especifico composto por glicose no qual adicionou-
se diferentes aminoacidos para estudar o comportamento do fungo para melhorar a producdo de
pigmento e reduzir a produgdo de citrinina. Dentre os aminoacidos testados, os autores obtiveram a
maior producdo de pigmento com a glicina (26 UAsoonm), histidina (24 UAseonm) € glutamato (17
UAS5000m).

Em muitos processos fermentativos observa-se que a produgdo dos metabolitos secundarios,
fase denominada de iodifase, ¢ retardada até que se chegue ao final da fase de crescimento,
denominada de trofofase. Microrganismos produtores de antibidticos ganham resisténcia ao seu
proprio produto apos a fase de crescimento, por isso essa producao tardia evita o proprio suicidio da
célula produtora. Estes mecanismos indicam a dissociagdo do crescimento-produgdo dos metabdlitos
secundarios, sendo a producdo controlada pela velocidade de crescimento. Algumas enzimas que
participam da formagdo de metabdlitos secundarios, como por exemplo, as sintetases, sdo reprimidas
na trofofase. Notou-se também que a produgdo dos antibidticos gramicidina e bikaverina ocorria em
maiores quantidades quando a velocidade de crescimento celular era mais baixa (DEMAIN; DREW,
1977).

A regulacdo por feedback geralmente esté relacionada a concentragdo do produto final e pode
acontecer por dois modos: repressdao ou inibicdo enzimatica. A produgao em excesso do proprio
produto ou de algum intermediario da rota metabolica, como no caso a virginiamicina, penicilina e o

acido micofendlico, restringem sua propria sintese. O antibidtico cloranfenicol reprime a produgao
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da arilamina sintetase que ¢ a primeira enzima envolvida na sua produgdo. A primeira enzima que
sintetiza a producdo dos alcaloides (aminas responsaveis pelo sabor amargo de muitas plantas) ¢
inibida pela presenc¢a da agroclavina e da elymoclavina, que sdo produtos resultantes da sintese destes
compostos (DEMAIN; DREW, 1977).

Durante a fase de crescimento microbiano, além da formacao de compostos necessarios para
a construcao de novas células, também ¢ necessario a producdo de energia para a sobrevivéncia
celular. Altas concentragdoes dessa carga energética, que pode ser medida indiretamente pela
concentracdo de ATP, ADP e AMP dentro da célula, podem inibir ou ativar a atividade de certos
grupos enzimaticos. A producdo de metabolitos secundarios também pode ser inibida por
determinadas concentragdes de fosfato, que € um mineral constituinte da molécula de ATP. Pode-se
citar o processo fermentativo da clotetraciclina. A producao desse antibiotico inicia-se no momento
em que o fosfato do meio esta completamente esgotado. Desta forma, inferiu-se que a elevadas
concentragdes desse componente aumentam a carga energética da célula e podem inibir a produgao
de metabolitos secundarios (DEMAIN; DREW, 1977). Segundo Witney, Failla ¢ Weinberg (1976)
altas concentracdes de fosfato reduzem a formacdo de metabdlitos secundarios, dentre eles,
vancomicina e piocianina.

A maioria dos microrganismos utilizam a glicose como principal fonte de energia, no entanto,
altas concentragdes deste nutriente podem inibir ou retardar a producdo de metabolitos secundarios.
(KUZHANDAIVELU, et al., 1992; RUIZ et al., 2010). Demain e Drew (1977) afirmaram que alguns
carboidratos de rdpida metabolizagdo reduziram a produgdo de alguns antibidticos (neomicina,
bacitranina, penicilina e simiocina), pigmentos (violaceina e prodigiosina) e do agente quimioterapico
mitomicina. Para alguns metabdlitos secundarios a biossintese inicia-se somente apds o esgotamento
da glicose no meio de cultura. Um exemplo ¢ a actinomicina. No inicio do processo fermentativo
havia a presenca de glicose e observou-se uma severa repressao na produgdo desse antibiotico. Este
fendmeno ¢ chamado de regulacdo catabolica por fonte de carbono. Esta regulacdo também pode
ocorrer por mecanismos de repressao e/ou inibigdo de enzimatica (INOUE et al., 2007).

Inoue et al. (2007) estudaram a repressao por glicose na formagdo de retamicina por
Streptomyces olindensis ICB20 em cultura submersa empregando concentracdes da fonte de carbono
variando entre 10 e 25g/L. Os autores observaram que a taxa especifica de producgdo de retamicina
(qQRTM) utilizando 10g/L de glicose foi cerca de 7,8 mg/g.h. Essa taxa diminuiu para 3,7 mg/g.h com
aumento da concentracdo de glicose para 15 g/L, e que a 20 e 25 g /L de glicose, qRTM foi de

aproximadamente 2,5 mg / g.h.



21

As pesquisas conduzidas por Gutiérrez et al. (1999) mostraram que a glicose reprime a
expressao dos genes da penicilina (pcbAB, pcbC e penDE) em Penicillium chrysogenum no meio
contendo glicose e lactose como substratos. Os autores avaliaram a adi¢ao de glicose antes e durante
a fermentacgao. Para tanto, observaram que com a adi¢ao de glicose no inicio da fermentacao (0 horas)
houve repressao da transcri¢do dos genes. Observaram que a repressao diminuia ao adicionar a glicose
no meio de cultura com a fermentagdo ja em andamento, sendo que adicionando em 12 horas de
fermentacgdo, a repressao da expressao dos genes foi maior do que quando adicionada em 24 ou 48
horas.

Fontes de nitrogénio rapidamente metabolizaveis, como a amonia, também podem reprimir o
metabolismo secundario (DEMAIN; DREW, 1977). Lebrihi et al. (1992) obseravram que o a valina
desidrogenase, enzima que faz parte do catabolismo de valina, leucina e isoleucina, teve inibi¢gdo com

aumento da concentra¢ao da amonia no meio de cultura.

3.3 Influéncia das fontes de carbono na producio de pigmentos

A produgido de pigmentos pode ser influenciada por fatores externos, como temperatura e pH,
e também pelos nutrientes existentes no meio (PURWADARIA; GUNAWAN; GUNAWAN, 2010).
Meios de cultura s3o fontes nutritivas que garantem a sobrevivéncia dos microrganismos, influenciam
diretamente no crescimento microbiano e, consequentemente, na eficiéncia da producao de pigmentos
(RUIZ et al., 2010). Estes elementos estdo dispostos em formas e tamanhos diferentes, podendo estar
entre carboidratos simples ou complexos, cadeias de aminoacidos, gorduras e compostos organicos.
Carboidratos sdo as principais fontes de carbono utilizadas na sintese de muitos metabolitos
secundarios (SANTOS, 2013). Estes compostos também sdo necessarios para a produgdo de biomassa
e obten¢do de energia celular (CHATTERIJEE et al., 2009).

Pitlovanciv et al. (2005) estudaram a producdo do pigmento violaceina utilizando a bactéria
Chromobacterium violaceum em meios de cultivos diferentes, um liquido e outro sélido, utilizando
a glicose, o glicerol e frutose como fontes de carbono. Observaram que o microrganismo teve maior
crescimento celular na presenca de glicose e frutose. Entretanto, a producdo de pigmentos foi maior
utilizando o glicerol como fonte de carbono. Segundo eles, concentra¢des elevadas de carbono com

alto valor energético podem inibir a producdo de alguns metabolitos secundarios.
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Costa e Vendruscolo (2017) estudaram a influéncia da glicose e da lactose na producao de
pigmentos por Monascus ruber CCT 3802. Observou-se maior producao de biomassa (7,99 g/L) e de
pigmento vermelho, medido em unidade de absorbancia a 510 nm (7,36 UAsio), na presenca de
glicose. As concentragdes mais baixas foram obtidas em lactose, correspondendo a 2,74 g/L de células
e 3,08 UAsiode pigmento. Este fungo também foi estudado por Sa (2005) em meios contendo glicose
em 20 g/L e amido em 3 g/L em cultivo submerso. O autor verificou maiores producdes de pigmento
medido em unidade de absorbancia a 480 nm (4,98 UDOu4sgo) € biomassa (5,24 g/L) no meio com
amido, sendo que os valores determinados para a glicose foram de 2,74 UDOasgo ¢ 2,4 g/L,
respectivamente.

Barbarato (2014) estudou a obtencdo de carotenoides utilizando a levedura Rhodotorula sp
em melago nas concentragdes 25, 50, 75%, em caldo de cana-de-agucar e em meio sintético
constituido de glicose. O autor notou maiores crescimento celular no meio sintético, seguido do caldo
de cana e das respectivas concentragdes de melago. Obteve na mesma sequéncia anterior as
concentragdes de 4,06 pg/mL, 1,08 ng/mL, 1,04 pg/mL, 1,03 pg/mL e 0,82 pg/mL, respectivamente,
na producao de carotenoides. Silva (2015) também estudou a produgdo de carotenoides por linhagens
do género Rhodotorula sp em meios constituidos por glicose e glicerina, ambos a 30 g/L. Observou
que todas as linhagens tiveram melhor crescimento e produgdo dos pigmentos quando utilizaram a
glicerina como fonte de carbono. Dentre as linhagens estudadas, R. aurantiaca URM 6687 se
destacou na producdo do pigmento medido em unidade de absorbancia a 570nm, que foi
aproximadamente 7,5 UAs70. Essa maior produgao foi observada um pouco ap6s 20 horas de cultivo.

Mendonga (2011) avaliou diferentes meios de cultura para producdo de corantes por
Streptomyces violaceolatus sp. variando a fontes de carbono: glicose, frutose, maltose, sacarose,
glicerina, fécula de batata e polvilho. Dentre as fontes utilizadas, o autor verificou maior intensidade
de coloragdo roxa nos meios a base de amido, sendo eles fécula de batata (amido de batata) e polvilho
doce (amido de mandioca). Constatou-se que a absorbancia em 530 nm, para a fécula de batata foi
acima de 0,7 UAs30, seguido do polvilho doce que foi aproximadamente 0,5 UAs3o.

Isolados de Streptomyces foram cultivados em meios de cultura contendo sacarose, amido,
glicerol e glicose para a produ¢do de antimicrobianos contra isolados de Enterococcus. O meio que
continha o amido levou a formacao de halos de inibi¢do maiores variando entre 20-25 mm em 72
horas de crescimento. Os autores também observaram que na presenca de sacarose € amido foram
produzidos antibioticos desde o tempo zero de incubagdo e que a produgdao dos metabodlitos com o

glicerol teve inicio apds 48 horas de fermentagdo. Na presenca de glicose houve crescimento celular
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mas ndo se observou producao de antibiotico. Segundo eles, o ocorrido pode ser justificado pelo fato
da glicose ser um carboidrato simples e degradado de forma mais rapida, restando pouca
disponibilidade de carbono e energia para a produgdo dos antibioticos (ANTUNES et al., 2013).

Jonsbu, Mcintyre e Nielsen (2002) avaliaram a producao do antifiingico nistatina por meio do
cultivo de Streptomyces noursei em meios contendo glicerol, glicose, frutose, amido, galactose,
xilose, maltose, sacarose, lactose e rafinose. O microrganismo foi capaz de crescer nos meios com
amido, glicerol, glicose e frutose, com concentragdes de biomassa 6,1 g/L, 5 g/L, 4,9 g/L ¢ 4,0 g/L,
respectivamente. Nenhum crescimento foi observado nas demais fontes de carbono. A partir dos
resultados anteriores, os autores avaliaram a produgao de nistatina em cultivos com glicose, frutose,
glicerol e mistura de glicose com frutose. A produg@o do antibidtico foi maior nos meios com frutose
e glicerol, em relagdo ao meio com glicose. Observaram um aumento de 20 vezes na producdo de
nistatina na cultura com a mistura dos dois carboidratos em relacdo aos meios anteriormente citados.

Lebrihi, Lefebvre e Pierre Germain (1988) estudaram a producao de cefamicina C em cultivos
contendo glicerol ¢ amido como fontes de carbono, utilizando o microrganismo Streptomyces
clavuligerus. No meio com glicerol observaram maior crescimento celular e menor produ¢do do
antibiotico (0,3 mg/h/g. célula) do que o meio com amido (0,59 mg/h/ g. célula), cerca de 40% a
menos da produgdo do metabdlito.

Portanto, existem diferentes possibilidades para melhorar a producdo de pigmentos
microbianos, como por exemplo, o estudo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio para auxiliar
no rendimento do processo, na formacgdo de biomassa e também na producdo dos metabolitos de
interesse (MAPARI et al., 2010). E como qualquer outro produto biotecnoldgico, a produgdo e
produtividade do pigmento sofre influéncia direta da composi¢do do meio de cultura, principalmente
dos tipos e concentragdes das fontes de carbono e nitrogénio empregadas. Os estudos apresentados
na revisdo mostram as maneiras de como as fontes de carbono podem influenciar na producdo de
metabolitos secundarios, sendo que esta influéncia ¢ diferente para cada tipo de microrganismo e para
cada tipo de produto. Por isso, faz-se necessdrio estudos dessas fontes nutricionais para cada
metabolito em particular. Assim, pretendeu-se neste estudo avaliar como a fonte de carbono pode
influenciar a produc¢do do pigmento vermelho por Talaromyces minioluteus, determinando a melhor

fonte para a produgdo desse metabdlito.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado neste trabalho foi o fungo Talaromyces minioluteus, mantido em
criotubos na forma de esporos (107 esporos/mL) a -20°C no Laboratério de Microbiologia da

Universidade Federal de Uberlandia, campus Patos de Minas.

4.2 Meios de cultura

4.1.1 Meio de cultura para reativacao dos esporos preservados nos criotubos

A reativagdo dos esporos foi feita com o meio ISP2, descrito no topico 4.1.2 a seguir.

4.1.2 Meio de cultura utilizados nos ensaios de producio

Para o estudo proposto, foram avaliados quatro meios de cultura descritos na literatura, sendo
que em cada ensaio, o meio de in6culo foi igual ao meio de producdo. A composi¢ao dos meios €

especificada a seguir:

Meio 1- ISP2 (FERREIRA et al., 2015):

e Glicose 4,0 g/L
e Extrato de malte 10,0 g/L
e Extrato de levedura 4,0 g/L
e pH 5,0

Meio 2- AIRDP1 OLIVEIRA et al., 2015):

e Amido 10,0 g/L
e [Extrato de levedura 4,0 g/L



25

e Peptona 2,0 g/
e pH 5,0

Meio 3- A1RDP1 modificado com glicerol (G2):

e Glicerol 11,4 g/L
e Extrato de levedura 4,0 g/L
e Peptona 2,0 g/
e pH 5,0

Meio 4- A1RDP1 modificado com glicose (G3):

e Glicose 20,0 g/l
e Extrato de levedura 4,0 g/L
e Peptona 2,0 g/L
e pH 5,0

O pH de cada meio foi ajustado utilizando solugdo de HCI 1 M.

4.2 Procedimento Experimental

4.2.1 Cultivos em mesa incubadora rotativa

O procedimento experimental foi executado em trés etapas: reativagdo dos fungos
esporulados, preparo do indculo e producdo. Todas as etapas foram conduzidas em mesa incubadora
rotativa a 28°C e 200 RPM. Na reativagao, 1 mL da suspensao de esporos dos criotubos (concentragdo
de 107 esporos/mL) foram transferidos para um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL do
meio de reativacao, que foi entdo incubado por 24 horas. Apos este periodo, 2,5 mL do caldo reativado
foram transferidos para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL do meio de inoculo, que
foram também incubados por 24h. Terminada esta etapa, 2,5 mL do indculo foram transferidos para
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL do meio de produgdo, que foram incubados por 72
horas. As amostras foram retiradas em intervalos de tempo periddicos para determinagdo da

concentracao celular, das concentracdes de pigmento e do substrato limitante.
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4.3 Metodologia analitica

4.3.1 Determinacio da concentracio de glicose e amido

As concentragdes de glicose e amido foram quantificadas por meio de andlise de agucares
redutores totais (ART) pela metodologia do acido dinitrosalicilico (DNS), conforme a metodologia
proposta por Miller et al. (1959). As amostras de amido passaram por hidrélise prévia antes da

determinagdo da analise de ART.

Para a hidrolise, adicionou-se ao tubo de ensaio 1,5 mL de amostra e 1,5 mL de HC1 10 M,
que foi posteriormente colocados em banho-maria por 30 minutos a 100°C. Apo6s o resfriamento dos

tubos em banho de gelo, foram adicionadas 1,5 mL de solug¢ao basica NaOH 5 M.

As amostras de glicose e amido hidrolisado foram diluidas com agua destilada, quando
necessario, para a determina¢do dos ART. Adicionaram-se aos tubos de ensaio 0,5 mL de amostra,
1,0 mL da solucdo de DNS, e posteriormente, os tubos foram mantidos em banho-maria a 100°C
durante o tempo de 5 minutos. Apds o resfriamento em banho de gelo, foram adicionados 11 mL de
agua destilada aos tubos. As amostras foram homogeneizadas e foi feita a medida da absorbancia em

espectrofotometro visivel EVEN Modelo IL - 226 no comprimento de onda 540nm.

Para determinar a concentragdo de amido na amostra multiplicou-se a concentragdo de ART

obtida por 0,9 que ¢ um fator de conversao da glicose em amido.

4.3.2 Determinacio da concentracio de glicerol

A concentracao de glicerol foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), no cromatografo da marca Shimadzu modelo LC-20A Prominence, utilizando a coluna
SUPELCOGEL C-610H e detector de indice de refracdo. Empregou-se como fase moével acido
fosforico (0,1%), com fluxo de 0,5 mL/min, temperatura do forno 32°C e volume de inje¢do de 20

pL.
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4.3.3 Determinacio da concentracio celular

A concentracao celular foi determinada pelo método de massa seca. 20 mL do caldo de cultivo
foram centrifugados a 4°C e 12.000 rpm por 15 min. Posteriormente, foi separado o sobrenadante e
iniciou-se a lavagem das células. Adicionou-se 35 mL de 4gua destilada ao tubo de centrifuga, que
foi agitado para ressuspender as células e em seguida foi centrifugado nas mesmas condig¢des
anteriores. O sobrenadante foi descartado e realizou-se uma nova lavagem. O adensado de células
resultante foi transferido para cadinhos de aluminio previamente pesados e determinou-se a massa de

células apos secagem na estufa a 105°C até massa constante.

4.3.4 Determinacio da concentracio de pigmento

O pigmento vermelho foi quantificado indiretamente pela medida de absorbancia das amostras
no comprimento de onda 500nm em espectrofotdmetro visivel EVEN Modelo IL - 226. Quando
necessario, as amostras foram diluidas de maneira que a absorbancia maxima medida fosse de 0,500.
Como o pigmento ainda ndo foi identificado, ndo existe disponivel uma curva de calibracio
relacionando a massa e a absorbancia. Logo, os resultados de concentragdo do produto foram

expressos em unidade de absorbancia (UA).

4.3.5 Calculo dos parametros cinéticos

4.3.5.1 Velocidade especifica de crescimento celular

Segundo Badino e Cruz (2012) para cultivo de processos fermentativos em batelada, aplica-

se o balanco geral de acordo com a Equagdo (1):
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saida de massa entrada de massa geracdo de massa
pela fronteira pela fronteira |+ no interior

do sistema do sistema do sistema
consumo acumulo (1)
- <de massa no interior) - ( de massa )
do sistema no sistema
Fazendo o balango de massa para as células:
0= 041, Veorg-V— M
= r . — r . —
X d dt
dmy

0=0+4+p-Cx-V—kyg-Cx V-

dt

Em que 1« € a velocidade de crescimento celular, V é o volume do reator, 14 € a velocidade de

morte celular, myx é a massa de células no reator e p € a velocidade especifica de crescimento celular.

Sendo mx = Cx-V e, como nos cultivos em batelada, o volume do caldo é constante (V

contante), rearranjando a equag¢do anterior, tem-se a Equacdo (2) da seguinte maneira:

dC 2
= (ko) O @

Na fase de crescimento exponencial as concentragdes de nutrientes presentes no meio de

cultura sdo altas e a velocidade especifica de crescimento celular € maxima ([ = pmax = constante).

Desprezando-se a ocorréncia de morte celular (rq = 0), tem-se a Equacao (3) a seguir:

dCx (3)
dt = MUmax " CX
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Integrando a Equagdo 3, considerando que para t =t,= 0, Cx = Cx,, chega-se na Equac¢ao (4),

mostrada a seguir:

Cx 4)
Cxq = Mmax "t

Sendo:
Cx : concentragdo celular ao longo da fase exponencial (g.L);

Cxo : concentragdo celular no inicio da fase exponencial (g.L!);
Umax : velocidade especifica maxima de crescimento celular (h);

t : tempo (h).

De acordo com a equagdo (4), o valor de pumax corresponde ao coeficiente angular da curva de
In (Cx/Cxo) em funcdo do tempo. Estas curvas foram construidas para cada cultivo deste trabalho e
foi determinado o coeficiente angular da parte linear das curvas para estimativa do pmax. As faixas de
tempo utilizadas nos calculos de pmax para cada meio foram as seguintes: ISP2 (8 a 24 horas),

A1RDP1 (0 a 28 horas), G2 (8 a 40 horas) e G3 (0 a 36 horas).

4.3.5.2 Produtividade maxima de producio de pigmentos

A produtividade maxima de produgdo de pigmentos foi calculada pela diferenga entre a
maior concentracdo de pigmentos (UA) em um instante t e a concentragdo inicial de pigmentos

dividida pelo intervalo de tempo correspondente, conforme Equacgao 5.

(UAmaxt) - (UAto) (5)
t—t,

PM=

Em que:
Pwm: produtividade méxima de formagio de pigmentos no instante de tempo (t — to) (UA.h™);
UA: : maxima quantidade de pigmento no instante de tempo t;
UA\o : quantidade de pigmento no tempo to;
t : tempo para atingir o valor méximo de UA;

to : tempo inicial do cultivo.
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4.3.5.3 Coeficientes de rendimento

De acordo com Badino e Cruz (2012) a velocidade de crescimento celular (ry), de consumo
de substrato (rs) e velocidade de formagdao do produto (rp,) sdo definidas pelas Equacdes 6, 7 e 8

ilustradas a seguir:

rx = Cx (6)
rs = Cs (7)
p=pGC (®)

Os coeficientes de rendimento sdo definidos com base no consumo de uma substancia para a
formagdo de outra. Por meio de rearranjos das equagdes acima, o coeficiente de rendimento de
substrato em células e o coeficiente de rendimento de substrato em produto sdo ilustrados nas

Equacdes 9 e 10 a seguir:

v A 9)
XIS T g T —AC

S

Sendo:
Yxss: fator de conversdo de substrato em biomassa (g.g™);
ACx: aumento da biomassa no intervalo de tempo At (g.L);

ACs: consumo de substrato no intervalo de tempo At (g.L™).

Para cada cultivo, os coeficientes de rendimento de substrato em células foram determinados
por meio do coeficiente angular da parte linear do grafico de ACs em fungdo ACx. As faixas de tempo
utilizadas nos célculos de Yx/s para cada meio foram as seguintes: ISP2 (8 a 24 horas), AIRDP1 (0 a

28 horas) e G3 (0 a 36 horas).
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rp _ AG (10)

Sendo:
Ypss: fator de conversdo de substrato em produto (UA.g™);
ACp: aumento da concentracdo de pigmentos no intervalo de tempo At (UA);

ACs: consumo de substrato no intervalo de tempo At (g.L™).

Para cada cultivo, os coeficientes de rendimento de substrato em produto foram determinados
por meio do coeficiente angular da parte linear do grafico de ACs em fung@o ACp. As faixas de tempo
utilizadas nos célculos de Yp/s para cada meio foram as seguintes: ISP2 (24 a 56 horas) e G2 (32 a 48

horas).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Influéncia das fontes de carbono no crescimento celular e na producio de pigmento

Os meios de cultivo definidos nesta etapa pretenderam aumentar a produgdo de pigmento pelo
fungo Talaromyces minioluteus, que foi cultivado em meios contendo glicose, maltose, glicerol e
amido como fontes de carbono. As Figuras 3 e 4 apresentam fotos dos frascos com os meios de cultivo
na fase inicial e ao final do processo fermentativo. Na Figura 5 estdo representadas as curvas
crescimento celular, a concentragdo de substratos, produ¢do de pigmento ¢ pH ao longo do cultivo

para cada meio avaliado.

Figura 3 - Frascos com os quatro meios de cultivos na fase inicial do processo fermentativo, para os meios
G2 (glicerol), ISP2 (glicose e maltose), AIRDP1 (amido) e G2 (glicose).

G2 ISP2 A1RD1 G3

Fonte: Acervo pessoal

Figura 4 - Frascos com os quatro meios de cultivos na fase final do processo fermentativo, para os meios
ISP2 (glicose e maltose), G2 (glicerol), AIRDP1 (amido) e G3 (glicose).

Fonte: Acervo pessoal
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Figura 5 - Perfis de crescimento celular (Cx), consumo de substrato (Cs), concentragdo de produto
(Cp) e valores de pH para os cultivos com o fungo Talaromyces minioluteus. A: Cs corresponde a
concentracao de glicose e maltose; B: Cs corresponde a concentracao de glicose; C: Cs corresponde
a concentracao de glicerol; D: Cs seria a concentragao de amido, mas ndo foi possivel determina-la.
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Durante a analise da concentracdo de substrato do meio A1RDI houve caramelizagao da
amostra ap0s a hidrélise do amido, impossibilitando a medida de agucares redutores totais. E como
ndo havia mais amostras para repetir a analise, nao foi possivel determinar a concentragao do substrato

neste cultivo.

Para cada cultivo, foram determinados as velocidades de crescimento celular, os coeficientes
de rendimento de substrato em células (Yxss) e de substrato em produto (Ypss) (exceto para o meio

AIRDPI1 pelos motivos explicados acima), e a produtividade maxima de pigmento. Os valores
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calculados estdo apresentados na Tabela 3, que também mostra a concentracdao celular méxima e
concentragdo maxima de produto obtidas em cada ensaio, seguido dos tempos de fermentacdo em que
estes valores foram atingidos.

Tabela 4 - Valores de velocidade especifica de crescimento, coeficientes de rendimento e
produtividade maxima. ISP2 (glicose e maltose), AIRD1(amido), G2 (glicerol) G3 (glicose).

Meio CxXmix texmax Cpméx tcpmz’lx Wmax YX/S Y() P/S YP/S Pm
g/L () UAL (b (h™) (geo/gsw)  (UA/g)  (UA/g) (UA/h)

ISP2 6,04 40 5,12 56 0,069 0,53 0,03 2,02 0,09

(R2=0,94)
A1RDI1 5,50 32 4,58 64 0,117 * * * *

(R? =0,87)

G2 3,55 40 5,23 48 0,057 0,49 0,21 2,15 0,10
(R2=0,91)

G3 5,67 72 1,35 64 0,048 0,34 0,05 * 0,02
(R =0,89)

*Dados indisponiveis devido a impossibilidade de determina¢ao do amido

A conversdo inicial de substrato em produto (Yo pis) € a conversdo final (Y ps) foram
calculadas para verificar a dissociagdo crescimento-producdo durante o processo fermentativo dos
meios de cultivo. Durante a fase exponencial calculou-se Yo p/s, em que se observou maior velocidade
de crescimento celular e menor produgdo de pigmento vermelho. O coeficiente de rendimento Yp/s
foi determinado na fase estaciondria de crescimento, periodo no qual se observou reducdo na
velocidade de crescimento celular e maior produgdo do pigmento vermelho.

Dentre os meios de cultura avaliados, verificou-se que a maior concentracdo celular foi obtida
no meio ISP2 no qual se empregou a glicose € a maltose como fontes de carbono. Neste cultivo a
concentracdo celular atingiu 6,04 g/l em 40 horas de fermentagdo, resultando em um fator de
conversao de substrato em células de Yxss 0,53 gcel/gsub. Este valor foi o maior entre os demais meios
e pode ser devido a presenca da glicose, que ¢ um carboidrato de répida assimila¢do e que
normalmente favorece o crescimento celular (Demain; Drew, 1977). A presenca de maltose no meio
também pode ter auxiliado no desenvolvimento do fungo. Ferreira et al. (2015) estudaram o
comportamento de 7. minioluteus em cultivo no meio ISP2 e obtiveram resultados de coeficiente de

rendimento Yysde 0,58 gee/gsub € de velocidade especifica de crescimento de 0,0872 h™!. Os valores
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encontrados de Yy foram similares, mas a velocidade especifica de crescimento deste trabalho foi
menor. O indculo utilizado por Ferreira e colaboradores foi 10 vezes maior e pode ter sido a razdo de
tal diferenca.

Segundo Demain (1977) quando se tem duas fontes de carbono distintas o composto mais
simples, ou seja, de facil assimilagdo, ¢ utilizado primeiramente para o crescimento celular. A medida
que esse componente nutricional reduz sua concentragdo o microrganismo passa a consumir a
segunda fonte de carbono. Considerando que ele ja estd adaptado ao meio e desenvolvido, € com o
metabolismo primario menos ativo, o consumo da segunda fonte de carbono ¢ destinado para a
produgdo metabdlitos secundarios.

O segundo maior valor de biomassa foi observado no meio G3 na presenga de glicose como
tinica fonte de carbono, cerca de 5,67 g/L em 72 horas de fermentacio, com pimax de 0,048 h'l e Yy
0,34 gcei/gsub. Observou-se nesse meio que os valores de pH tiveram um decréscimo nas primeiras 20
horas de fermentacao, podendo ter sido responsavel pelo crescimento mais lento do microrganismo
em relacdo aos demais meios. Durante o crescimento microbiano tem-se a producdo de acidos
organicos que em excesso retardam o desenvolvimento do microrganismo pela redu¢do dréstica do
pH do meio. Esta condi¢do pode ter reduzido a velocidade de crescimento celular. A menor
concentragdo celular foi obtida no cultivo G2, com 3,55 g/L. em 40 horas de fermentagao, resultando
em max € Yys de 0,057 h'le 0,49 geer.gan™!, respectivamente. Observou-se nesse ultimo meio que
mesmo com o término da fermentagdo ainda havia presenca de substrato. A partir de 48 horas, o
fungo parou de consumir glicerol. Mas a partir deste tempo de cultivo observou-se também a morte
celular. Ou seja, o fungo ndo estava nem crescendo, nem se mantendo viavel, por isso ndo consumiu
substrato.

Neste trabalho observou-se que os meios contendo glicose tiveram o maior crescimento
celular, sugerindo que o fungo tem preferéncia por este carboidrato como fonte para crescimento.
Mesmo no meio contendo amido, que ¢ um polissacarideo formado por residuos de glicose, o
crescimento foi proximo aos meios contendo glicose. Ao contrario deste estudo, Penariol, Monteiro
e Pitelli (2008) observaram que o amido foi a fonte de carbono que promoveu maior crescimento do
fungo Bipolaris euphorbiae, seguido por glicose, sacarose, maltose e lactose. Comparando os
resultados dos dois estudos pode-se inferir que cada microrganismo possui um comportamento
particular de crescimento diante da fonte de carbono.

Em todos os cultivos, observou-se uma tendéncia de aumento dos valores de pH préximo da

metade do tempo total de fermentagdo. Sabe-se que apds o consumo da fonte de carbono do meio, os
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microrganismos tendem a degradar os lipideos e proteinas presentes para conseguir sobreviver. Como
visto no topico 4.1.2 os meios eram compostos também por fontes proteicas. Segundo Tortora, Funke
e Case (2005) no catabolismo de proteinas estas sao desaminadas por enzimas especificas, liberando
um 4acido orginico e amonia, que ¢ posteriormente convertida a ion amonio (NH4"). Essa produ¢io
de compostos basicos pode ser um dos motivos pelo qual ocorreu o aumento do pH ap6s o estagio de
maior crescimento microbiano.

A produgdo de pigmento por 7. minioluteus foi maior no meio contendo glicerol (G2) (5,23
UA), justificando os maiores valores de coeficiente de rendimento Ypss, cerca de 2,15 UA/g. Este
meio também proporcionou a maior produtividade Py de 0,10 UA/h. Valores proximos de producao
(5,12 UA) e rendimento (2,03 UA/g) foram obtidos em meio ISP2, mas a produtividade foi menor,
de 0,086 UA/h. A menor concentragdo de pigmento foi obtida no meio contendo apenas glicose como
fonte de carbono (G3), de 1,35 UA, e também a menor produtividade, de 0,02 UA/h. Nesse ultimo
meio observou-se crescimento celular até o término do processo de fermentagdo, podendo inferir que
o fungo T. minioluteus utilizou o substrato mais para crescimento e desenvolvimento, do que para a
producdo de pigmento.

A producdo do pigmento iniciou quando o fungo atingiu a fase estaciondria de crescimento
(ISP2, AIRDP1 e G2) ou quando houve reducdo da velocidade de crescimento celular (G3 e G2).
Assim, a produgdo do pigmento apresentou uma caracteristica tipica de metabolito secundario.
Observou-se também que o aumento na velocidade de produgdo coincidiu com o inicio do aumento
do pH do meio, devido a liberagdo de compostos bésicos pela célula, que pode ser resultado da
degradacao de proteinas, como ja comentado.

Neste trabalho, observou-se outro comportamento tipico de metabdlito secundario: as fontes
de carbono que favorecem o crescimento celular (ou o metabolismo primario) normalmente
inibem/reprimem a producdo do metabolito secundario O meio com glicose foi um dos meios de
maior crescimento celular (metabolismo primario ativo), mas apresentou a menor produ¢do, enquanto
o meio contendo glicerol foi o que se observou menor crescimento € maior produgdo de pigmento
(metabolismo secundario mais ativo).

A relagdo cinética entre crescimento e produgdo dependerd do papel do produto no
metabolismo celular: se ele ¢ um metabdlito primario, cuja produgdo ¢ associada ao crescimento, ou
secundario, cuja producdo pode ser parcialmente associada ou ndo associada ao crescimento.
(BADINO; CRUZ, 2012). Observou-se neste trabalho (Figura 5) que no meio ISP2 (glicose e

maltose) a formagdo do produto foi ndo associada ao crescimento celular. Nos demais meios de
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cultivo - G3 (glicose), G2 (glicerol) e AIRDP1 (amido) - observou-se a formagdo de produto
parcialmente associada ao crescimento.

Romano (2015) estudou o crescimento ¢ a produgdao de pigmento por 7. minioluteus em
diferentes meios de cultura em 72 h de cultivo. Nos meios com maior concentracao da fonte de
carbono ele observou maior crescimento em relagdo a produgdo. No meio ISP2 (4 g/L de glicose e
10 g/L de extrato de malte), a razdo Cx/Cp em 72 h de cultivo foi 1,8. Nos meios MEA (20 g/L de
glicose e 20 g/L de extrato de malte) essa razao foi de 3,8 e no meio CZAPEK (30 g/L de sacarose)
foi de 9,9. Talvez a alta concentragdo da fonte de carbono simples inibiu o metabolismo secundario
e por isso obteve-se produgdo mais baixa. Assim como os resultados obtidos no meio G3 deste
trabalho, podendo também ter ocorrido inibigao pelo substrato.

No final da fermentagdo observou-se que nos cultivos ISP2, G2 e G3 houve reducao na
concentracdo de pigmento. Este comportamento pode ser explicado pela degradacdo fotoquimica
desses compostos que em solugdes aquosas se deterioram em alguns dias (PASTRANA et al., 1995).

Os pigmentos vermelhos produzidos por Monascus sp. sao os corantes naturais mais utilizados
nos paises orientais e sao candidatos promissores como substitutos de corantes sintéticos na industria
alimenticia. Nos estudos encontrados na literatura sobre produ¢do destes pigmentos em fermentacao
submersa, as concentragdes de pigmento foram medidas em 480 nm, ndo sendo assim possivel
comparar os resultados com os obtidos neste trabalho. Entretanto, estes estudos sdo de extrema
relevancia para compreender o processo de producdo e comportamento desse fungo, por ser um dos
microrganismos mais estudados para producdo de pigmentos.

Meinicke (2008) estudou a produgdo de pigmentos pelo fungo Monascus ruber CCT 3802
utilizando o glicerol e a glicose em cultivos submersos. O autor observou a maior producdo de
pigmento (11,5 UDOago) € biomassa (6,15 g/L) no cultivo com 20 g/L. de glicose ¢ menor produgao
(6,27 UDOQu4g0) e biomassa (5,13 g/L) no cultivo contendo a mesma concentragdo de glicerol,
comportamento inverso ao observado na produgdo de pigmento por Talaromyces minioluteus. Para a
mesma espécie de microrganismo Monascus, Moritz (2005) avaliou a producao de pigmento em
diferentes concentracdes (5, 10, 20 e 30 g/L) para cada uma das fontes de carbono: glicose, maltose
e frutose. Os substratos glicose em 20 g/L e maltose em 30 g/ foram mais promissores para a
producdo de pigmento (2,56 UDOu4so) e (3,21 UDOssgo), respectivamente, mostrando que para
Monascus, as maiores concentragdes de substrato favoreceram a produgao do pigmento. Os resultados

deste estudo mostraram que a producao de pigmento por Monascus sp. foi associada ao crescimento
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celular e, consequentemente, os cultivos que apresentaram melhor rendimento em biomassa foram os
que produziram maiores quantidades de pigmentos vermelhos.

Segundo Drew e Demain (1977) fontes de carbono complexas favorecem a producao de
metabolitos secundarios. A fonte de carbono com maior complexidade dentre as empregas neste
trabalho foi o amido. Contudo, as fontes de carbono mais simples, ou seja, de facil assimilagdo,
tiveram melhores rendimentos de biomassa e produg@o nos estudos deste trabalho. O meio contendo
glicerol como fonte de carbono resultou na produgdo de pigmento mais elevada e na menor

concentracdo de biomassa.
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5. CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, concluiu-se que para cada uma das fontes
de carbono utilizadas (glicerol, glicose, maltose e amido) o fungo Talaromyces minioluteus
comportou-se de maneira diferente, tanto no crescimento celular quanto na producao de pigmento
vermelho. A maior produ¢do de pigmento foi observada no meio G2 quando se utilizou o glicerol
como fonte de carbono. Observou-se em todos os cultivos que a produgdo de pigmento iniciou-se
apos a fase de crescimento do microrganismo, confirmando que o mesmo possui a caracteristica tipica
de metabolito secundario. A queda do pH pela produgdo de 4cidos organicos durante o crescimento
microbiano pode ter afetado a producao de pigmento no meio G3 tendo glicose como unica fonte de

carbono.

O fungo obteve maior crescimento celular nos meios em que a glicose estava presente em suas
composi¢des, podendo inferir-se que Talaromyces minioluteus possui afinidade por esse substrato de
facil assimilacdo para seu crescimento. A maior transformacdo de substrato em biomassa foi
observada no meio IPS2 na presenca dos dois substratos glicose e maltose. O glicerol presente no
meio G2 foi a fonte de carbono que menos favoreceu o crescimento celular do fungo, mas dentre os

cultivos estudados foi o que apresentou maior produgdo de pigmento.
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6. SUGESTOES PARA TRABAHOS FUTUROS

Para aumentar o rendimento do processo de producao de pigmento por Talaromyces minioluteus

e tentativa de futura produgao em escala industrial, sdo feitas as seguintes sugestoes:

1  Estudar a producgdo de pigmento vermelho utilizando a glicose e o glicerol juntos em
concentragoes diferentes;

Realizar ensaios de producao utilizando a maltose como substrato;

Realizar o controle do pH com solugao tampao;

Estudar a possibilidade de adi¢do de aminoacido no meio produtivo;

Realizar ensaios com maior concentragdao de amido;

AN N W

Aumentar a quantidade de esporos inoculados na etapa de reativagao.
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