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RESUMO

LIMA, ALAN GOMES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, junho 2024.
Biotransformacao de produtos e ingredientes alimenticios utilizando fungos. Orientadora:
Dra. Mariana Buranelo Egea. Coorientador: Dr. Leandro Pereira Cappato.

Os fungos tém grande capacidade e flexibilidade para um grande leque de aplicacGes
industriais, devido a sua vasta biodiversidade e aos mecanismos bioquimicos de que dispdem.
Eles podem ser aplicados em ramos como a saude, com a producdo de insulina humana pelo
fungo Aspergillus niger, até a indlstria de produtos de limpeza, com o uso do fungo
Trichoderma reesei, e a industria alimenticia, onde os fungos sdo utilizados como fontes de
proteinas e substitutos de pigmentos sintéticos. Um exemplo notavel € a utilizacdo do fungo
Monascus purpureus, que oferece uma alternativa aos corantes sintéticos, 0s quais estdo
associados a riscos a saude humana. Com a previsdo do aumento da populagdo mundial para
nove bilhGes de pessoas até 2050, torna-se fundamental encontrar fontes alimentares e novos
ingredientes que sejam sustentaveis e nutritivos. Neste trabalho, foi realizada uma reviséo
abrangente da literatura para identificar as aplicacGes mais recentes de fungos na industria de
alimentos, com énfase no uso de diversos residuos para a producdo de alimentos a base de
fungos. Além disso, foi conduzido um estudo especifico com o fungo Monascus purpureus
visando a producdo de pigmento vermelho como substituto para corantes sintéticos. Este
estudo avaliou diferentes fontes de carbono, como manitol, glicose e sacarose, e condi¢des de
pH constantes, alternando fases no cultivo liquido deste fungo para producdo do pigmento
vermelho de Monascus sp. Os resultados indicaram que o manitol, utilizado como unica fonte
de carbono, estimulou de maneira mais eficaz a producédo de pigmento vermelho extracelular,
alcancando concentracgdes significativas em menor tempo, tanto em cultivo em frascos quanto
em biorreatores. A producao de pigmento atingiu 25 UA em 60 horas de cultivo em biorreator
sob condicGes de pH estatico em 7,0 em meio de cultivo utilizando manitol como Unica fonte
de carbono, demonstrando o grande potencial do manitol como fonte de carbono para otimizar
a producdo de pigmento vermelho.

Palavras-Chave: Produtividade, Fermentagdo, Pigmentos naturais, Fontes de carbono,

Influéncia do pH, Biotecnologia de Alimentos



ABSTRACT

LIMA, ALAN GOMES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO, June of 2024.
Biotransformation of Food Products and Ingredients Using Fungi. Adviser: Dra. Mariana
Buranelo Egea. Co-adviser: Dr. Leandro Pereira Cappato.

Fungi has demonstrated a great capacity and flexibility for a wide range of industrial
applications, primarily due to their vast biodiversity. They can be applied in sectors ranging
from healthcare, with the production of human insulin by the fungus Aspergillus niger, to the
cleaning products industry, where the fungus Trichoderma reesei is used, as well as for food
industry, where fungi serve as protein sources and substitutes for synthetic pigments. A
notable example is the use of Monascus purpureus, which offers an alternative to synthetic
dyes, often associated with health risks for hun s. With the global population expected to
reach 9 billion people by 2050, it is essential to find sustainable and nutritious food sources
and new ingredients.

A comprehensive literature review was carried out to identify the latest fungi applications in
the food industry, with an emphasis on the use of various waste products for the production of
fungus-based foods. They conducted a specific study with the fungus Monascus purpureus
aimed at producing red pigment as a substitute for synthetic dyes. This study evaluated
different carbon sources such as mannitol, glucose, and sucrose, and constant pH conditions,
alternating phases in the liquid cultivation of this fungus for the production of red pigment
from Monascus sp.

The results indicated that mannitol, used as the sole carbon source, more effectively
stimulated the extracellular red pigment production, achieving significant concentrations in
less time, both in flask culture and bioreactors. Pigment production reached 25 AU in 60
hours of bioreactor cultivation under static pH conditions at 7.0, using mannitol as the sole
carbon source. This demonstrates the great potential of mannitol as a carbon source to
optimize the red pigment production.

Keywords: Productivity, Fermentation, Natural Pigments, Carbon Sources, Influence of
pH, Food Biotechnology



1. INTRODUCAO

A biotecnologia de alimentos aplicada na melhoria de ingredientes e/ou na obtencao de
novos produtos como alternativa saudavel e sustentavel é cada vez mais discutida. A
utilizacdo de microrganismo para melhorar alimentos é uma area de crescente interesse na
industria alimenticia pela sua capacidade de promover inovagfes sustentaveis, saudaveis e
tecnoldgicas. O motivo para esse crescimento € a alta demanda global por produtos mais
saudaveis, como, por exemplo, a demanda por pigmentos produzidos de forma natural em
substituicdo aos sintéticos foi de US$ 2,0 bilhGes em 2021, com proje¢do de atingir US$ 2,8
bilhbes em 2028. Essa tendéncia esta alinhada com a crescente conscientizagdo dos
consumidores sobre os beneficios dos alimentos saudaveis e sustentiveis, como mostrado em
um estudo que indica que 75% dos consumidores estdo dispostos a pagar mais por produtos
que consideram saudaveis e naturais (Market Watch, 2022).

Para atender a crescente demanda por produtos saudaveis e sustentaveis, diversas
tecnologias das ciéncias bioldgicas estdo sendo integradas para desenvolver modelos mais
precisos na producdo de moléculas de interesse industrial. A fermentacdo de precisdo é um
exemplo notavel dessa abordagem, destacando-se como uma solugdo eficaz para os desafios
na producdo de alimentos, sustentabilidade e aceitacdo pelo consumidor. Essa técnica utiliza
microrganismos geneticamente modificados como chassis bioldgicos, permitindo a producéo
em larga escala de uma ampla gama de moléculas, incluindo aditivos alimentares,
saborizantes naturais e nutrientes essenciais.

Com os avancos em engenharia genética, como as tecnologias CRISPR(Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) que é uma tecnologia de edicdo genética
que permite alterar sequéncias especificas de DNA de forma precisa, possibilitando a
insercdo, remocao ou modificacdo de genes com alta precisdo (Doudna & Charpentier, 2014).
e a edicdo de genes, surgem novas oportunidades para o desenvolvimento de produtos
inovadores. Essa evolucdo ndo s6 facilita a criacdo de ingredientes mais saudaveis, mas
também contribui para a reducdo do impacto ambiental na producio de alimentos. A medida
que essas inovagdes sdo aplicadas, novos produtos e ingredientes comegam a aparecer com
frequéncia nas prateleiras do comércio, refletindo uma tendéncia crescente em dire¢cdo a uma
alimentacdo mais saudavel e sustentavel (Mason & Mazzocchi, 2019; Kovacs & Keresztes,
2022).
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Entre os processos biotecnologicos de interesse, destacam-se a fermentagédo
tradicional, que utiliza microrganismos nativos para enriquecer compostos nutricionais, e a
fermentac8o de precisdo. A fermentacéo tradicional, que visa a melhorar caracteristicas como
perfil de sabor, propriedades nutricionais e reologia, tem sido aplicada hé bastante tempo. O
enriquecimento das caracteristicas dos alimentos durante a fermentacdo resulta de uma
complexa série de processos bioguimicos, em que as culturas de microrganismos produzem
enzimas e outros metabolitos. Esses componentes desempenham papel indispensével na
decomposicdo de nutrientes complexos em compostos mais simples, conferindo, assim,
caracteristicas desejaveis aos alimentos. Além disso, a fermentacdo pode melhorar a qualidade
nutricional dos produtos, por exemplo, elevando a concentracdo de aminoacidos pela hidrolise
de proteinas ou pela sintese microbiana de aminoacidos e proteinas.

Jé& a fermentacdo de precisdo permite a produgdo de compostos mais especificos como
proteinas, gorduras e outros componentes alimentares pela modificacdo genética de
microrganismos, podendo ser vista como uma otimizac¢éo do microrganismo/bioprocesso para
potencializar a producdo de moléculas de interesse.

Essa tecnologia tem potencial para transformar a producdo de alimentos, tornando-a
mais sustentavel e eficiente. Em 2024, o mercado global de fermentacdo de precisdo foi
estimado em $1,6 bilhdes e espera-se que cresga significativamente nos préximos anos
(Finkel, 2023). Esta técnica € particularmente Util na producdo de substitutos da carne, que
precisam se assemelhar ndo apenas ao valor nutricional, mas também ao sabor e a textura dos
produtos de origem animal (Verni; Holt & Rizzello, 2024.)

Os fungos sdo uma alternativa viavel e sustentavel para a producdo de alimentos,
destacando-se pela sua composi¢do nutricional superior e capacidade de biotransformacao.
Eles contém de 25% a 50% de proteinas em peso seco, além de serem ricos em aminoacidos
essenciais e compostos bioativos, que sao benéficos a saide humana, incluindo beta-glucanas
e polifendis. A rapida taxa de crescimento e a versatilidade dos fungos em diversos substratos
0s tornam ideais para a producdo em larga escala, facilitando a conversdo de residuos
agricolas em fontes nutritivas. Comparados a outras fontes de proteina, os fungos tém
digestibilidade superior, evidenciada por suas menores taxas de indigestdo e pela capacidade
de regular lipidios e colesterol no organismo. Adicionalmente, a fermentacdo flngica pode
melhorar a textura e o sabor de produtos alimentares, tornando-os mais atraentes para 0S

consumidores.
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Em suma, as inovacdes na biotransformacdo de alimentos utilizando fungos tém o
potencial de redefinir a inddstria alimenticia, promovendo praticas mais sustentaveis e
alinhadas com as expectativas dos consumidores modernos.

Diante deste contexto, a presente dissertacdo foi dividida em dois capitulos. O
primeiro capitulo trata de uma revisao de literatura sobre a utilizacdo de fungos para producgéo
de ingredientes e alimentos inovadores, em que é discutido o papel da fermentacdo de
precisdo e das novas tecnologias para produgdo de novos produtos, incluindo a utilizacdo de
subprodutos para producdo de proteinas de célula Unica e biomassa celular proteica. O
segundo capitulo apresenta um estudo experimental aplicando o fungo Monascus purpureus
para producédo de pigmento vermelho, visando ao aumento de produtividade desse pigmento,
que pode ser aplicado em uma gama muito grande de produtos, em substituicdo ao corante

vermelho sintético.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Demonstrar as inovacGes tecnoldgicas na biotransformacdo de ingredientes
alimenticios utilizando fungos, com foco na utilizacdo de residuos agroindustriais, para a
producdo de proteinas, enzimas e pigmentos naturais. Avaliar o impacto de diferentes
condic¢des de cultivo na producdo de pigmento vermelho de Monascus purpureus, com a
utilizacdo de diferentes fontes de carbono e o controle preciso de parametros como pH e

oxigénio dissolvido em fermentacéo liquida em biorreator.

2.2 Especificos

= Realizar uma reviséo da literatura sobre a utilizacdo de fungos na producdo de
ingredientes e alimentos, destacando a producdo de micoproteinas e a

fermentacao de precisao;

» Maximizar a producéo de pigmento vermelho pelo fungo Monascus purpureus
por meio de bioprocessos, utilizando meios de cultivo liquido contendo como

unica fonte de carbono manitol, glicose e sacarose;

= Comparar a eficiéncia da producao de pigmento vermelho utilizando diferentes

meios como unica fonte de carbono, incluindo sacarose, glicose e manitol;

= Avaliar o impacto da mudanca de pH durante o cultivo (de 5,5 para 8,5) em
comparacdo com a manutencdo de pH constante igual a 7,0, visando ao

aumento da produtividade de pigmento vermelho;

= Determinar os pardmetros cinéticos de crescimento celular e a produtividade
do pigmento extracelular produzido pelo Monascus purpureu; e.

= Avaliar a producdo de pigmento vermelho por Monascus purpureus em

biorreator de bancada, considerando variaveis de processo criticas.
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3. CAPITULO | - ALIMENTOS A BASE DE FUNGOS

Explorando o Potencial dos Fungos na Alimentacéo do Futuro: Uma visao sobre as
Micoproteinas

Lima, Alan Gomes *; Egea, Mariana Buranelo !

! Instuto Federal de Educagio Ciéncia e Tecnologia Goiano (IF GOIANO), Campus Rio
Verde, Rio Verde, GO

Resumo

A populagdo mundial estd em crescimento e, até 2050, espera-se que atinja nove bilhdes de
habitantes, o que gera um enorme desafio na procura por fontes alimenticias sustentaveis e
saudaveis. Nesse contexto, os fungos parecem ser uma estratégia interessante, pois Sao
capazes de converter de forma sustentdvel os subprodutos alimentares em alimentos e
ingredientes ricos em nutrientes. A fermentacdo utilizando fungos permite transformar
proteinas vegetais em alimentos populares. Outra abordagem na utilizacdo de fungos para
producdo de alimentos é a fermentacdo de precisdo, que permite um controle rigoroso das
condicbes de fermentacdo para obter compostos especificos como proteinas, lipidios e
carboidratos. Por fim, a terceira tecnologia que pode ser utilizada ¢é a “single cell protein”, que
consiste na obtencdo de proteinas através de organismos, incluindo algas, bactérias, fungos e
leveduras. Esses microrganismos sdo cultivados e processados para produzir biomassa rica em
proteinas, que pode ser utilizada como suplemento alimentar para seres humanos e animais.
Independentemente do método utilizado, a regulamentacdo € um aspecto sensivel,
especialmente pelas preocupacdes quanto a aceitacdo publica no que diz respeito a higiene e a
seguranca alimentar. Isso ocorre porque os fungos, muitas vezes associados a bolores, podem
gerar desconfianca entre os consumidores. Além disso, quando cepas de fungos pertencem a
mesma familia de espécies patogénicas, ou quando residuos e subprodutos sdo empregados na
producdo, surgem questionamentos adicionais sobre os riscos a saude, tornando a
regulamentacdo e o controle de qualidade fatores indispensaveis para garantir a seguranca
desses processos.

Palavras-chave: Fermentacao de precisdo, alimentos a base de fungos, novos alimentos.
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3.1 Introducao

H& um crescente interesse global na substituicdo de produtos de origem animal por
alternativas proteicas de fontes ndo animais, como vegetais, microbianas e insetos. 1sso esta
sendo impulsionado pela populacdo por suas diversas preocupacdes, que incluem questdes
ambientais, de salde e éticas. Além disso, hd um debate abrangente sobre a capacidade de o
sistema alimentar atual fornecer proteinas de origem animal de forma sustentavel para atender
a populacdo mundial em crescimento (Xiao et al., 2023).

A populacdo mundial chegara a mais de nove bilhdes de habitantes até 2050, o que
aumentard a demanda por alimentos em cerca de 60%, conforme projecdo da FAO (2018).
Isso faz com que a busca por novas fontes de alimentos saudéveis e sustentaveis se torne cada
vez mais urgente. Uma abordagem importante para essa substituicdo € o desenvolvimento de
alimentos de origem ndo animal que possam reproduzir com precisdo a qualidade e o0s
atributos funcionais dos alimentos de origem animal. Essa estratégia tem por objetivo atender
as preferéncias da maioria dos consumidores onivoros, ou seja, cerca de 90% da populacédo
(Broad et al., 2022). Neste sentido, emergem materiais como vegetais (plant-based) a base de
insetos e fermentados microbianos. Recentes avancos em alimentos a base de plantas (plant-
based) tém mostrado inovagdes significativas. Leguminosas como soja e ervilha s&o
amplamente usadas em analogos de carne em razdo do seu alto teor proteico e da capacidade
de imitar a textura. Améndoas e castanhas de caju sdo comuns em alternativas a derivados
lacteos, como leites e queijos. Outros exemplos incluem o uso de grdo-de-bico e lentilhas em
substitutos de carne, e aveia e coco em produtos lacteos, como o popular leite de aveia
(Finnigan; Mach & Edlin, 2023).

A utilizacdo de insetos como alternativa alimentar vem ganhando espaco, com
aplicac@es diversificadas, especialmente em produtos de panificacdo e a base de cereais, como
biscoitos, pées, tortilhas e massas. Além do uso de p6 de barata (Nauphoeta cinerea) torrada
(variando de 5% a 15%) como enriquecimento proteico da farinha de trigo para a formulagéo
de pao (Garcia, Igual & Martinez, 2020), outras espécies também tém sido exploradas. Por
exemplo, a farinha de grilo (Acheta domesticus) tem sido usada para aumentar o teor proteico
de pédes e massas, resultando em produtos com valor nutricional elevado e propriedades
sensoriais bem aceitas (Kim et al.,, 2019). Larvas de Tenebrio molitor também sdo
frequentemente incorporadas a biscoitos e barras de cereais, oferecendo uma alternativa rica

em proteinas e &cidos graxos essenciais (Purschke et al., 2018).
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Além dessas alternativas, a utilizagdo de fungos tem recebido atencdo como uma
solucdo para a producao sustentavel de alimentos. Uma abordagem consiste na conversdo de
subprodutos alimentares em alimentos comestiveis e nutritivos. Os fungos sdo capazes de
transformar esses residuos, aproveitando substratos ricos em carboidratos e nitrogénio. Outra
abordagem é o cultivo de micelios comestiveis, que também se beneficiam do uso desses
substratos (Wang et al., 2023).

Alguns exemplos sdo o fungo Aspergillus oryzae, amplamente utilizado para
fermentacdo de diferentes recursos naturais, como arroz, arroz integral e farelo de arroz, e 0s
fungos do género Rhizopus na fermentacdo da soja para produzir tempeh, um alimento
indonésio tradicionalmente conhecido pela sua rica qualidade proteica. Estudos indicam uma
variedade de potenciais beneficios a salde associados ao consumo de alimentos fermentados,
incluindo propriedades antioxidantes, anti-hipertensivas, hepatoprotetoras e anticancerigenas,
que sdo associadas ndo somente ao substrato, mas também ao processo fermentativo
(Sriherwanto, 2021).

Outra estratégia na utilizacdo de fungos € a fermentacdo de precisdo, em que 0sS
microrganismos sao modificados geneticamente para potencializar a producdao de moléculas
de interesse comercial. Com o auxilio de multiplas tecnologias de edi¢do genética, como, por
exemplo, recombinacdo de DNA, RNAIi e CRISPR-Cas, as estratégias de engenharia do
genoma introduzem delecéo, insercdo e/ou mutagdes pontuais em todo 0 genoma por meio de
uma forma rastreavel para acelerar a evolugéo da cepa (Si et al., 2015).

Outra estratégia é a single cell protein, que consiste na obtencdo de proteinas pelo
cultivo de microrganismos, preferencialmente aqueles que contém mais de 30% de proteina
em sua biomassa e que podem fornecer um equilibrio saudavel de amino&cidos essenciais.
Essas proteinas podem ser utilizadas diretamente como alimentos ou para melhorar o
conteudo de proteinas ou a qualidade de alimentos fermentados. Um exemplo comercial é a
producdo da proteina fingica ou micoproteina, comercializada pela Marlow Foods (Reino
Unido) sob a marca 'Quorn’', que tem sido amplamente aceita como alternativa a carne
(Wiebe, 2004). A cepa utilizada para obtencdo deste produto é o Fusarium venenatum ATCC
2684, que é produzida sob um sistema de fermentagdo continua, utilizando carboidrato como
substrato, sendo sua biomassa reduzida em RNA, que constitui o micélio do fungo, e para
atingir os critérios de seguranga exigidos, o conteiddo de RNA da biomassa flngica é
minimizado. O caldo de cultura € exposto a um breve tratamento térmico, apods ser colhido do
fermentador para diminuir sua concentracdo de RNA de 10 para menos de 2% (materia seca)
(Saeed, 2023).
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Apesar do crescimento e do aparecimento cada vez maior de novos produtos a base de
fungos nas prateleiras nos centros comerciais, ha uma barreira para ado¢do em larga escala
dos fungos em substituicdo a proteina animal, sua percep¢éo e aceitagdo pelos consumidores.
Nesse sentido, em um estudo recente desenvolvido por Dean et al. (2023), os autores sugerem
que a aceitacdo dos consumidores a estes alimentos estd ligada a percepcdo de
sustentabilidade, tendo em vista que estdo cada vez mais conscientes dos impactos ambientais
e motivados a adotar dietas com reducdo ou sem carne. A aceitacdo dos consumidores
também esta ligada a adequacdo cultural e culinaria dos produtos cérneos alternativos. No
entanto, a neofobia alimentar e a tecnoldgica sao barreiras significativas para estes produtos.
Consumidores mostram resisténcia a experimentar, comprar e pagar mais por novos produtos
em razao das incertezas em relacdo aos méetodos de producao e as percepcdes de impureza.

Diante deste cenario, este artigo busca oferecer uma visdo abrangente das pesquisas
cientificas desenvolvidas mais recentemente para a producdo de ingredientes e alimentos
alternativos a base de fungos. Destacamos 0s avancos recentes e discutimos as perspectivas

futuras, visando a contribuir para o avanco continuo da industria de proteinas alternativas.

3.2 Fungos Filamentosos

O reino dos fungos € composto por uma variedade de organismos, como leveduras,
bolores e cogumelos. Eles séo diferentes do reino das plantas, animais e bactérias porque suas
células tém as paredes feitas de quitina e glucanos, ao contrario das células vegetais, que tém
celulose. Essas caracteristicas fazem com que eles sejam agrupados em um grupo chamado
Eumycota, que é diferente dos grupos Myxomycetes e Oomycetes, que sdo estruturalmente
similares (Miguel; Naranjo & Toni, 2019).

Os fungos estdo amplamente distribuidos pelo mundo, podendo ser encontrados no
solo, na matéria organica em decomposicdo, como simbiontes e parasitas de plantas, animais e
outros fungos. Eles desempenham papéis indispensaveis na decomposicdo da matéria organica
e nos ciclos de nutrientes. Além disso, eles tém sido historicamente utilizados como fonte de
alimento, como agentes levedantes na producédo de pédo e na fermentagdo de alimentos como
vinho, cerveja e molho de soja. Desde a década de 1940, os fungos também sdo utilizados na
producdo de antibioticos (zhgun, 2023) e, mais recentemente, varias enzimas produzidas por
eles sdo utilizadas na industria e em detergentes. Além disso, eles sdo usados como agentes

bioldgicos no controle de ervas daninhas e pragas agricolas (Shah, 2003.).
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Em termos de morfologia, a maioria dos fungos se desenvolve como hifas, que séo
estruturas filamentosas em forma de cilindro. Essas hifas podem ser divididas em
compartimentos por septos, ou podem ser multinucleadas e ndo compartimentadas (Figura 1).
Algumas espécies de fungos desenvolveram estruturas especializadas para absorver nutrientes
de hospedeiros vivos, como o0s haustorios em fungos parasitas de plantas e os arbusculos em

fungos micorrizicos (Madigan et al., 2016).

* Nucleus — » Septa
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» Septate hyphae

Figura 1 - Estruturas morfoldgicas dos fungos
Fonte: Madigan et al. (2016)
3.3 Tipos de processos utilizados na fabricacéo de produtos fungi-based
3.3.1 Processo fermentativo como ferramenta para producao de ingredientes

fungi-based

Existem trés  principais métodos de desenvolver um processo de fermentacdo:
fermentacdo em meio sélido ou SSF, fermentacdo na superficie de um liquido ou LSSF e
fermentacdo submersa. Cada um desses métodos permite a producdo de biomassa microbiana
e de proteinas (Schmidell et al., 2001).

Na fermentacdo em meio solido, os microrganismos sdo cultivados em um substrato
solido, como grdos ou cascas de cereais. Esses microrganismos se desenvolvem na superficie
do substrato, formando uma camada de biomassa. O resultado é a producdo de uma biomassa
rica em microrganismos que, normalmente, aumentam o conteido de proteinas (Che, 2013).
Este tipo de fermentacdo é comumente utilizado quando se trata de fungos, principalmente
pela sua capacidade de penetrar no espaco substrato sélido e colonizar todo a matéria
organica.

Na fermentacdo na superficie de um meio liquido, os microrganismos sdo cultivados
na superficie de um liquido, como um caldo nutritivo. Nesse método, 0s microrganismos se
multiplicam e formam uma camada de biomassa na superficie liquida. Essa camada de
biomassa também € rica em microrganismos e proteinas, esse tipo de fermentacdo apesar de

ndo ser muito comum pode ser aplicado para producdo de materiais semelhantes a couro a
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partir de micélio. Empresas como Ecovative, Mycoworks e Mycotech patentearam varias
variacdes desse método (Bentangan et al., 2020, Kaplan-Bie et al., 2022).

Na fermentacdo submersa, os microrganismos sdo cultivados em um meio liquido, no
qual estdo completamente submersos. Nesse método, os microrganismos se multiplicam e se
dispersam por todo o liquido, formando uma solucdo rica em biomassa e proteinas (Schmidell
etal., 2001).

Cada método de cultivo apresenta suas vantagens e desvantagens, estando sua escolha
relacionada principalmente com as caracteristicas dos substratos utilizados para o cultivo e as
caracteristicas e bioprocessos relacionados ao microrganismo de interesse. Recentemente,
varios estudos tém explorado a utilizacdo de residuos agroalimentares na fermentacao fungica,
destacando os resultados promissores na producao de compostos bioativos e na valorizagédo de
subprodutos agricolas, especialmente com fermentacdo em estado sélido e submersa. A
Tabela 1 apresenta um resumo de pesquisas recentes, Ultimos quatro anos, em que foram
utilizados residuos agroalimentares para fermentacdo com fungos. Observa-se uma grande
versatilidade dos fungos para producdo dos mais diversos produtos, destacando-se, no caso, a
utilizacdo de subprodutos agroalimentares para a fermentacdo em estado sélido.
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Tabela 1 - Prospeccéo de trabalhos cientificos que utilizaram fermentacdo fingica como modificacdo de substratos para producédo de ingredientes

Substrato Fermentacéo Microrganismo Caracteristicas do produto Referéncias
Anacardium Estado sdlido Rhizopus O produto fermentado seco a 70°C se mostrou um De Lima et al. (2021).
othonianum Rizz oligosporus ingrediente rico em proteina (14,99 ¢/100g),

apresentando atividade antioxidante e baixo teor
lipidico (1,95g/100g).

Bagaco de maca Estado solido Zygomycetes A Fermentagdo com U. isabellina produziu um teor  pulf; VVodnar & Dulf (2023).
de GLA 12,72% maior em comparagdo com A.
elegans (3,85 g GLA/kg DW de bagaco).
A. elegans exibiu maior produtividade de
carotenoides (B-caroteno, luteina e zeaxantina)

Farelo de trigo, casca Estado solido Cryphonectria A fermentagdo produziu um complexo de proteinas Savino et al. (2021).
de arroz e borra de café parasitica em substratos de farelo de trigo, tendo sido a
usada atividade da protease aspartica obtida, com valores

acima de 2.000 UA/g.
A atividade enziméatica maxima foi detectada, com
valores de 3.980,6UA/g s, 4.123,5 UA/g sf e 3.703,2
UA/g sf, nos diferentes substratos testados.
A atividade da protease foi de 133,6 UA/Q .
Bagaco de Mandioca Estado solido Bacillus sp Alta producdo de amilase, atingindo o maximo de Né&o Gois & Silva (2020).
437,76 Ul/g (equivalente a 87,55 U/mL de extrato
enzimatico bruto)
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Farelo de cereais,
sabugo de milho

Subprodutos lacteos

Estado solido

Estado solido e
Fermentacdo submersa

Monascus
purpureus, M.
pilosus, M.
ruber

Saccharomyces
cerevisiae and
Lactobacillus

spp

Producéo de pigmentos naturais (vermelho, laranja
e amarelo) e compostos bioativos, incluindo
monacolinas, que podem ajudar a reduzir os niveis
de colesterol.

Producdo de enzimas que auxiliam na digestdo de
proteinas, decomposicdo de perdxidos e quebra de
lactose. Essas enzimas sdo aplicaveis na producéao
de alimentos funcionais e laticinios para melhorar a
digestibilidade, reduzir intolerdncia & lactose e
aumentar a seguranca alimentar.;

Nao

Néo

Srianta et al. (2021).

Shahrajabian, M.H. & Lin,
M. (2022).
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3.4 Fermentacao de preciséo e seu potencial para producao de insumos e ingredientes

fungi based

Nos ultimos anos, vem sendo utilizado com muita frequéncia o termo "fermentacéo de
precisdo” para descrever processos fermentativos otimizados que envolvem o uso de
microrganismos geneticamente modificados, OGMs, para atuarem como "industrias celulares”
e produzirem ingredientes alimentares funcionais de alto valor, como enzimas, lipidios,
carboidratos, vitaminas, aromatizantes, corantes, antioxidantes e conservantes, com alta
pureza e rendimento (Mazumdar; Pichler, 2020). Esses ingredientes normalmente seriam
produzidos de forma insustentavel através de agricultura, pecuaria, extracdo em larga escala
ou sintese organica. Entretanto, a fermentacdo de precisdo oferece uma alternativa viavel que
estd ligada a engenharia metabolica (Teng et al., 2021), que envolve a manipulacdo genética
de microrganismos para produzir produtos que eles naturalmente ndo produzem (Boukid,
2023).

A engenharia metabdlica utiliza uma serie de abordagens e técnicas, incluindo
bioinformatica, sequenciamento de Ultima geracdo, triagem de bibliotecas combinatdrias,
biologia sintética, engenharia enzimatica, clonagem molecular, analise comparativa
multibmica, modelagem cinética e aprendizado de méaquina. Essas ferramentas ajudam a
otimizar cepas microbianas, suas vias metabdlicas especificas, rendimentos de produtos e
escalonamento dos bioprocessos (upstrean) e recuperacdo dos produtos (downstrean),
permitindo a producédo em larga escala de ingredientes valiosos (Shi et al., 2022).

A ascensdo da fermentacdo de precisdo como uma tendéncia alimentar veio com a
chamada na quarta revolucdo da inddstria alimenticia (Hassoun et al., 2022), fenémeno que
vem ganhando forca nos ultimos anos. Os avan¢os na biologia de precisdo tém permitido a
programacado de microrganismos para a producdo de moléculas organicas complexas (Tubb &
Seba, 2019), o que tem aberto novas possibilidades para a industria alimenticia.

A Figura 2 mostra como as tecnologias atuais de biologia molecular e bioinformética
podem trazer vantagens aos processos de fermentacdo de precisdo. A principio, uma gama de
métodos de engenharia genética e metabdlicos pode ser aplicada como CRISPR-Cas,
Clonagem molecular, técnicas multibmicas, podendo, com auxilio de bancos genémicos,
buscar e obter sequéncias de interesse, que podem ser incorporadas aos microrganismos que
servirdo de chassi biologico, podendo ser leveduras, fungos filamentosos, bactérias, entre
outros. Essas cepas, potencializadas, passardo por um processo de fermentagdo, agora de

precisdo, cujo objetivo € maximizar a producdo do produto de interesse. A adogdo dessa
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metodologia garante algumas vantagens como um processo mais eficiente, apresentando altos
rendimentos, impactando na reducdo do custo de producdo, na obtencdo de produtos com
valores nutritivos maiores, maiores niveis de seguranga, considerando que 0S genes que
produzem moléculas potencialmente tdxicas podem ser inibidos, e, por fim, produtos com

perfis sensoriais.

Vantagens
) Processos eficientes
| Custosreduzidos
CRISPR-Cas 9 . 1 Produtividade
_' ) Seguranga
. N + Nutrigao
Triagem de alto \\ ! ¢
desempenho el 1 Caracteristicas sensoriais
Tecnologia de |
DNA recombinante
| | oll[i=1
Métodos de precisao Q0. 3
Sequenciamento Seel /
de Nova Geragao “ “ /
. Fermentagio //
Clonagem Fungos N\_ dePrecisio
molecular filamentosos /
N\ /
e 35/
/
Multiomica

Macro fungos

Figura 2 - Esquema da aplicacdo de métodos de precisdo na fermentacao de fungos
Fonte: Adaptado de Chai, Kong F. et al. (2022)

Contudo, a comercializacdo da tecnologia de microrganismos OGMs para alimentos
enfrenta varios desafios em razdo de preocupagdes publicas sobre seguranca, rotulagem e
regulamentacdo (Burke, 2012). Isso levou a buscar estratégias alternativas para desenvolver
microrganismos ndo OGM mais funcionais por meio de métodos convencionais (Pérez et al.,
2015). A aplicacdo da fermentacdo de precisdo na producdo de proteinas, lipidios e
carboidratos tem surgido como uma solucdo promissora para transformar os sistemas
alimentares em escala global, com énfase na sustentabilidade (Boukid, 2023).

Este método tem permitido a producdo de proteinas de alta qualidade e valor

nutricional. 1sso pode ser particularmente valioso em mercados emergentes, onde a
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disponibilidade de alimentos ricos em proteina pode ser limitada. Este método  tem sido
aplicado com sucesso na producdo de lipidios de interesse para a industria alimenticia, como
acidos graxos essenciais (AGEs) e fosfolipidos. Estes ingredientes tém potencial para serem
incorporados em alimentos funcionais e produtos de bebida, aumentando sua demanda no

mercado (Gomez et al., 2021).

3.5 Fungos utilizados na fermentacéo de precisdo

3.5.1 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, historicamente associado a producdo de pdo, cerveja e
vinho, é o modelo de hospedeiro microbiano eucariético mais extensivamente caracterizado.
Seu genoma foi completamente sequenciado e anotado, tendo modelos metabdlicos
abrangentes disponiveis. Além disso, sua tratabilidade genética e designacdo geralmente
considerada segura (GRAS) consolidam sua posicdo como o chassi padréo-ouro para
producdo biotecnoldgica, rivalizando com a bactéria Escherichia coli.

Recentemente, a empresa de biotecnologia evolva teve sucesso comercializando
diversos compostos, como vanilina (aromatizante), nootkatone e valenceno (ambos compostos
aromaticos), L-arabinose (substituto do acucar) e resveratrol (ingrediente funcional). Todos
esses compostos foram produzidos utilizando cepas recombinantes de S. cerevisiae como
chassi microbiano. A metodologia utilizada é baseada na incorporacdo do material genético de
interesse a um vetor pela enzima DNA ligase, gerando moléculas de DNA recombinante
(Figura 3). Posteriormente, essas moléculas sdo inseridas nos chassis microbianos em uma
etapa chamada transformacdo, e as células transformadas sdo cultivadas para expressar as
moléculas de interesse (Cohen et al., 1973).

Outras moléculas também foram produzidas por essa metodologia, como carotenoides,
incluindo o licopeno, que sdo produzidos em escala industrial através de métodos de
engenharia geneética. Glicosideos de esteviol, um substituto natural do agucar, s&o
comercializados como EverSweet™ pela Cargill (EUA), demonstrando ainda mais o potencial

de S. cerevisiae na producgdo de compostos de alto valor agregado.
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Figura 3 - Esquema da aplicacdo da metodologia do DNA recombinante para geracdo de
chassis microbiano e producéo de moléculas de interesse.
Fonte: Cohen et al. (1973)

3.5.2 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica, anteriormente Candida lipolytica, é uma levedura oleaginosa
amplamente distribuida na natureza, destacando-se por sua robusta tolerancia a pH, solventes
e sal. Emergindo como um modelo promissor de chassi de levedura, sua capacidade
metabdlica Unica para degradar substratos hidrofébicos e lipofilicos, juntamente com sua
habilidade de acumular até 40% de lipidios no peso de células secas, a posiciona como um
chassi de exceléncia para a producdo recombinante de produtos derivados de lipidios ou
acidos graxos (PARK et al., 2020). Historicamente, Y. lipolytica tem sido empregada na
producdo de &cido citrico, proteina unicelular para alimentacdo animal e compostos de aroma
alimentar y-decalactona, através da biotransformacdo do substrato ndo natural ricinoleato
(Madzak, 2018). Substitutos naturais do aclcar, como rebaudiosideos A e M, sdo agora
produzidos de forma recombinante por meio da engenharia genética de Y. lipolytica e
comercializados pela DSM (Holanda), assim como acidos graxos Omega-3, acido
eicosapentaenoico (EPA) e &cido docosahexaenoico (DHA), promotores da saude, sob a
marca New Harvest™. A producdo recombinante de licopeno também alcangou escala

comercial (Niehus et al., 2018).
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3.5.3 Komagataella phaffii

Komagataella phaffii, anteriormente Pichia pastoris, € outro modelo emergente de
levedura oleaginosa (Vogl & Glieder, 2013), amplamente estudada pela sua capacidade
metilotrofica unica, diferenciando-se de S. cerevisiae e Y. lipolytica. Sua notavel seletividade
na secrecdo de proteinas extracelulares, preferencialmente proteinas recombinantes, posiciona
K. phaffii como um chassi de levedura altamente eficiente, preferida para a producdo de
proteinas eucariéticas recombinantes. Este chassi tem sido empregado com sucesso na
producdo industrial de varias enzimas recombinantes (Bustos et al., 2022.)

Um avanco significativo na biotecnologia alimentar recente foi a producdo de
leghemoglobina de soja recombinante por K. phaffii, utilizada como aromatizante "semelhante
ao sangue" em produtos comerciais de carne a base de plantas da Impossible Foods™
(McClements & Grossmann, 2021).

Além disso, a mioglobina bovina recombinante (Motif FoodWorks™) e o ovomucoide de
galinha (The EVERY Company™), produzidos a partir de K. phaffii, receberam aprovagéo da
Food and Drug Administration (FDA), para uso alimentar (Chen et al., 2020).

Atualmente, K. phaffii mostra-se promissor na producdo de taumatina recombinante, um
substituto proteico de agucar de origem vegetal recentemente aprovado pela FDA EUA e pela
Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), sendo 100.000 vezes mais
doce que a sacarose numa base molar (Aguilar et al., 2011).

3.5.4 Aspergillus spp.

O género Aspergillus desempenha papel fundamental na biotecnologia industrial de
fungos, com destaque para Aspergillus niger e Aspergillus oryzae. Essas espécies tém sido
tradicionalmente utilizadas em diversas fermentacdes alimentares para a producao de vinagre,
vinho, molhos e carne fermentada. Ambas tém status GRAS e sdo reconhecidas como
produtores industriais bem estabelecidos de uma ampla gama de enzimas para o
processamento de alimentos (Ntana et al., 2020). Em razdo de suas excelentes capacidades
metabdlicas e produtivas, além de um perfil de seguranca favoravel e de um portfolio prolifico
de produtos, A. niger pode ser considerado o modelo de chassi de molde biotecnoldgico.

O uso de espécies de Aspergillus em biotecnologia teve inicio ha, aproximadamente,

um século, quando James Currie, um quimico alimentar, em 1917 descobriu que o fungo
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filamentoso A. niger era capaz de produzir acido citrico, um aditivo alimentar e de bebidas,
que era convencionalmente extraido de frutas citricas. Desde entdo, a producdo de &cido
citrico agora feita em culturas de A. niger, que crescem em meios minimos baratos a base de
acucar, tornou-se um negocio multibilionario (Papagianni, 2007).

Além de acido citrico, este fungo é capaz de produzir uma gama muito grande de
moléculas de interesse comercial. Empresas como AB Enzymes, BASF, Chr. Hansen, DuPont
e Novozymes séo apenas alguns exemplos de empresas que usaram ou ainda usam espécies de
Aspergillus na fabricacdo em larga escala de produtos comerciais, como acidos organicos,

enzimas, proteinas e metabolitos secundarios (Meyer et al., 2016).

3.5.5 Trichoderma reesei

Trichoderma reesei tem uma longa historia de uso na industria de biorrefinarias e
biocombustiveis, gracas a sua capacidade altamente eficiente de secrecdo de hemicelulase e
celulase. Atualmente, T. reesei também é responsavel pela producdo industrial de diversas
enzimas alimentares, como celulase, carboidrases, proteases, lipases e lisozima. Por meio de
técnicas de evolucdo dirigida, T. reesei pode alcancar titulos extremamente elevados de
proteinas secretadas, despertando um grande interesse na industria de proteinas alternativas.
(Luo et al., 2020).

Produtos notaveis incluem a [-lactoglobulina bovina recombinante, principal
ingrediente do soro de leite livre de origem animal vendido pela Perfect Day™, e uma cepa
recombinante produtora de ovalbumina, da startup finlandesa de tecnologia de alimentos
Onego Bio, que estd se preparando para sua comercializagdo como um produto proteico

unicelular.

3.5.6 Fusarium spp.

Estudos tém focado na utilizagdo de Fusarium solani para a sintese de ésteres de
sabor, otimizando o processo para producdo de compostos desejaveis na industria alimenticia.
A pesquisa mostrou que Fusarium solani pode ser eficaz na biotransformacéo de substratos,
produzindo compostos como ésteres que sao utilizados como agentes flavorizantes em

diversos produtos alimenticios (Barros et al., 2012).
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Outro estudo explorou a capacidade de Fusarium oxysporum em processos de bio-
oxidacdo para a industria de sabores, destacando a producdo de compostos como R-(+)-a-
terpineol a partir da biotransformacéo de limoneno. Este processo é altamente valorizado na
producdo de aromas naturais, substituindo métodos quimicos tradicionais, que podem ser

menos sustentaveis (Bicas et al., 2008).

5.6 Uso de fermentacéo de precisdo para a producéo de ingredientes fungi-based

A fermentacdo de precisdto é uma abordagem avancada que permite um
direcionamento da maquinaria celular ou seja do seu metabolismo, para otimizar a producao
de compostos especificos, desempenhando papel importante na sintese de ingredientes de
proteinas alternativas de alta qualidade. Além disso, técnicas modernas de isolamento e
selecdo de microrganismos tém permitido a identificacdo de cepas fangicas com potencial
para a producdo de compostos de interesse para a industria alimenticia (Augustin et al., 2023).

Avancos recentes no campo da biotecnologia tém possibilitado a modificacdo genética
de fungos para aumentar a producdo de compostos desejaveis e melhorar suas propriedades
nutricionais e funcionais. Essa abordagem tem impulsionado ainda mais a utilizacdo de fungos
na producdo de ingredientes fontes de proteinas alternativas, oferecendo novas oportunidades
para a criacdo de alimentos sustentaveis e nutritivos.

Chezan et al. (2022) avaliaram 0s aspectos que influenciam no consumo de proteina
fangica, em substituicdo a carne animal, e mostraram que, embora a aceitacdo seja
influenciada pela familiaridade, contexto da refei¢do e estigma do mofo, a sustentabilidade é
uma preocupacdo. No entanto, a aceitacdo também é impactada diretamente pela experiéncia
sensorial. O estudo indica necessidade de aumentar o apelo no mercado ao aprimorar o sabor
das proteinas fungicas.

Entre os produtos que estdo sendo pesquisados ou ja estdo sendo comercializados com
a fermentacdo de precisdo, chama atencdo a leghemoglobina (ou legHb) de soja, produzida
pela levedura modificada Pichia pastoris, que confere aos hambdrgueres vegetais da
Impossible Foods o sabor e a cor caracteristicos da carne animal (Ismail; Hwang & Joo.,
2020). Outra proteina heme derivada de levedura é a Hemami™ (Motif FoodWorks, Boston,
MA, EUA), que melhora o sabor umami e o0 aroma de carne, potencialmente elevando a

aceitacdo dos consumidores por produtos a base de plantas.
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Além disso, a fermentagdo de precisdo é utilizada para produzir gorduras com
estruturas moleculares semelhantes as estruturas de gorduras animais. A Melt & Marble, por
exemplo, desenvolveu uma alternativa a gordura bovina por meio de leveduras e fermentacdo
de precisdo (Teng et al., 2021). Em termos de vitaminas, a cofermentacdo de
Propionibacterium freudenreichii e Lactobacillus brevis em farelo de trigo tem gerado
quantidades significativas de vitamina B12, que pode ser usada para fortificar produtos
carneos vegetais, compensando sua auséncia natural em fontes vegetais (Xie et al., 2019).

Enzimas derivadas de fermentagdo de precisdo também podem atuar como pds-
processadores, solucionando limitacGes funcionais das proteinas vegetais. Empresas
estabelecidas no setor de enzimas podem usar sua expertise para criar um portfolio
personalizado de enzimas, enfrentando os desafios das proteinas vegetais. Além disso, a
biologia computacional "Omica"™ e a engenharia de processos ajudam a identificar e
desenvolver novas variantes com funcionalidades aprimoradas.

A fermentacdo de precisdo também esta sendo utilizada para producéo de proteinas do
ovo, como a ovalbumina (OVA), utilizando como agente produtor o fungo Trichoderma
reesei (Tr-OVA), que pode se tornar um substituto sustentavel para a proteina em p6 da clara
do ovo de galinha - um ingrediente amplamente utilizado na industria alimenticia (Jarvio et
al., 2021).

Em uma pesquisa que avaliou a aceitacdo do consumidor em relagdo a ovos
produzidos por fermentacdo de precisdo, os resultados  indicam que os ovoprodutos
fabricados com fermentacdo de precisdo (PF) tém boas chances de encontrar um mercado
receptivo. Uma proporcao significativa (51-61%) de consumidores nos EUA, Alemanha e

Singapura esta, pelo menos, disposta a experimentar esses produtos (Zollman et al., 2023).

3.7 Fermentacdo de biomassa e potencial de producao de single cell protein

O termo "proteina de célula unica" (SCP) é usado para descrever qualquer proteina
obtida a partir de fontes microbianas, seja na forma de biomassa ou de proteina isolada. Essas
proteinas sdo produzidas com o objetivo de serem usadas como suplementos alimentares ricos
em proteinas, tanto para humanos quanto para animais, podendo ser de origem vegetal ou
animal. Varios microrganismos sdo utilizados para a producdo de proteinas unicelulares,
incluindo bactérias (por exemplo, Rhodobacter capsulatus), leveduras (por exemplo,
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Candida utilis, Torulopsis glabrata e Geotrichum
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candidum), algas (por exemplo, Spirulina, suplemento dietético, e Chlorella) e fungos (como
Aspergillus oryzae, Fusarium venenatum, Trichoderma e Rhizopus) (Ritala, 2017).

SCP é composta por células secas de microrganismos ou proteina total extraida da
biomassa, constituindo uma fonte barata e rica de proteina de alta qualidade (~50-80% em
base seca). Alem disso, contém carboidratos, vitaminas, minerais e outros elementos como
fosforo e potassio (Malav et al., 2017).

Os SCPs oferecem vérias vantagens em compara¢do com as proteinas tradicionais.
Eles podem ser produzidos durante todo o ano, requerendo menos espago e tempo. O teor total
de proteinas e a composicao dos SCPs variam conforme a fonte microbiana. Por exemplo, 0s
SCPs derivados de fungos e leveduras tém um contetudo proteico de 50-55%, com pequenas
quantidades de metionina e cisteina (Saeed et al., 2016). Em contraste, os SCPs bacterianos
contém 60-80% de proteina, com um alto teor de metionina e lisina (Suman et al., 2015).

A Tabela 2 exibe os trabalhos publicados na literatura nos ultimos cinco anos,
apresentando produtos de células Unicas. Observou-se na maioria dos trabalhos analisados
que, para a producdo de SCP, prevalece nesses trabalhos a utilizacdo de fermentacédo
submersa, em que, posteriormente, o caldo fermentado contendo proteinas pode ser utilizado
para enriquecer diferentes produtos alimenticios. Todos os trabalhos analisados apresentaram
uma porcentagem de proteinas acima de 30% no caldo final, além de outros macronutrientes.
Apesar de muitos microrganismos serem utilizados, a levedura Saccharomyces cerevisiae tem
muitas aplicagdes para producdo de SPC, devido ao fato de essa levedura ser utilizada como

modelo para uma gama de aplicac6es biotecnologicas.
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Tabela 2 - Prospeccéo de trabalhos cientificos que utilizaram proteina de microrganismos de célula Unica para producéo de ingredientes ou
produtos alimenticios

] ] Tipo de Analise aproximada do  Aplicacdo do o o
Microrganismo . Substrato Principais Resultados Referéncia
Fermentacéo SCP SCP
Maior rendimento de SCP foi obtido na
temperatura de incubacdo de 30 °. A casca de
batata apresentou 0 méximo rendimento de SCP
x . . e a casca de citrinos produziu o menor teor de
subprodutos de frutas e Pdo enriquecido SCP. A adicdo de sulfato de aménio e nitrato de
~vegetais (casca de Umidade, gordura, com  diferentes _ ~.." . ¢ o
Saccharomyces Fermentacéo . . : ~ amoénio como fonte de nitrogénio aumentou Khan et al.
L banana, casca de frutas proteina, fibra, cinzas e concentracBes de . “..~ . .
cerevisiae submersa - . significativamente 0 rendimento, (2022).
citricas, casca de batata carboidratos SCP (0, 4, 8 e : .
independentemente do tipo de desperdicio
e bagaco de cenoura) 12%)

alimentar. O SCP produzido foi considerado rico
em aminodcidos, especialmente em aminoacidos
essenciais (EAAs), em comparagdo com a
farinha de trigo.

A utilizacdo conjunta de residuos alimentares de
subprodutos de peixes, origem animal e vegetal apresentou ao final da

representados por . . fermentagdo 40,19% de proteina, 4,46% de
Saccharomyces N . Proteina bruta, umidade, S .

L Fermentacdo cabeca, visceras, pele e . L ~ . lipidio bruto, 1,08% de cinzas e 6,29% de Tropea et
cerevisiae ATCC b inh g Cinzas € lignina, gordura Ragéo animal liani ducs lavei L (2022
36858 submersa espinhas, ~cascas de o oq o graxos lignina. Houve reducéo nos agucares soltveis e al. (2022).

abacaxi, banana, maca insolGveis de 20,5% para 6,10% e de 19,15%
e frutas citricas para 2,14%, respectivamente, no final do
processo.
Yarrowia lipolytica pode converter
eficientemente residuos alimentares em SCP,
subprodutos btend final d | q
_ alimentares foram ) obtendo ao final do processo valores de
Fermentacéo - Proteina  bruta, DQO, teor de proteina de 38,8 p/p de biomassa seca;
L . retirados P . x ; Yang et al.
Yarrowia lipolytica submersa em _. x proteina soluvel, - taxa de remocdo de DQO foi de 85,5%,
- P alimentacéo do . ~ <. (2022).
dois estagios .~ carboidratos expressdes reguladas positivamente de ATP
reator de digestao : - ;
" citrato (pro-S) -liase e fumarato hidratase, classe
anaerdbica . -
11, o que resultou na sintese eficiente de SCP. .
Lactobacillus s Fermentacdo cascas de laranja, Proteinas totais, gordura, Ingrediente O SCP foi considerado rico em macronutrientes Kaur
P submersa cascas de cebola e fibra, cinzas. Propriedades funcional em vitais, como proteinas 48,34 %, gordura 2,44%, (2022).
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Tipo de

Anélise aproximadado  Aplicagdo do

Microrganismo Substrato Principais Resultados Referéncia
Fermentacéo SCP SCP
vagens de ervilha funcionais: densidade produtos fibra 2,97% e cinzas 5,93 %. As propriedades
aparente, absorcdo de agua, alimenticios. funcionais do SCP foram: densidade aparente
oleo. Capacidades: 0,62 g/lcm?, absorcdo de agua 2,31 mL/g e dleo

Cyberlindnera jadinii,

Wickerhamomyces

anomalus, Blastobotrys Fermentacdo

adeninivorans
Saccharomyces
cerevisiae

e submersa

Formacdo de espuma,
emulsao, inibicdo de DPPH
e fendis totais.

madeira de  abeto
despolpada com sulfito

enzimaticamente Proteinas totais, gordura, ,,.

i . . Alimentos
sacarificada e fibra, cinzas.
hidrolisados de

subprodutos de frango

1,89 mL/g.; e capacidade de formacdo de
espuma 12,25%, emulsdo 50,5%, inibicdo de
DPPH 38,84% e fenbis totais 10,19 mg
GAE/9)].

Ao final do processo, houve uma producdo de

0,4-0,5 g de peso seco celular e 0,2-0,3 g de

proteina por g de acucar.

B. adeninivorans destacou-se como a levedura Lapefia, et
mais versatii em termos de consumo de al. (2020).
nutrientes e, neste caso, 0s rendimentos

chegaram a 0,9 g de células e a 0,5 g de proteina

por g de agUcar.
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3.8 Perspectivas futuras

A fermentacdo utilizando substratos como subprodutos agroindustriais tem se mostrado uma
solucdo verde e sustentavel para beneficio do meio ambiente e paraa disponibilidade de alimentos.
A utilizacdo principalmente de plantas tem gerado alimentos com grandes valores nutricionais por
apresentar uma grande versatilidade tanto de substratos, como de microrganismos. Esses residuos
fornecem ingredientes/biomassa/produtos minimamente processados com propriedades sensoriais
aprimoradas e beneficios a salde. Mais pesquisas sd0 necessarias para selecionar o iniciador
adequado para fermentar materiais a base de residuos, a fim de oferecer produtos nutricionalmente
balanceados com sabor e aroma desejaveis.

A fermentacdo de precisdo poderia fornecer compostos especificos que poderiam melhorar a
qualidade dos alimentos para corresponder a mesma qualidade dos produtos de origem animal. No
entanto, seus principais desafios incluem a percepc¢do do consumidor sobre produtos geneticamente
modificados, escalabilidade e preocupaces éticas e regulamentares. Ainda falta a compreensao dos
consumidores sobre a fermentacdo de precisdo, sendo, portanto, necessdria uma maior
sensibilizacdo para as tecnologias alimentares inovadoras. No futuro, serdo necessarios estudos
sensoriais qualitativos e quantitativos para uma melhor compreensdo da aceitacdo/rejeicdo do
consumidor a fermentacdo de precisdo. A digestibilidade de produtos a base de fungos seus efeitos
na composi¢cdo da microbiota intestinal sdo pouco investigados. Esses estudos sdo de grande
relevancia para a compreensdo do impacto desses alimentos para salde humana. No entanto, com o
avanco das pesquisas e a disponibilidade de novos produtos no mercado, a fermentacdo de precisao
poderd fornecer alimentos de qualidade nutricional para garantir a disponibilidade de alimentos no
futuro.

Ademais, a producdo de proteinas de célula Unica obtida através de microrganismos como
leveduras oferece uma alternativa sustentavel e eficiente para suplementar a dieta humana. Rica em
nutrientes essenciais e de alta digestibilidade, contribui para a seguranca alimentar global e para a

reducdo da pegada ecoldgica da producéo de alimentos.
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Resumo

Os fungos da espécie Monascus sdo utilizados na Asia para a producéo de alimentos fermentados,
principalmente pela capacidade de esses fungos produzirem metabdlitos secundérios, como
pigmentos. Devido a crescente discussdo sobre o uso de corantes sintéticos e ao fato de sua ingestao
estar associada a danos a salde humana, estudos tém buscado a substituicdo desses corantes por
pigmentos naturais, e novas alternativas para a producdo desses pigmentos naturais tém sido
apresentadas. Neste contexto, os pigmentos Monascus sdo uma alternativa viavel para aplicacdo na
indUstria alimenticia. Este estudo teve como objetivo avaliar diferentes fontes principais de carbono
e condicbes de pH na producdo de pigmento vermelho de Monascus sp. Descobrimos que 0
manitol, quando utilizado como Unica fonte de carbono, estimulou a producdo de pigmento
vermelho extracelular, atingindo concentracdo de 8,36 UA em 48 h, enquanto glicose e sacarose
atingiram concentragfes de 1,08 e 1,34 UA, respectivamente. O cultivo em biorreator utilizando
manitol apresentou grande potencial para otimizar a producdo de pigmento e obter alta
concentracdo de pigmento extracelular em curto espacgo de tempo, atingindo concentracdo de 25 UA
em 60 h de cultivo. A mudanca no pH alterou a producdo de pigmento vermelho extracelular em
meio de cultura contendo manitol como fonte de carbono, demonstrando menor potencial do que o
uso de pH estatico durante o cultivo em biorreator. O manitol provou ser uma fonte eficiente de
carbono para M. pupureus sob condi¢cdes de pH estatico, tanto para cultivo em frasco quanto em

biorreator de bancada.

Palavras-chave: biorreatores; corante fungico; condi¢do de bioprocessos; metabolitos secundarios
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4.1 Introducéo

A cor é uma propriedade sensorial dos alimentos com papel relevante no processo de
aceitabilidade e escolha do produto pelo consumidor [1]. A industria alimenticia tem utilizado
corantes sintéticos para fornecer, melhorar ou corrigir a cor de alimentos processados [2,3]. Alguns
deles, como eritrosina, carmoisina e ponceau 4R [4], tém sido intimamente associados a efeitos
colaterais como hiperatividade em criancas, alergenicidade, problemas toxicologicos e
carcinogenicidade [5,6,7].

Nesse contexto, destacam-se pigmentos como carotenoides, antocianinas e betacianinas de

fontes naturais (plantas, animais e microrganismos) [8]. Os pigmentos naturais sdo considerados
seguros, ndo toxicos, ndo cancerigenos, biodegradaveis e com baixo risco ao meio ambiente [9]. O
comércio global de corantes naturais em 2011 foi de cerca de 600 milhdes de ddlares, equivalente a
um aumento de 29% face a 2007, com um crescimento anual superior a 7%. Nesse sentido,
destacam-se 0s pigmentos naturais obtidos por microrganismos [10].
Os pigmentos obtidos por fermentacbes microbianas apresentam diversas vantagens sobre 0S
pigmentos extraidos de fontes vegetais/animais, como baixo custo de producdo, rendimentos mais
elevados, etapas de extracdo e purificacdo mais simples e limpas, sem variacdo sazonal, bem como
facilidade de escalabilidade [11,12].

O género Monascus €& bem conhecido por produzir metab6litos como lovastatina e
polissacarideos, além de pigmentos como monascina e ankaflaina (amarelo), rubropunctatina e
monascorubrina (laranja) e rubropunctamina e monascorubramina (vermelho-parpura) (Figura 4)
[13]. O género Monascus é descrito como aerobio, saprofitico, prototréfico, meséfilo (temperatura
6tima de 30-35 °C) e com metabolismo respirofermentativo. Quando o fungo esta em meio com
excesso de glicose, Monascus sp. pode formar etanol em condicGes aerdbicas, podendo, portanto,

ser classificado como Cabtree negativo com respiracdo limitada [14].

Figura 4 -Estrutura dos pigmentos produzidos pelas espécies Monascus. Estrutura aminofilica
da rubropunctamina e da monascorubrina, que incorpora um grupo amino. Essa incorporacéo resulta
em uma mudanca de cor de laranja (rubropunctatina e monascorubrina) para vermelho-purpura
(rubropunctamina e monascorubramina).

Monascin Rubropunctatin Rubropunctamine

C1H15

Monascus purpureus Ankaflavin Monascorubrin Monascorubramine
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Monascus sp. pode produzir pigmentos tanto em fermentacéo solida, caso do arroz vermelho em
paises asiaticos como China e Japdo, quanto em processos de fermentacdo submersa [15,16]. A
fermentacdo submersa demonstrou boa homogeneizagéo e controle de pardmetros do processo
como oxigenacdo, pH e temperatura, que facilmente podem influenciar a producdo de pigmentos
Monascus [17].

Alguns estudos avaliaram o resultado da alteracdo de varios componentes do meio de cultura
e sua resposta quanto a producdo de pigmento por M. purpureus [18, 19, 20]. Esses componentes
sdo fatores que limitam o crescimento do fungo e a producdo de metabolitos. Nesse sentido, a
escolha da fonte de carbono/nitrogénio € essencial para garantir o crescimento de M. purpureus,
aléem de interferir diretamente no custo do processo produtivo. Pesquisas relacionadas a M.
purpureus indicaram que glicose [21,22], sacarose [21] e glicerol [21,22] como fontes de carbono
podem maximizar a producdo de pigmento vermelho, enquanto estudos com outras fontes de
carbono ainda s&o escassos.

O manitol é um poliol de seis carbonos, abundante na biosfera, tendo esta molécula recebido
uma infinidade de fungdes em fungos filamentosos, incluindo armazenamento de carboidratos, um
reservatorio de poder redutor, tolerancia ao estresse e deslocamento e/ou dispersao de esporos. Por
estas razdes, o manitol parece ser uma fonte interessante de carbono para o crescimento de
microrganismos, especialmente fungos [23].

Porém, até agora, até onde sabemos, o cultivo deste fungo utilizando o manitol como Unica
fonte de carbono néo foi alcangado. Por consequinte, o presente trabalho teve como objetivo avaliar
0 uso do manitol em comparacdo com outras fontes de carbono na producéo do pigmento vermelho

de M. purpureus e a ampliagdo do processo para o biorreator de bancada.

4.2. Materiais e métodos

4.2.1 Microorganismos e Meios de Cultura

A cepa de M. purpureus ATCC 36928 lote T19/05/H foi adquirida da Fundacdo Andre
Tosello — Colecéo de Culturas Tropicais (Campinas, Brasil), liofilizada e mantida sob refrigeracéo a
4 °C até ser inoculada em placas de Petri contendo meio sélido (BDA).
O meio agar batata dextrose (BDA) foi composto por infusdo de batata (200 g/L), glicose (20,0 g/L)
e agar (17,0 g/L). O meio semente foi composto por glicose (20 g/L), peptona (5 g/L), extrato de
levedura (1 g/L), KH2PO 4 (1 g/L) e MgS04.7 H20 (0,5g/L). O meio de fermentacdo foi composto
por fonte de carbono (60 g/L) (glicose, sacarose ou manitol), peptona (5 g/L), extrato de levedura (1
g/L), KH2 POs4 (1 g/L) e MgS04.7H,0 (1g /L). O pH do meio foi ajustado para 7,0 pela adicéo de
NaOH (5M) e HCI (1N). Todos os meios foram autoclavados a 121°C por 20 minutos.
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4.2.2 Cultivos de Erlenmeyer e Biorreator de Bancada

A cepa de M. purpureus foi inoculada em tubos inclinados (slants) contendo meio BDA e
incubados em estufa BOD (TECNAL, Piracicaba, Brasil) por sete dias a 30 °C. Ap6s o periodo de
incubagdo, uma suspensdo de esporos fingicos na ordem de 10° esporos/mL foi transferida para
frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio semente. Esses frascos foram incubados em agitador
orbital a 300 rpm e 28 °C por trés dias (Figura 5 (1)).
Figura 5 - Esquema de cultivo de Monascus purpureus. A etapa 1 consistiu na transferéncia do
fungo para as inclinacdes e, ap6s o tempo de incubacdo, foi feita a transferéncia das inclinacGes
para os frascos. A etapa 2 consistiu na fermentacdo em diferentes fontes de carbono. A etapa 3

consistiu no cultivo em biorreator.

o Seed preparation e Fermentation culture
- A A WA "
Monascus / \ ‘/ — \ / S \ / \\ .
6 purpureus k; ) \M; N/ \t;‘L{j/ \sﬁé/
V. I — .
/ \ ‘ < e —
~ /4 =1
9 Cultivation in bioreactor

[\ (4 [
@ @ @ Analysis of extracellular red
= = = - - ) S pigment yield
Definition of the carbon
source

ﬁ m ﬁ\ “ ? — Analysis of biomass

Um volume do caldo fermentado em meio semente de 1% (v / v) foi transferido para frascos
de 500 mL contendo 100 mL de meio de fermentacdo com uma unica fonte de carbono: manitol
(MAN), glicose (GLU) ou sacarose (SUC). Os frascos foram incubados em agitador orbital a 140
rpm e 30 °C por quatro dias, e amostras de 1 mL foram coletadas em triplicata a cada 24 horas
(Figura 2 (2)).

O cultivo em biorreator (4 L BIO-TEC-PRO TECNAL, Piracicaba, Brasil) foi feito com 3,0 L
de volume util. O pH foi controlado em 7,0, pela adicdo de NaOH 1M e HCI 1N, conforme

necessario. A temperatura foi mantida em 30°C e a concentracdo de oxigénio dissolvido (DOC) foi
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mantida acima de 40%, variando a velocidade de agitacdo com o fluxo de ar comprimido a 1
volume de ar por volume de meio por minuto (vwm). Um volume de suspensdo flngica a 1% (v/v)
foi transferido para o biorreator e amostras foram coletadas ao longo do cultivo a cada 12 h (Figura
2 (3)). Na tentativa de maximizar a producdo de pigmento extracelular, foi conduzido um segundo
experimento, variando o pH conforme relatado por Orozco e Kilikian [20]. Neste caso, o cultivo foi
iniciado com pH 5,5, posteriormente corrigido para pH 8,5 (apds 30 h de cultivo conforme
explicado no item 3.3). Para a alteracdo do pH, a demanda de oxigénio foi observada considerando

a variacdo do oxigénio dissolvido no meio (OD), medida por um sensor (Hamilton, Nevada, EUA).
4.2.3. Producéo de biomassa celular e pigmento vermelho extracelular

A determinacdo da biomassa celular foi feita pela metodologia de massa seca, método
gravimétrico. Resumidamente, uma aliquota (1 mL) de amostra em um microtubo de 2 mL,
previamente pesado e identificado, foi centrifugada a 12.000x g por 10 minutos. O sobrenadante foi
destinado a leitura do pigmento extracelular, e o sedimento celular foi ressuspenso em 1 mL de
agua destilada e novamente centrifugado, seguido de secagem em estufa a 70 °C até peso constante.
A massa seca obtida foi dividida pelo volume inicial de amostra, e a concentracao celular, expressa
em gramas por litro. Foi feita uma varredura de comprimento de onda do sobrenadante em um
espectrofotdmetro UV1800 (Shimadzu, Kyoto, Japao) para definir o comprimento de onda maximo,
que foi ajustado em 496,20 nm para coloracdo vermelha. A taxa de producdo de pigmento foi

calculada dividindo o valor obtido para concentracdo de pigmento (UA) pela biomassa (g).

4.2.4. Célculo da Taxa Méxima de Crescimento Especifico, Coeficiente de Producdo de Pigmentos

por Biomassa e Produtividade

gréafico In da concentracdo de biomassa versus tempo durante a fase exponencial da curva de

1 (N)— it
n|—=]=1
NO
(1)

Vi
O coeficiente de producdo de pigmento pela biomassa ( x) foi obtido como sendo a

crescimento celular (Equacéo 1).

inclinacdo do grafico da concentragdo de pigmento em fungdo da concentragdo de biomassa
(Equacéo 2).

Coeficiente de producio de pigmento pela biomassa (1«',5) = —

()
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Finalmente, a produtividade foi obtida usando a Equacéo 3.
Pf —Pi
tf —ti (3)

Em que P e X sfo as concentracdes de pigmento e biomassa (g/L), respectivamente, e e

Produtividade (P) =

tf sdo os tempos inicial e final, respectivamente.

4.2.5. Andlise Estatistica
O erro experimental foi obtido através do desvio padrdo das amostras em triplicata. Os resultados da
comparacdo entre fontes de carbono foram avaliados por média e desvio padrdo e submetidos a
andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey a 5% de significancia.
4.3. Resultados
4.3.1 Efeitos de Diferentes Fontes de Carbono na Producéo de Biomassa Celular por Monascus

purpureus em Frascos Agitados

A Figura 6 mostra os efeitos das diferentes fontes de carbono na producdo de biomassa celular
de M. purpureus. Nas primeiras 24 h de cultivo, o comportamento da biomassa celular ndo variou
muito nas fontes estudadas, indicando que o microrganismo estava passando por uma fase de
adaptacdo ao meio de cultivo. Apo6s a inoculacdo, a concentracdo celular muitas vezes passa por um
periodo de estase, denominado fase de laténcia, que representa um tempo de adaptacdo a seu
ambiente, quando ocorre a sintese de enzimas adaptativas. O tempo nesta fase depende tanto da
mudanc¢a na composicdo dos nutrientes quanto da idade e do tamanho do in6culo [ 24 ]. Embora o
meio de glicose utilizado neste estudo tivesse a mesma composic¢do do meio de semente, neste meio
de cultura, a concentracdo de glicose foi 3x maior (60 g/L) do que no meio de semente (20 g/L),
com aumento no gradiente de concentracdo de glicose no meio.

Figura 6 - Cultivo de Monascus purpureus apos 48 h sob diferentes fontes de carbono

(MAN: manitol, GLU: glicose e SUC: sacarose) em cultivo submerso.

MAN GLU SucC
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Ap0s 24 h, os tratamentos GLU e SUC produziram maiores concentraces de biomassa, 2,7 e
3,2 g/L, respectivamente, do que o tratamento MAN, 1 g/L. Dentro de 48 horas de cultivo, a
producdo de biomassa ndo mostrou diferenca significativa entre os tratamentos (p = 0,4996) (Figura
3).

Com 96 h de cultivo, o tratamento MAN apresentou concentracao de biomassa celular de 35,1
g/L, superando os tratamentos GLU e SUC em, aproximadamente, 2,8 e 4 vezes, respectivamente
(Figura 7).

Figura 7 - Biomassa de Monascus purpureus sob diferentes fontes de carbono (MAN: manitol,
GLU: glicose e SUC: sacarose) em cultivo submerso.
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A Tabela 3 mostra a mudanca de cores obtidas ap0s 24 e 48 h, tendo sido possivel observar
que (i) o tratamento MAN passou de uma tonalidade vermelha clara no primeiro dia para uma
tonalidade vermelha intensa no dltimo dia, obtendo uma Unica tonalidade vermelha, pico de
absorbancia, na faixa de 496,2 nm, considerado como absorbancia méaxima; (ii) o tratamento GLU
mudou de uma tonalidade amarelo dourada nas primeiras 24 h para uma tonalidade laranja ap6s 48
h de cultivo, ndo apresentando pico de absorbancia na faixa vermelha (450-600 nm); e (iii) o
tratamento SUC mudou de uma tonalidade vermelha clara para uma tonalidade laranja intensa no
ultimo dia, mostrando dois picos de absorbancia, 420,5 e 496,2 nm. A diferenca estatistica foi
demonstrada nos tratamentos MAN x GLU e MAN x SUC (p = 0,01). Embora dois picos tenham
sido obtidos no tratamento SUC, o melhor comprimento de onda para uma determinada solucéo é
aquele em que ha maior absorcéo e, portanto, menor transmisséo de luz [25]. Assim, estabeleceu-se

que a leitura da absorbancia da solucéo contendo o pigmento seria feita em 496,20 nm.
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Tabela 3 - Diferenca de cores absorvidas por espectrofotometria em 24 e 48 h sob diferentes fontes
de carbono (MAN: manitol, GLU: glicose e SUC: sacarose) em cultivo submerso.

Fonte de Carbono 24 horas 48 horas Grafico de espectro

Abs.

p
MAN | .

Absorbancia

1.27 7.96™ -
Aage.2 (AU) aae .‘ 1 ‘ .‘

GLU

a

Absorbéancia

0.44 1.03 o0
96,2 (AU) L .

suC | /V \

0,080

‘
Ags.
e
—

Absorbancia ol ——
0.91 1.20 | ,
)\.496, 2 (A U) q'uam_uu E00.00 600.00 T00.

**Mostra diferenca significativa entre as amostras (p = 0,01).
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A producéo de pigmento vermelho extracelular foi impactada pela mudanca na fonte principal
de carbono, tendo a maior producdo do pigmento sido observada no tratamento MAN (8,36 UA)
(Figura 8). Em contraste, as outras fontes de carbono testadas neste ensaio mostraram uma
concentracdo final de 1,34 e 1,08 UA para os tratamentos com GLU e SUC, respectivamente. O
pico de absorbancia (A496.2) obtido no presente estudo para o tratamento MAN, que esta
diretamente relacionada a concentracdo de pigmento vermelho, foi duas vezes maior que a obtida
por Almeida et al. [16], que utilizaram meio de cultura contendo peptona (30 g/L), farelo de milho
(42,5 g/L) e outros sais.

Figura 8 - Figura 8. Pigmento vermelho de Monascus purpureus sob diferentes fontes de

carbono (MAN: manitol, GLU: glicose e SUC: sacarose) em cultivo submerso.
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No presente trabalho, a méxima producéo do pigmento vermelho foi obtida ap6s 48 h (Figura
9) no tratamento MAN. Silbir e Goksungur [26] relataram que ndo houve producdo de pigmento
vermelho de M. purpureus ao mesmo tempo em meio contendo bagaco de cerveja hidrolisado,
glutamato monossodico (8 g / L) e ZnSO 4 .7H 2 O (0,01 g /EU). Esses autores tambem
demonstraram que a producdo de pigmento s6 excedeu 8,0 UA apos 5 dias de cultivo, embora a
proporc¢do de indculo utilizada tenha sido de 2% (v / v), ou seja, o dobro da utilizada no presente
trabalho.

Embora o manitol pareca ser uma fonte promissora de carbono para a producéo de biomassa
celular e pigmento vermelho de M. purpureus, apenas um estudo avaliou a eficiéncia combinada de
manitol, lactose e amido com semente de jaca como substrato na fermentagdo em estado sélido
[27].
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O manitol pode atuar de diferentes maneiras em fungos filamentosos, como na reserva de
carboidratos [28,29], como protetor contra estresse osmotico e oxidativo [30,31] e na esporulacao
de fungos [32,33]. No entanto, o papel do manitol parece diferir de fungo para fungo [23], sendo

assim, o papel do manitol para M. purpureus precisa de mais estudos.

4.3.2. Cultivo em um biorreator usando manitol como fonte Unica de carbono

No cultivo em biorreator utilizando manitol como unica fonte de carbono, foi obtida producéo
de pigmento vermelho por M. purpureus (Figura 9). Nas primeiras 24 h de cultivo, ndo houve
producdo de pigmento, como também mostra a taxa de producdo de pigmento (Figura 12B). Esse
comportamento ja tinha sido descrito por Silbir e Goksungur [26] e pode indicar que o pigmento é
um metabolito secundario, e sua producdo ocorre exclusivamente apds a fase de crescimento

exponencial do microrganismo [34].

Figura 9 - Producgé&o de pigmento vermelho de Monascus purpureus sob manitol como fonte de
carbono (MAN) em cultivo submerso em biorreator com pH estético.
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Ap0s 61 h de cultivo, foram  obtidos um perfil de producéo exponencial acentuado durante a
fase estacionaria de crescimento celular e uma maior concentragcdo de pigmento (25,5 UA), trés
vezes maior do que a obtida em frascos agitados com 0 mesmo meio de cultura, conforme descrito
na Secdo 3.1. Isto provavelmente foi devido ao controle de parametros que era possivel no
biorreator, como (i) pH, que foi mantido em 7 durante todo o cultivo do biorreator pela adi¢do de
NaOH 1M e HCL 1M por necessidade, e (ii) uma porcentagem de oxigénio dissolvido, que foi
mantida em 40% para toda a cultura, variando agitacdo e 1 vmm de aeracdo. Nossa hipotese é que a

manutencdo desses parametros no biorreator diminuiu o tempo necessario para atingir uma alta
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concentracdo de pigmento no meio. Embora Silbir e Goksungur [26] tenham demonstrado a
possibilidade de obtencdo de producdo de pigmento vermelho acima de 20 UA ap6s 7 dias de
cultivo, no presente trabalho encontramos essa concentra¢do de pigmento em apenas 61 h. Até onde
sabemos, nosso resultado € a maior concentracdo de pigmento produzido por esse fungo obtida no
menor tempo em um biorreator.

Apo6s 48 h de cultivo em biorreator de bancada, Figura 7, foi obtida a maxima biomassa de
Monascus purpureus (13,97 g/L), depois disso, foi observada  diminuicdo na biomassa celular,
embora a producdo de pigmento continuasse a aumentar até 61 h (Figura 6). Essa diminuicdo da
biomassa pode ser atribuida a autolise celular, que é a destruicdo de uma célula pela acdo de
enzimas produzidas por esse microrganismo [19].

Figura 10 - Biomassa de Monascus purpureus sob manitol como fonte de carbono (MAN) em
cultivo submerso em biorreator com pH estatico.
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Orozco e Kilikian [ 20 ] observaram alta producdo de pigmento vermelho (11,3 UA) de M.
purpureus CCT3802 quando alteraram o pH de 5,5 na fase de crescimento do microrganismo para
8,5 na fase de producdo de pigmento. Na tentativa de aumentar a producdo de pigmentos, alteramos
0 pH estético ao longo do cultivo previamente testado para uma cultura com variagdo de pH de
5,5,,na fase de crescimento do microrganismo, a 8,5, na fase de produgéo de pigmentos.

A alteracdo do pH ocorreu quando uma menor demanda de oxigénio dissolvido (OD) pelo
microrganismo foi detectada pelo sensor do biorreator, conforme indicado pela diminuicdo da
velocidade de agitagdo com fluxo constante de ar comprimido ( Figura 8 A). Esta estratégia foi
adotada considerando a relacdo entre a fase de crescimento microbiano e a demanda de oxigénio
relatada por Pinches e Pallent [ 35 ]. Esses autores descreveram que a diminui¢do da concentracdo
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PO2 (%)

de OD nos meios de cultura ocorre em razdo da alta demanda durante o rapido crescimento do
microrganismo até atingir a fase estacionaria, com consequente aumento da concentracdo de OD, na
medida em que a demanda se torna menor. Este perfil de DO também se ajusta ao comportamento

de outros microrganismos descritos na literatura [ 36 ].
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Figura 11 - Concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) (linha preta) porcentagem de oxigénio
(PO.) e agitagdo (linha vermelha) (A) e biomassa (g/L) (B) em rotagfes por minuto (rpm) do
Monascus purpureus com manitol como fonte de carbono (MAN) em cultivo submerso em

biorreator com variagdo de pH.
No presente trabalho, o0 OD diminuiu nas primeiras 20 h de cultivo sem alterar a velocidade de

agitacdo (200 rpm). Apoés isso, houve aumento da agitagdo para suprir a demanda de oxigénio
requerida pelos microrganismos, atingindo 450 rpm na trigésima hora, indicando aumento da
atividade celular. Apds 30 h de cultivo, a demanda de oxigénio diminuiu, indicando a fase
estacionaria de crescimento dos microrganismos, observada pela diminuicdo da necessidade de
agitacdo (linha vermelha, Figura 8 A). Neste momento, houve mudanga de pH para 8,5, indicada
pela seta na Figura 8 A.

Durante as primeiras 24 h de cultivo (pH 5,5), observamos crescimento celular acelerado e alto
rendimento em biomassa celular ( Figura 8 B) (47,9 g/L de biomassa seca) em comparagdo com 0
crescimento observado na cultura com pH constante 7 (2,64g/L). As 38 h de cultivo, houve
tendéncia a diminuicdo da biomassa celular, o que coincidiu com o0 momento em que o pH foi

alterado de 5,5 para 8,5, confirmando o que observamos através da demanda de OD. No presente
46
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trabalho, um pH de 5,5 mostrou maior producdo de biomassa, mas a alteracdo do pH para 8,5 (as
37 h) para a etapa de producdo do pigmento ndo aumentou a concentragédo extracelular do pigmento
vermelho, diferentemente do relatado por Orozco e Kilikian [20].

A Figura 9 mostra a producdo de pigmento vermelho por Monascus purpureus no biorreator
variando o pH. Embora o fungo tenha comecado a produzir pigmentos ap6s 30 h de cultivo, como
ocorreu nos demais experimentos, a concentragdo maxima de pigmento foi obtida ap6s 48 h de
cultivo, com valor de 5,65 UA, valor abaixo do encontrado para o experimento com pH estético, ao
mesmo tempo (9,1 UA) ( Figura 6 ). Alem disso, em nenhum momento em que o experimento foi

controlado houve producdo de pigmento demonstrada no experimento anterior.

Figura 12 - (A) Producéo de pigmento vermelho Monascus purpureus sob manitol como fonte de
carbono (MAN) em cultivo submerso em biorreator com pH varidvel do meio, e (B) taxa de
producdo de pigmento sob manitol como fonte de carbono (MAN) em cultivo submerso em
biorreator.
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Por fim, o célculo da taxa de producdo de pigmento (12 B) corroborou os resultados
discutidos anteriormente: (i) ndo houve producdo de pigmento nas primeiras 24 h para o tratamento
com pH variavel, enquanto ocorreu alguma producdo de pigmento para o tratamento com pH
estatico; e (ii) a taxa de producdo de pigmento foi muito maior no tratamento com pH estatico em

comparagdo com o tratamento com pH variavel.

4.3.3 Célculo da Taxa Maxima de Crescimento Especifico, Coeficiente de Producéo de
Pigmentos por Biomassa e Produtividade

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos para taxa maxima de crescimento especifico

coeficiente de
(_4. U) p (_4 U)
T\ 9 / e produtividade h 4. Embora os cultivos em biorreatores de bancada com pH estatico

Hmax(p=2) producéo de pigmentos por biomassa

ou variado tenham resultado em diferentes rendimentos de biomassa, as taxas maximas de
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crescimento especifico foram muito semelhantes (0,23 h™). Isso pode ser um indicio de que a
alteracdo do pH na cultura pode ndo causar variacdo na velocidade especifica méxima de
crescimento celular, mas apenas aumento na producéo de pigmentos.

Os coeficientes de producdo de pigmentos por biomassa e produtividade foram 3,8 e 3,5 maiores
para o teste utilizando pH estatico em comparacdo com o0s ensaios de pH variados. Como
suspeitamos pela leitura da unidade de absor¢do do sobrenadante (Figura 9 A), o uso de pH estatico
7 (com ajustes pela adigdo de NaOH para aumentar o pH e HCI para diminuir o pH, conforme
descrito na Secdo 2.2) ao longo do cultivo resultou em maior producdo de pigmento vermelho por

M. purpureus .

Tabela 4 - Taxa maxima de crescimento especifico, coeficiente de produgdo de pigmento por
biomassa e produtividade do pigmento vermelho Monascus purpureus sob manitol como fonte de
carbono (MAN) em cultivo submerso em biorreator com pH estatico e variavel do meio.

pH estatico (7.0) | pH variavel (5.5-8.5)
H]'t'.I.E.'{IZ.""._:l:I 0.2306 0.2323
Vo (ﬂ) 0.7523 0.1993
x
AU 0.42 0.12
d (T)

4.4 Conclusoes

O presente estudo demonstrou que o manitol foi eficiente como fonte de carbono tanto na
producdo de biomassa de Monascus purpureus quanto na producdo de pigmento vermelho
extracelular. Além disso, demonstramos que foi possivel obter a mesma concentracdo de pigmento
vermelho relatada em outros estudos em menor tempo, utilizando manitol como Unica fonte de
carbono e cultivo controlado em biorreator.

Quando o pH foi mantido em 7, o cultivo em biorreator potencializou a producéo de pigmento
extracelular, que aumentou trés vezes em comparacdo com o cultivo em frascos, indicando
reprodutibilidade e escalabilidade para reatores industriais. O cultivo com pH variando de 5,5 a 8,5
no meio contendo manitol ndo se mostrou eficiente para aumentar a produtividade do pigmento,
obtendo concentracdo bem menor que o cultivo com pH estatico, embora pH 5,5 tenha produzido
maior rendimento na concentracdo de biomassa. Mesmo assim, Sd0 necessarios novos testes para

entender como o manitol atua na condi¢do de fonte de carbono no metabolismo de M. purpureus.
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