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PRODUCAO DE PIGMENTOS DE Monascus ruber CCT 3802 UTILIZANDO
CASCA DE MANDIOCA COMO SUBSTRATO

PRODUCTION OF PIGMENTS OF Monascus ruber CCT 3802 USING CASSAVA
BRAN AS A SUBSTRATE

Resumo:

A cor empregada aos alimentos é o primeiro parametro atribuido com o intuito
de estimular a sua compra, 0 que impulsiona a busca por corantes naturais
visando substituir os corantes sintéticos. Para a producdo de pigmentos
naturais de origem microbiana, destacam-se as espécies do fungo filamentoso
Monascus, utilizados milenarmente no leste asiatico para produgéo de corantes
alimenticios. Assim, objetivou-se avaliar o potencial da casca de mandioca
como substrato para a producéo de pigmentos pela cepa M. ruber CCT 3802
por fermentacdo submersa, caracterizar a casca de mandioca, bem como
verificar a influéncia do glutamato monossddico como fonte de nitrogénio. Foi
realizado um planejamento fatorial completo 22 variando a fonte de carbono
(farelo de mandioca) e a fonte de nitrogénio (glutamato monossédico). A
quantificacdo de pigmentos foi realizada por espectrofotometria. Em relacéo a
caracterizagdo da casca de mandioca, a mesma apresentou alto teor de fibras e
carboidratos néo fibrosos, revelando o potencial nutricional que o farelo da
casca de mandioca possui para auxiliar na producédo de pigmentos. A melhor
producédo de pigmentos (7,52 UAsy) se deu em cultivos onde havia maiores
concentraces de farelo e glutamato monossddico, demostrando que este
residuo agroindustrial tem grande relevancia para a producéo de pigmentos
vermelhos, podendo estes serem aplicados como corantes naturais em
alimentos.

Abstract:

The color used for food is the first parameter assigned in order to stimulate its
purchase. The search for natural dyes is increasing, aiming to replace synthetic
ones. For the production of natural pigments of microbial origin, stand out the
species of the fungus filamentous Monascus, used millennially in East Asia
for the production of food dyes. The objective of this study was to evaluate the
potential of the cassava residue as a substrate for the production of pigments
by the M. ruber strain CCT 3802 by submerged fermentation, to characterize
the cassava husk, as well as to verify the influence of monosodium glutamate
as a source of nitrogen. A complete factorial design 22 was carried out by
varying the carbon source (cassava meal) and the nitrogen source
(monosodium glutamate). The pigment quantification was performed by
spectrophotometry. Regarding the characterization of the cassava husk, it
presented high fiber content and non fibrous carbohydrates, revealing the
nutritional potential that the manioc bark bran has to assist in the production of
pigments. The best pigment production (7.52 UAso) occurred in crops where
there were higher concentrations of cassava bran and monosodium glutamate,
demonstrating that this agro-industrial residue has great relevance for the
production of red pigments, and these can be applied as natural food dyes.
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INTRODUCAO

A cor é um dos primeiros atributos sensoriais que
induz o consumidor a escolha por um produto,
influenciando na sensacdo do aroma, sabor e textura dos
alimentos, uma vez que 0 nosso primeiro contato com
alimento é através da cor. A coloracdo empregada aos
alimentos estimula a obtencdo dos produtos, porém,
também pode inibir o efeito de compra. De acordo com
Brasil (1997), os corantes sdo aditivos adicionados aos
alimentos com a finalidade de conferir, intensificar ou
restaurar as cores dos alimentos ou bebidas, podendo ser
sintético ou natural. Porém, do ponto de vista
toxicolégico, o0s corantes sintéticos ndo  séo
recomendados em razéo de reagdes adversas que alguns
consumidores podem vir a apresentar. Em virtude disto,
existe um forte interesse na substituicdo de corantes
sintéticos por pigmentos naturais (PRADO & GODOY,
2003). Os pigmentos naturais sdo procedentes de fontes
como insetos, plantas e micro-organismos, que tem
ganhado atencdo devido a sua estabilidade, seguranca e
possibilidade de producéo.

Embora  muitos  micro-organismos  estejam
relacionados com a transmissdo de doencas, muitos deles
podem ser utilizados para a producdo de metabolitos
secundarios, como pigmentos, enzimas e outros. Para a
producdo de pigmentos, destaca-se o fungo Monascus,
por produzir pigmentos com alto poder corante e
estabilidade em ampla faixa de pH (2-10). O Monascus é
capaz de produzir pigmentos de cor laranja, amarelo e
vermelho, porém, 0 pigmento vermelho
(rubropunctamina e monascorubramina) é o de maior
interesse, devido a sua aplicacdo em alimentos, sendo
amplamente aplicados na producdo de linguica chinesa,
macarrfes instantaneos e produtos de leite e também em
indUstrias de carne substituindo sais nitrito, que sdo
precursores de nitrosaminas (MEINICKE, 2008). A
producdo destes pigmentos é realizada tradicionalmente
via fermentacdo soélida, utilizando o arroz como
substrato.

Nesse contexto, a biotecnologia microbiana vem
surgindo com a proposta da utilizagdo de residuos
agroindustriais como substrato para desenvolvimento de
produtos com alto valor agregado. O Brasil destaca-se
como o terceiro maior produtor de mandioca, sendo 0s
principais produtores os estados do Para, Parana, Bahia,
Maranhdo e Rio Grande do Sul. As industrias
processadoras de mandioca geram grandes quantidades
de residuos, dentre estes podemos destacar a casca da
mandioca, ou farelo, que é rica em fibras e ainda ser de
baixo custo (FIORDA et al., 2013).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial da casca de mandioca como substrato
para a producdo de pigmentos vermelhos, pela cepa
Monascus ruber CCT 3802, bem como avaliar a
influéncia de uma fonte externa de nitrogénio adicionada
ao meio (glutamato monossédico) na produgdo dos
pigmentos, por meio de um planejamento fatorial.

MATERIAL E METODOS

A cepa Monascus ruber CCT 3802 foi obtida da
Fundacdo André Tosello de Pesquisa e Tecnologia. A
cultura estoque foi mantida em tubos inclinados
contendo meio estéril BDA (Batata Dextrose Agar) a
4°C e repicada periodicamente. A manutenc¢éo do isolado
foi realizada em tubos de ensaio contendo PDA
inclinado, esterilizados a 121 °C durante 15 minutos em
que a alcada do fungo foi transferida para os tubos e
incubados por 7 dias a 30 °C. A contagem de esporos foi
realizar em cdmara de Neubauer, visando normalizar a
concentragdo final desejada em 10° esporos.mL™. Os
frascos de Erlenmeyer de 125 mL com 25mL de
substrato suplementados com glutamato monossddico
foram submetidos a tratamento térmico, 121°C por 15
minutos e posteriormente incubados durante 7 dias, a 30
°C por 160 rpm, na auséncia de luz, para posterior
analise da producdo de pigmentos.

As cascas de mandioca utilizada nas anélises foram
adquiridas em casas de farinhas da regido de Lajedo-PE e
em seguida transportadas para o Centro Laboratorial de
Apoio a Pesquisa da Unidade Académica de Garanhuns
(CENLAG/UFRPE/UAG). O material foi devidamente
higienizado com agua corrente e submetido a secagem
em estufa a 70°C por 6 horas, posteriormente, 0 residuo
foi triturado e o farelo armazenado a temperatura
ambiente até o momento do uso.

As andlises fisico-quimicas de caracterizacdo do
substrato foram realizadas na Universidade Federal Rural
de Pernambuco — Unidade Académica de Garanhuns, no
Laboratério de Andlises de Alimentos e no Laboratério
de Nutricdo Animal. Foram analisados os seguintes
parametros: pH, Atividade de agua, Acidez total
titulavel, cinzas que seguiram a metodologia do Instituto
Adolfo Lutz (2008) e proteinas, gordura, fibra e
carboidratos ndo fibrosos seguindo a metodologia de
Detmannet et al, (2012), sendo todas as analises
realizadas em triplicata para melhor confiabilidade dos
resultados.

Para verificar a influéncia do farelo de mandioca e
de glutamato monossddico (GMS) na atividade de
producdo de pigmentos producdo dos pigmentos
extracelulares vermelhos pelo fungo Monascus ruber
CCT 3802, foi realizado um planejamento fatorial
completo 2% com repeticdes de quatro pontos centrais. Ao
final do cultivo, o meio fermentado foi filtrado sob vacuo
utilizando papel filtro quantitativo. A producdo dos
pigmentos extracelulares por cepas Monascus sp. foi
expressa em Unidade de Absorbancia (UA) utilizando o
espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 510 nm
(vermelho).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O substrato utilizado para a produgéo de pigmentos,

farelo da casca de mandioca, foi caracterizado para
avaliar sua composicdo fisico-quimica (Tabela 1):
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Tabela 1. Caracterizagdo do farelo de mandioca utilizado no experimento

Analises Resultado

pH 5,70 £ 0,02

Cinzas (%) 2,29 +0,09
Atividade de agua (Aw) 0,465 £ 0,005
Acidez total titulavel (ml/g) 10,98 £ 0,50

Proteinas (%) 4,56 + 0,07
Fibra total (%) 62,85 + 3,44

Gordura (%) 0,29 + 0,03
Carboidratos néo fibrosos (%) 30,01 £ 0,00

O valor de pH para o farelo de mandioca foi de
5,7+0,02. Esse pardmetro influencia diretamente na
producdo do pigmento vermelho pela cepa Monascus, 0
qual ¢é favorecido por um meio mais préximo a
alcalinidade (PRAJAPATI et al., 2014). Em seus estudos
sobre caracterizacdo de residuos de mandioca para
producdo de bioetanol, Camacho & Cabello (2012),
encontraram valor de pH igual a 6,0, em farelo de
mandioca, estando proximo ao valor verificado no
presente estudo. Este pH foi préximo também do valor
encontrado por Leonel & Cereda (2000) de 5,8. Segundo
Cereda (2001), a variagcdo de pH, assim como o teor de
acidez pode estar relacionada a fermentacBes que os
residuos Umidos podem vir a sofrer.

Observou-se que o valor de cinzas (2,29%), foi
superior ao valor encontrado por Leonel & Cereda (2000)
que foi de 1,14% em que caracterizaram o farelo de
mandioca para obtencdo de etanol. As cinzas indicam a
presenca de elementos minerais, ou seja, um indicativo do
teor de minerais na amostra analisada, os quais s&o
importantes para o metabolismo do micro-organismo.

Em relagdo ao teor de proteinas (4,56%), pode-se
afirmar que foi superior ao teor encontrado por Leonel &
Cereda (2000), que foi de 0,85%, e ainda quando
comparado com o valor de 1,5% verificado por Rodrigues
(2010), em seus estudos sobre enriquecimento de
biscoitos com farelo da mandioca. As proteinas sao
macromoléculas que podem servir como fonte de energia
para organismos vivos. Segundo Pereira et al., (2003),
fungos filamentosos  podem utilizar  compostos
nitrogenados para seu desenvolvimento e
consequentemente contribuem para a formagdo de
metabdlitos secundarios, como os pigmentos vermelhos,
0S quais, necessariamente, requerem a presenca de
nitrogénio no meio para sua formacdo (CARVALHO et
al., 2005).

Em relacdo aos valores de atividade de agua (Aw)
foi verificado o valor de 0,465, proximo ao valor (0,43)
encontrado por Felisberto et al., (2011) em farinhas de
mandioca. De acordo com Oliveira et al. (2008), grande
parte dos micro-organismos que podem deteriorar 0s
alimentos, ndo conseguem desenvolver-se em valores de
Aw menor que 0,90, desta forma quando um produto
apresenta Aw inferior a 0,60, é considerado um alimento
estavel e desta forma ndo estdo suscetiveis a deterioracao

microbiana, quando sdo armazenados por longos periodos
de tempo.

Em farinhas de bagago de mandioca analisados por
Fiorda et al., (2013), foram encontrados valores de Aw
préximo de 0,30, 0 que constata que o produto ndo estava
susceptivel a oxidagdo por lipideos, tornando as amostras
estaveis microbiologicamente quando armazenadas por
longos periodos de tempo.

O farelo de mandioca apresentou 10,98 mL NaOH/g
para acidez total titulavel, maior que o encontrado por
Rodrigues et al.,, (2011), que verificou 0,0203 mL
NaOH/g para acidez total titulavel em seus estudos sobre
a caracterizacdo do farelo de mandioca para
enriguecimento de biscoito de polvilho. O teor de acidez
pode variar devido as fermentagbes que ocorrem
naturalmente em farelos ou na raiz da mandioca, devido
as condigBes de armazenamento (Cereda, 2001).

Observou-se que o teor de fibras, de 62,85%, foi
préximo ao encontrado por Fiorda et al., (2013), de
60,35%, em farinhas obtidas do bagago da mandioca,
entretanto, foi maior que o encontrado por Freitas et al.,
(2017), de 39,7%, em que caracterizou o farelo de
mandioca para fermentacdo para producdo de enzimas.
Esse alto teor de fibras ja era esperado, pois segundo
Vilhalva et al., (2011), as cascas de mandioca possuem
elevado teor de fibras, que por sua vez, sdo formadas por
celulose, hemicelulose, oligossacarideos, pectinas, gomas
e lignina, sendo estes compostos representantes dos
carboidratos (CATALANI et al., 2003). A maioria dos
fungos filamentosos conseguem metabolizar esses
carboidratos complexos, 0os quais também irdo fornecer
energia para o seu metabolismo.

Em relacdo ao teor de carboidratos ndo fibrosos, foi
encontrado 30,01%. Segundo Hall (2003), os carboidratos
ndo fibrosos compreendem aos 4acidos organicos,
monossacarideos, pectina e principalmente o amido,
sendo a pectina e o amido altamente digeriveis e ainda
podendo servir como fonte de energia para organismos
vivos. Assim, observa-se que o residuo utilizado, farelo
de mandioca, possui potencial como substrato e que pode
auxiliar no desenvolvimento do Monascus ruber CCT
3802 para a formacdo de metabolitos secundarios de
grande interesse.

A quantificagdo da producdo de pigmento por
Monascus ruber CCT 3802 utilizando farelo de mandioca
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como fonte de carbono e glutamato monossodico (GMS)
como fonte externa de nitrogénio adicionada ao meio,

pode ser observada na Tabela 2.

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 22 para produgéo de pigmentos por Monascus ruber CCT 3802

Valores codificados

Valores reais

Absorbancia

Ensaios Farelo GMS Farelo (g/L) GMS(g/L) 510nm (*UA)
1 +1 +1 50 10 7,52
2 -1 +1 10 10 2,69
3 +1 -1 50 0 1,73
4 -1 -1 10 0 0,37
5(C) 0 0 30 5 3,19
6(C) 0 0 30 5 2,71
7(C) 0 0 30 5 3,51
8(C) 0 0 30 5 3,12

*UA = Unidade de Absorbancia

Percebe-se a maior producdo de pigmentos foi
observada no ensaio que continha maiores
concentracOes de farelo de mandioca e GMS (50g/L de
farelo e 10g/L de GMS). A menor producdo de
pigmentos foi verificada no ensaio que continham as
menores concentraces de farelo de mandioca e GMS
(10g/L de farelo e Og/L de GMS), demonstrando que o
substrato foi eficiente e fundamental na producdo de
pigmentos pela cepa Monascus ruber, servindo como
fonte de carbono e o0 GMS foi eficaz como fonte externa
de nitrogénio aplicada ao meio.

A Figura 1 apresenta 0s ensaios, conforme
resultados do planejamento apresentado na Tabela 3,
onde é possivel observar a coloragdo intensa no ensaio 1
e coloragdo suave no ensaio 4, comprovando a
eficiéncia do substrato e a influencia do GMS na
producdo dos pigmentos.

Em seus estudos sobre a produgdo de pigmentos
por Monascus ruber CCT 3802 em fermentacdo
submersa, Meinicke (2008), utilizando o glicerol,
residuo obtido a partir da producdo de biodiesel,
conseguiu maxima formacdo de pigmentos vermelhos
em comprimento de onda de 480 nm (vermelho) de 6,42
UA, empregando o residuo (20g/L) como fonte de
carbono e 0 GMS (5g/L) como fonte de nitrogénio.
Ainda neste mesmo estudo, a autora verificou a
influéncia de fontes externas de nitrogénio na producéo
de pigmentos por Monascus ruber CCT 3802 (GMS,
glicina e ureia) e observou que os cultivos que
continham GMS apresentaram maior produtividade em
menor periodo de tempo. Said, et al., (2014) também
observaram que a fonte organica de nitrogénio, GMS,
gerou um melhor desempenho para producdo de
pigmentos vermelhos pela cepa M. ruber. Tais

resultados reforcam os achados do presente trabalho,
comprovando que, mesmo o farelo contendo nitrogénio
na sua composicdo a fonte externa, GMS, auxilia na
producgdo de pigmentos vermelhos de Monascus.

Figura 1. Producéo de pigmentos do fungo Monascus
ruber CCT 3802 utilizando farelo de mandioca como
substrato e GMS como fonte de nitrogénio.

Fonte: Propria, 2017.

Utilizando Monascus ruber CCT 3082, em
fermentagdo submersa, porém empregando bagaco de
cana-de-acUcar como substrato e fonte de carbono e
glicina como fonte externa de nitrogénio, com o intuito
de produzir pigmento, Isfran et al., (2001), verificaram
que a maior producdo de pigmentos foi 21,79 UA, a 510
nm, se deu em 120 horas de fermentacdo, em todos os
ensaios foram utilizados 1g/L de bagaco de cana e o
meio enriquecido com glicina e caldo de cana, variando
apenas o tempo de fermentacdo. Nota-se que a cepa em
estudo pode metabolizar diferentes fontes de carbono e
nitrogénio, em diferentes condicdes de fermentacéo.
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Os efeitos das variaveis analisadas (farelo de
mandioca e GMS) sobre a variavel resposta (producéao

de pigmentos vermelhos) podem ser observados no
gréfico de Pareto apresentado na Figura 2.

Figura 2. Grafico de Pareto de efeitos das variaveis (farelo de mandioca e GMS) na producéao de pigmentos
vermelhos para o planejamento fatorial 22

(2)eMms(g/1)

(1)Farelo (g/1)

]

5,330323

12,50265

9,538189

p=,05

As varidveis analisadas, farelo de mandioca e
GMS e a interacdo entre elas, apresentaram efeitos
significativos positivos para a produgdo de pigmentos
vermelhos pela cepa Monascus ruber CCT 3802 (Figura
2), sendo 0 GMS a varidvel que mais influenciou na
producdo do metabdlito. Os resultados apontaram que
para um préximo planejamento as concentragbes de
farelo de mandioca e de GMS deveriam ser aumentadas,
para uma maior producéo de pigmentos.

Em seus estudos, Oliveira et al., (2016) utilizaram
bagaco de malte para producdo de pigmentos com o
Monascus ruber CCT 3802 e avaliou a influéncia de
diferentes concentracbes do bagaco de malte,
subproduto do processo cervejeiro, no crescimento
radial. Os autores constataram que em cultivos que
continha 40g/L de bagago de malte (maior concentracéo
analisada), o crescimento radial foi maior e,
consequentemente, a maior produgdo de pigmentos,
concluindo que o residuo (bagaco de malte) é eficiente
na producdo de pigmentos por Monascus ruber CCT
3802. Observa-se nos estudos citados que as pesquisas
tém direcionado a produgdo de pigmentos pelo género
Monascus utilizando residuos, e que 0 GMS como fonte
externa de nitrogénio propicia um aumento da producédo
de pigmentos, como comprovado na presente pesquisa.

CONCLUSOES

Foi possivel constatar o potencial do residuo da
mandioca na producdo de pigmentos vermelhos
Monascus. Através da caracterizacdo fisico-quimica,
notou-se o potencial nutricional que o farelo da casca de
mandioca possui para auxiliar no metabolismo do
Monascus ruber CCT 3802, bem como na producgéo de
metabdlitos secundarios, como os pigmentos, devido
aos teores de fibras e carboidratos ndo fibrosos
encontrados, ja que a casca de mandioca serve como
fonte de carbono para o micro-organismo produzir

pigmentos. Os melhores resultados obtidos para
producéo de pigmentos (7,52UAs10) pela cepa estudada
foi verificado onde havia maiores concentracfes de
farelo de mandioca e GMS, demonstrando que o farelo
da casca de mandioca é um residuo agroindustrial de
grande relevancia para a producdo de pigmentos, uma
vez que sua utilizacdo para a producédo de pigmentos
pode minimizar problemas ambientais, como reduzir
custos referente & coleta, tratamento e eliminacdo deste
tipo de residuo.
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