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RESUMO

O presente estudo busca, evidenciar o reaproveitamento do residuo agroindustrial de bagago de malte, na
fabricacdo de pigmentos naturais produzidos por Monascus, determinando a velocidade de crescimento radial pelo
fungo filamentoso Monascus ruber CCT 3802, em cultivo solido sob diferentes concentragdes de bagaco de malte.
A determinagdo da velocidade de crescimento radial foi realizada em meio agar dextrose batata (PDA) sob
diferentes concentragdes de substrato bagago de malte (5, 10, 20 e 40 g L"), além da placa padrio contendo apenas
PDA. A maior velocidade de crescimento radial do Monascus. ruber foi obtida da placa contendo 40 g L™ de
bagago de malte 0,1383 mm h', o que corresponde a um crescimento de 3,32 mm dia, ou seja, um aumento de
55% quando comparado com meio PDA, mostrando que quanto maior a concentragdo de bagaco de malte, maior a
velocidade de crescimento radial, consequentemente maior a produgdo de pigmentos. O bagaco de malte
apresentou influéncia direta nos resultados da velocidade de crescimento radial do micro-organismo Monascus
ruber. Portanto, pode-se utilizar o residuo bagago de malte como substrato em cultivo sélido para a obtengdo dos
pigmentos de Monascus ruber.

Palavras-chave: Residuo, crescimento radial, cultivo solido.

Malt bagasse as substrate for the production of biopigments produced in Monascus ruber
CCT 3802

ABSTRACT

This study evaluated the reuse of malt-bagasse agroindustry residues, in making natural pigments produced by
Monascus, determining the radial growth rate by filamentous fungus Monascus ruber CCT 3802, solid cultivation
under different malt residue concentrations. The determination of the radial growth rate was performed in potato-
dextrose-agar (PDA) under different malt bagasse substrate concentrations (5, 10, 20 and 40 g L), beyond the
standard plate containing just PDA. The greater radial growth rate of Monascus. ruber was obtained plate
containing 40 g L' of malt-bagasse residues 0.1383 mm h™', which corresponds to an increase of 3.32 mm d”', an
increase of 55% compared with PDA medium, showing that the higher the concentration of malt-bagasse residue,
the greater the radial growth rate, consequently greater production of pigments. The malt-bagasse residues showed
a direct influence on the results of the radial growth rate of the microorganism Monascus ruber. Therefore, one can
use malt-bagasse residue as substrate in solid cultivation to obtain pigments of Monascus ruber.

Key words: Residue, radial growth, solid cultivation.
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1. Introducgao

A cor ¢ um dos primeiros atributos sensoriais
utilizados para escolha e aquisi¢do de um alimento.
Embora subjetiva é fundamental pois, influencia na
sensacdo de outras caracteristicas como o aroma, o sabor
e a textura. Portanto, a manutencdo da cor natural do
alimento constitui em um fator fundamental para o
marketing, em face da primeira avaliagdo do consumidor
frente a este novo produto, em consequéncia, a utilizacao
de pigmentos naturais estdo ganhando popularidade como
uma alternativa (WIBOWO et al., 2015; KONGRUANG,
2011).

Pigmentos naturais sdo provenientes de fontes como
as plantas (folhas, flores e frutos), animais (insetos) e
micro-organismos (fungos, bactérias, leveduras e algas).
Tém ganhado cada vez mais atencdo, devido a
possibilidade de produgado e a avaliagdo da tecnologia de
cultivo para otimizar um maior rendimento. No entanto,
pigmentos provenientes de plantas possuem desvantagens
tais como: instabilidade contra a luz, calor ou pH, baixa
solubilidade em 4gua e sdo frequentemente insuficientes
para suprir as necessidades industriais ao longo do ano,
por motivos de sazonalidade. Assim faz-se necessario o
uso da produgdo biotecnologica por exemplo, a qual
possibilita a obtencdo dos biopigmentos naturais em
grande escala (BOO et al., 2012; KUMAR et al., 2015).

Embora sejam muitas vezes associados a doengas de
fato, muitos micro-organismos sdo responsaveis por
patologias que afetam animais e seres humanos, ecles
também s3o muito importantes para a elaboracdo de
novos produtos empregando processos fermentativos,
como os pigmentos alimentares. Dentre os micro-
organismos produtores de pigmentos destaca-se o
Monascus, que é um fungo cuja fermentacdo origina
pigmento amarelo, laranja e vermelho (MAPARI et al,,
2005).

A utilizagdo deste fungo ¢ muito difundida no Japao,
China, Indonésia, Taiwan, India e Coréia. Estes
pigmentos sdo utilizados nestes paises na coloragdo de
arroz, peixes, vinhos, bebidas, até usos medicinais e
ainda, uma promissora utilizagdo na coloragdo de
produtos carneos em substituicdo aos sais de nitrito que
conferem coloragdo vermelha e, a0 mesmo tempo, a
produgdo de nitrosaminas, compostos que possuem
efeitos cancerigenos (HAJJAJ et al., 2012).

A produgdo de pigmentos por espécies de Monascus,
geralmente € realizada pelo processo de fermentagdo em
estado solido. Fungos filamentosos possuem capacidades
extremas de adaptagdo. Colonizam substratos sélidos
com facilidade pela penetragdo das hifas no suporte
solido, crescem em baixo contetido de umidade, além da
obtencdo de produtos concentrados (PANDEY et al.,
2001). Porém, o cultivo solido é muito afetado pelas
composi¢des dos meios, fontes de nitrogénio,
concentragdo de oxigénio e o valor inicial do pH no

sistema. Portanto, a escolha de uma boa fonte de
substrato ¢ importante no sucesso do crescimento dos
micro-organismos. O substrato ideal ¢ aquele que supre
todos os nutrientes necessarios aos fungos para sua
fungdo 6tima (XU et al., 2006).

A utilizagdo de residuos agroindustriais da industria
de alimentos pode ser a grande oportunidade para que os
custos de tais pigmentos sejam diminuidos. O bagago de
malte por sua vez, € quantitativamente o principal
subproduto do processo cervejeiro, sendo gerado de 14-
20 kg a cada 100 litros de cerveja produzida, sera
reaproveitado neste presente estudo. Além disso, sob o
ponto de vista ambiental, o bagago de malte constitui-se
um problema, pois apresenta elevados teores de
carboidratos, proteinas, gorduras e fibras, que lhe
conferem uma demanda quimica de oxigénio cerca de
cem vezes maior que a do esgoto doméstico
(CORDEIRO et al., 2012).

Deste modo, o presente estudo busca, evidenciar o
reaproveitamento  deste residuo agroindustrial na
fabricagdo de pigmentos naturais produzidos por
Monascus, determinando a velocidade de crescimento
radial pelo fungo filamentoso Monascus ruber CCT 3802
em cultivo solido sob diferentes concentragdes de bagago
de malte.

2. Material e Métodos

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi fungo
filamentoso Monascus ruber CCT 3802, obtido da
Colegdo de Culturas Tropicais da Fundagdo André
Tosello (Campinas, SP), mantido em 4gar dextrose batata
(PDA) (39 gL ") a4°C.

A manutengdo do isolado foi realizada em tubos de
ensaio contendo PDA inclinado, esterilizados a 121 °C
durante 15 minutos. Apds o resfriamento os fungos foram
inoculados conforme a metodologia de Hajjaj et al.
(2012), em que a algada do fungo foi transferida para os
tubos e incubados por 7 dias a 30 °C. Este material foi
utilizado para inocular as placas de petri.

A determinacdo da velocidade de crescimento radial
foi realizada em meio PDA sob diferentes concentragdes
de substrato bagago de malte (5, 10, 20 e 40 g L), além
da placa padréo contendo apenas PDA, de acordo com a
metodologia proposta por Vendruscolo et al. (2010). Ou
seja, no arranjo de uma suspensio de esporos, trés algadas
do micro-organismo cultivados em tubos de ensaio com
meio inclinado, foram transferidos para o cultivo em
tubos de Duran contendo 1 mL de agar bacteriologico
0,2% (p/v) previamente autoclavados a 121 °C por 15
minutos.

O PDA e as concentragdes de bagago de malte foram
autoclavados a 121 °C durante 15 minutos,
posteriormente vertido em placas de Petri de 100 mm.
Depois de solidificados, com auxilio de ponteira estéril de
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micropipeta com didmetro de 1,4 mm, os meios de
cultivo foram inoculados através da imersdo da ponteira
na suspensdo de esporos e posteriormente toque no centro
de cada placa em ambiente asséptico (bancadas
desinfetadas com alcool etilico 70% v/v e incidéncia
ultravioleta por 30 minutos no gabinete de seguranga).

Ap6s inoculagdo, foram tragadas trés raias no fundo
de cada placa, passando pelo ponto de inoculagdo.
Posteriormente, forma incubadas em estufa a 30 °C. A
cada 24 horas, foram medidos os didmetros das colonias
do Monascus ruber CCT 3802. Cada experimento foi
composto por 5 repeticdes acompanhado por um
controle sem o substrato.

Figura 1. Representagdo dos raios desenhados no fundo das
placas de Petri.

A velocidade de crescimento radial nos meios
utilizados foi determinada pela declividade da reta obtida
pela regresséo linear, conforme a Equagéo 1.

r)=a+ Veg .t [1]

em que, r(¢) é o raio da colonia (mm); a é a constante
da regressdo linear; V¢ € a velocidade de crescimento
radial (mm.h™); # & o tempo de cultivo (h).

Para as diferentes velocidades de crescimento obtidas
e para os diferentes meios analisados, foram comparadas
as declividades das retas em graficos, utilizando-se o
software Microsoft Excel® 2010. Para verificar se ha
diferenga significativa entre as velocidades obtidas das
curvas de regressdo, foi utilizado o teste-t pelo software
STATISTICA 7.1.

3. Resultados e Discussio

O crescimento de Monascus ruber em placas de Petri
com meio de cultivo sélido foi avaliado e a velocidade de
crescimento radial determinada. Essa metodologia
possibilita a selegdo de micro-organismos e meios de
cultura e a avalia¢ao do efeito do substrato nos fatores de
crescimento.

A Figura 2 apresenta as curvas das colonias do
Monascus ruber CCT 3802 em PDA sob diferentes
concentragdes de Bagaco de Malte, durante 216 horas de

cultivo, onde o crescimento observado se aproximou da
linearidade nos diferentes meios.

35 * PDA
" 5gL-' bagaco de malte
30 10 g.L-' bagago de malte X
’g %20 g.L-' bagago de malte
£ 25 40 g.L-! bagago de malte
N’
e 20
S
g 15
10
5
0 g 4

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tempo (Horas)

Figura 2. Curva de crescimento radial de Monascus ruber em
placas contendo diferentes concentragdes de bagago de malte.

A velocidade de crescimento radial foi determinada
através da Equacdo 1, onde o coeficiente angular da
equagdo da reta representa a velocidade. A equacdo do
raio em fungdo do tempo foi encontrada através da
regressdo linear dos resultados obtidos na Tabela 1.

Aplicou-se também a analise estatistica para
comparacdo das declividades das retas, e as
velocidades obtivas foi aplicada a analise de varidncia
(ANOVA). O valor de F calculado foi de 4686,93,
valor esse superior ao valor de F tabelado (Fs, =
81,01), podendo-se afirmar, portanto, que houve
diferenga significativa entre as curvas obtidas, ao nivel
de significancia de (p < 0,05). De tal modo, para
identificar o quanto as amostras diferenciam-se
significativamente, aplicou-se o teste de Tukey ao
nivel de confianga de 95%, como mostra na Tabela 1.

Foi possivel verificar que houve crescimento nas
placas com meio teste contendo bagago de malte e
também nas placas contendo meio padrio PDA. No
entanto observa-se que houve diferengas estatisticas
para todas as concentragdes de bagago de malte
aplicada, quando comparadas com o meio PDA. Ja
para as concentra¢des de 5, 10 ¢ 20 g L' de bagaco de
malte ndo diferiram entre si ao nivel de (p < 0,05) de
significancia. Logo, para a concentragdo de 40 de
bagaco de malte mostrou-se diferente estatisticamente
apenas da concentragdo 5 g L e do meio padrio PDA
ao nivel de (p < 0,05) de significancia.

A maior velocidade de crescimento radial do M. ruber
foi obtida da placa contendo 40 g L™ de bagaco de malte
0,1383 mmh™, o que corresponde ao crescimento de 3,32
mm dia’, ou seja, um aumento de 55% quando
comparado com meio PDA, mostrando que quanto maior
a concentracdo de bagago de malte, maior a velocidade de
crescimento radial, consequentemente maior a produgio
de pigmentos. Nas placas contendo 5, 10 ¢ 20 g L, a
velocidade de crescimento radial variou de 0,1141 a
0,1253 mm h', ou seja, 2,73 a 3,0 mm dia’!.
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Tabela 1. Equagdo de regressdo linear, coeficiente de regressao (R2) e velocidade de crescimento radial (VCR) para o
fungo Monascus ruber em meio de cultivo contendo diferentes concentragdes de bagago de malte.

e (o e eelfec) Sty Equado de regressio R G (o )
PDA 1(t) = 0,076t + 1,4 0,9787 0,07620,0027° 1,82
5,0 r(t)=0,1141t+ 1,4 0,9888 0,1141£0,0044° 2,73
10 1(t) = 0,1202t + 1,4 0,9796 0,1202£0,0226™ 2,88
20 r(t) = 0,1253t + 1,4 0,9817 0,125340,0025" 3,00
40 1(t) = 0,1383t + 1,4 0,9862 0,1383+0,0310° 3,32

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo difere estatisticamente entre si, pelo teste Tukey, a nivel de (p < 0,05) de significancia.

J4 para as placas com meio PDA, foram observadas
crescimento em torno de 0,076 mm h™', que corresponde
a 1,82 mm dia’. Porém Carvalho et al. (2005)
determinaram a velocidade média de crescimento radial
de quatro linhagens de Monascus purpureus em meio
PDA a 30°C. Para estas linhagens encontraram
velocidades entre 2.3 e 3,1 mm dia’', velocidades
maiores do que as encontradas para o Monascus ruber
neste trabalho.

4. Conclusdes

O bagago de malte apresentou influéncia direta no
crescimento radial do micro-organismo Monascus
ruber. Maiores velocidades de crescimento radial foram
obtidas quando o Monascus ruber foi cultivado em meio
contendo 40 g.L". Portanto pode-se utilizar o residuo
bagago de malte como substrato em meio solido para a
obten¢ao dos pigmentos de Monascus ruber.
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