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1. INTRODUCAO

Ha milénios que o homem conhece diversas espéeidsngos e as utiliza para os
mais diversos fins. Uma das mais importantes agiies dos fungos sdo o seu uso na forma
gastronOmica, quer como alimento, quer para tramsfgdo/producdo de alimentos (SILVA,
2007).

Para a indastria alimenticia, a cor é extremamiemp@rtante e fator determinante na
palatabilidade e aparéncia dos alimentos. Pigmesitdéticos, tradicionalmente usados nos
processamentos alimenticios, continuam sendo adibg com sucesso, mas, por outro lado,
esta ocorrendo o aumento da preferéncia do consurpm aditivos alimentares naturais.
Apesar da étima oportunidade na utilizagdo de pijosede origem biotecnolégica, como o
B-caroteno e a riboflavina, seu segmento é limitddto se deve ao elevado custo de
producao destes pigmentos extraidos de fontesamatm relacdo aos pigmentos sintéticos
(GUNNARD et al., 1994).

Muito se fala na utlizagdo de produtos naturaisprdducdo de pigmentos por
microrganismos que possuem capacidade de produg&wrdntes organicos, dentre eles,
algas, microalgas, leveduras e fungos filament(3o$OSSE et al.,2005).

Os fungos filamentosos, potenciais produtores gm@ntos naturais, S0 organismos
promissores para a industria produtora de proteimetgrologas, acidos orgéanicos e
policetideos. Policetideos sdo produtos naturdisitesalmente complexos e extremamente

ricos em moléculas bioativas. Incluem um numerondga de importantes produtos
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farmacéuticos, antibiéticos, agentes anticanceogenimunossupressores, agentes
antiparasitarios, antifangicos, agentes cardiovases; produtos veterinarios e aditivos
alimentares, especialmente pigmentos (KUJUMDZIEMALLET, SAVOV et al.,1997).

Espécies deMonascus podem produzir pigmento amarelo, laranja e vermehko
utilizagdo deste fungo € muito difundida no Jag@eina, Indonésia, india e Coréia. Estes
corantes sao utilizados nestes paises na colodscaaoz, peixes, vinhos, bebidas (Hajjaj et
al., 2000a) e, ainda, uma promissora utilizacdocolracdo de produtos carneos em
substituicdo aos sais de nitrito que conferem egBw vermelha e, ao mesmo tempo, a
producédo de nitrosaminas, compostos que possuétmsefancerigenos (FINK-GREMMELS
et al., 1991; KILIKIAN et al., 2003; MORITZ, 2005).

Diante deste cenario, o funddonascus se destaca, uma vez que existe mais de
cinglenta patentes sobre a producdo de pigmentoseN®s, laranja e amarelo, por este
microrganismo, principalmente no Japao, EUA, Fraagadlemanha. O consumo anual de
pigmentos, obtidos a partir de espécies do fuhgmascus, no Japdo cresceu de 100
toneladas em 1981 para 600 toneladas em 1992 ealemewy de 12 milhdes de dolares de
acordo com relatos publicados em 1992 e 1995 (YINKUSHIJIN e DEMAIN, 1992; LEE,
CHEN, CHAUVATCHARINS et al., 1995; HAJJAJ, KLAEBEORET et al., 1997).

A utilizagdo dos pigmentos produzidos p®lonascus sp. néo é liberada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, embora a produgio um composto semelhante ao
pigmento monascus possa abrir novos horizontesgéggalizacdo do pigmento, haja vista
que a principal justificativa ndo sé da legislaf@iasileira, como da comunidade européia,
esta baseada na presenca da citrinina, toxina pidedypelo Monascus. A producdo do
pigmento vermelho através do pigmento laranja podporcionar a reducao na concentracao
de citrinina ou, até mesmo, a sua auséncia, comilplctades de obtencdo de pigmentos
altamente concentrados pela solubilizacdo em aguaoool etilico, substancias legalizadas
como solvente ou veiculo para solubilizacdo dospigos. Com a produgdo do pigmento
laranja, algumas etapas dewnstream podem ser eliminadas, pois 0 pigmento pode ser
lavado inimeras vezes para remocao de compostesejddeis. Estas sdo algumas vantagens
sobre a producédo do pigmento vermelho através dodméradicional (VENDRUSCOLO,
2009).

Estima-se que o consumo brasileiro de pigmentosraiat seja da ordem 200
toneladas por ano, os quais movimentam cerca deataiimilhdes de reais. Este consumo
pode vir a ser aumentado, considerando-se o angolale@ carmim de cochinilha e sais de

nitrito e nitrato (substancias mais toxicas que igmento Monascus) na coloragdo de



alimentos céarneos, além das demais aplicacbesdaatiia alimenticia (FINK-GREMMELS
et al., 1991; KILIKIAN, 2002).

2. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo principalides a producdo de pigmentos
laranja e vermelho e determinar a velocidade dscorento radial pelo fungo filamentoso
Monascus ruber CCT 3802 em cultivo soélido sob diferentes condigiepH.

3. MATERIAL E METODOS
Neste trabalho foi determinado o efeito do pH nlacidade de crescimento radial e
na producado de pigmentos pélonascus ruber CCT 3802

3.1 Microrganismo
O microrganismo utilizado foi o fungo filamentosmnascus ruber CCT 3802, obtido

da Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo Ands&llo (Campinas, SP), mantido em
Agar dextrose de batata (PDA). A manutencdo dosonganismos foi realizada em tubos de
ensaio contendo Agar dextrose de batata inclinesterilizados a 121 °C durante 15 minutos.
Logo depois de resfriados, os tubos foram inocadade uma algada de microrganismo,
mantidos em meio PDA, foi transferida para tubosmgaio com Agar inclinado, incubados a
30 °C por dias (NAGEL et al., 1999).

3.2 Velocidade de Crescimento Radial

A determinacdo da velocidade do crescimento raftialobtida sob diferentes
condicbes de pH, variando entre 2 a 7, conformeoaoédgia proposta por Gabiatti et al.
(2006), sendo que esta consiste no preparo de usparsao de esporos, onde trés alcadas do
microrganismo, cultivados em tubos de ensaio coar énglinado, foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 0,7 mL de Agar bacteimdd@,2% previamente autoclavados a
121 °C por 15 minutos. O Agar dextrose de batdtadtoclavado a 121 °C por 15 minutos,
enquanto liquido e o pH foi ajustado na faixa d& 2 com NaOH (10%) ou acido tartarico
(10%). O &gar foi vertido em placas de Petri derhd® Depois de solidificados, com auxilio
de uma ponteira estéril de micropipeta com diame¢r®,5 mm, os meios de cultivo foram
inoculados através da imerséo da ponteira na ss&peale esporos e posteriormente toque no
centro de cada placa em ambiente asséptico. Lagmfracadas trés raios no fundo de cada

placa de Petri (Figura 1), passando pelo pontondeuiacdo e incubadas em estufa com



temperatura de 30 °C, entdo a cada 24 horas, foresidos os diametros. Para cada cultivo

nos diferentes valores de pH foram feitas 5 repesic

Figura 1: Raios no fundo da placa de Petri
A velocidade de crescimento radial das colonias dioiida pela declividade da
regressao linear do raio das colbnias em funcatempo de cultivo, como apresentado na
equacgéao 1.
r(t) =V,.t+b (1)

onde:V,..: velocidade de crescimento radial (mi);h

r: raio (mm);
t: tempo (h).
Sendo assim, considerou-se o raio inicial da caldle 0,5 mm, correspondente ao
raio do objeto inoculador (ponteira), resultand@qaacao 2.
r(t) = V.t + 0,5 (2)

3.3 Determinacao dos Pigmentos Produzidos

As placas contendo as col6niasMonascus ruber, apés quantificacdo dé&r, foram
utilizadas na determinacao dos pigmentos produzilesolonias de microrganismos foram
analisadas ao aspecto visual que apresentou-scag@ de seu crescimento.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foram obtidos os valores da inflig8do pH no crescimento radial dos
microrganismos em agar dextrose de batata (PDA)id® pela diferenca de cor em cada
condicéao de cultivo.

As figuras 2 a 13 apresentam a evolucéo do raacdi@nias ddvionascus ruber CCT
3802 cultivados em diferentes condi¢des de pH denam periodo de 384 horas de cultivo e

as imagens do crescimento das col6nias com squecte®s pigmentos produzidos.
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Figura 2: Velocidade de crescimento radiaMimascus ruber cultivado a temperatura de 30

°C sob condicéo de pH 2,0.

Figura 3: Cor ddMonascus ruber cultivado a temperatura de 30 °C sob condi¢cad2,.



pH 3’0 r=0,0384t+0,5

R*=0,9793
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Figura 4: Velocidade de crescimento radiaMimascus ruber cultivado a temperatura de 30

°C sob condicéo de pH 3,0.

Figura 5: Cor ddvionascus ruber cultivado a temperatura de 30 °C sob condicad+ig,.
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Figura 6: Velocidade de crescimento radiaMimascus ruber cultivado a temperatura de 30

°C sob condicéo de pH 4,0.

Figura 7: Cor ddMonascus ruber cultivado a temperatura de 30 °C sob condicadtié,.



pH 5’0 r=0,0428t+ 0,5

R?=0,9924
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Figura 8: Velocidade de crescimento radiaMimascus ruber cultivado a temperatura de 30

°C sob condicéo de pH 5,0.

Figura 9: Cor ddMonascus ruber cultivado a temperatura de 30 °C sob condi¢cadg,.
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Figura 10: Velocidade de crescimento radiaMitmascus ruber cultivado a temperatura de
30 °C sob condicédo de pH 6,0.

Figura 11: Cor ddonascus ruber cultivado a temperatura de 30 °C sob condicadie, .



pH 7’0 r=0,0535t+0,5

R*=0,9884

25
. /
15
0/’/
10 /
5

0 100 200 300 400 500

Raio {mm)

Tempo (Horas)

Figura 12: Velocidade de crescimento radiaMitmascus ruber cultivado a temperatura de
30 °C sob condicéo de pH 7,0.

Figura 13: Cor ddonascus ruber cultivado a temperatura de 30 °C sob condi¢cadié,p.
Pode-se observar, através das figuras (imagensalasias), entre a evolucdo do

crescimento das col6nias em funcdo do tempo, &iaade os cultivos realizados entre o pH

2,0 e 3,0 favoreceu-se a pigmentacdo amarela, 4,(ld pigmento tende do amarelo para o

laranja, no pH 5,0 predomina-se o laranja, ja noéphbuve a mudanca do laranja para o



vermelho e no pH 7,0 a coloragéo prevalecenteefraetha. Desta forma podemos ver que o
pH tem uma influéncia direta no crescimento doganganismodvionascus ruber.

A Tabela 1 apresenta os resultados do raio damiesl em funcdo do tempo de
cultivo, sendo aplicada a equacéo 2 para determinegscimento radial.
Tabela 1: Velocidade do crescimento radial, equagioaio em fungéo do tempo e aspecto
visual das coldnias cultivadas a 30 °C sob difeienbndicdes de pH.

pH ver (mm hh Equacéao R2 Aspecto Visual
2,0 0,0304 r=0,0304t+0,5 0,9338 Amarela
3,0 0,0384 r=0,0384t+0,5 0,9793 Amarelo
4,0 0,0399 r=0,0399t+0,5 0,9744 Amarelo/Laaan;
5,0 0,0428 r=0,0428t+0,5 0,9924 Laranja
6,0 0,0496 r=0,04961t+0,5 0,9860 Laranja/Vehuel
7,0 0,0535 r=0,0535t+0,5 0,9884 Vermelho

A maior velocidade de crescimento radial foi o@tib cultivo realizado em pH 7,0
(0,0535 mm H) enquanto a menor velocidade obteve-se em pHIZ)B@4 mm H). Apesar
das regressdes ndo apresentarem uma boa lineadidadm® da colénia em funcdo do tempo
de cultivo (R > 0,99), os resultados obtidos das velocidadeseszimento radial possuiram
comportamento linear em funcdo do tempo de cultiumlmente, apresentados em trabalhos
como de Gabiatti et al. (2006) que utilizaram aowielade de crescimento radial para
selecionar microrganismos produtores de biossariées enquanto Lopez-Malo et al. (1995)
estudaram a composicdo do meio de cultivo sobrelecidade de crescimento radial no

crescimento de fungos filamentosos.

5. CONCLUSAO

Conclui-se que o pH tem uma influéncia direta nesultados da velocidade de
crescimento radial quanto na coloracdo do micrasgams Monascus ruber. Maiores
velocidades de crescimento radial foram obtidasdpiao Monascus ruber CCT 3802 foi
cultivado em pH 7,0.
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