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RESUMO - Pigmentos séo substancias de carater histérico sendo utilizados desde
0s primordios da humanidade. Atualmente, possuem grande aplicabilidade
industrial passando pelos ramos alimenticio, farmacéutico, téxtil, entre outros;
sendo a producdo sintética destes a mais comum. Devido aos correntes riscos
apresentados por corantes sintéticos, o desenvolvimento de rotas alternativas a
obtengdo de pigmentos, em especial aquelas que envolvam fontes naturais, séo
imperativas e tem apresentado grande receptividade. Sendo assim, o presente
projeto visa avaliar o processo de extracdo de pigmento produzido pelo fungo
Talaromyces complexo minioluteus isolado no Cerrado da regido de Séo Carlos,
obtendo um composto mais puro a ser utilizado para a identificacdo estrutural do
mesmo. Mais especificamente, avaliar-se-do as condi¢des dos processos para a
extracdo de pigmento utilizando duas fases liquidas, estabelecendo parametros
para esta opera¢do unitiria no processamento “downstream”. Além disso, com
vista a otimizar os processos de identificacdo, testar-se-a técnicas de purificacao
do pigmento visando a obtencdo de um grau de pureza, que sera utilizado em
outros trabalhos para a sua caracterizacdo utilizando técnicas de RMN,
espectrometria de massas e de infravermelho.

1. INTRODUCAO

Corantes e pigmentos sdo substancias que permeiam as atividades humanas desde 0s
seus primordios, sendo as pinturas rupestres (uma das manifestacGes artisticas mais antigas da
humanidade) evidéncias claras de suas remotas origens (Ebinuma, 2013; Ferreira, 2014).
Atualmente, corantes e pigmentos possuem papel de destaque no meio industrial sendo
utilizados nas industrias téxtil, de alimentos, cosmética, farmacéutica etc., com vista a tornar
seus produtos mais atraentes aos olhos do consumidor ou ainda conferir a estes
funcionalidades ou propriedades especiais. E alta a gama de corantes existentes, sendo suas
propriedades organolépticas advindas de diferentes estruturas moleculares. Por exemplo, a
quantidade de instauragfes da molécula é a principal responsavel pela intensidade da cor
manifestada.

Entretanto, quando os corantes sdo utilizados na industria alimenticia ou para fins
farmacéuticos, ha uma preocupacdo quanto a seus efeitos na saide humana. Ha estudos de
certos compostos, presentes, sobretudo nos corantes sintéticos (os mais utilizados
atualmente), que podem ser prejudiciais a satde, com potenciais carcinogénicos, mutagénicos
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e toxicos (Araljo e Antunes, 2000; Fuck et al, 2011). Com isso e com a crescente tendéncia
mundial na procura de produtos mais saudaveis, os pigmentos produzidos por fontes naturais
tém ganhado cada vez mais destaque (Celestino et al, 2014). Os processos de extragdo de
corantes naturais de fungos filamentosos estdo entre os mais estudados devido a variedade dos
pigmentos por eles produzidos e de seu potencial uso industrial. Dentre as espécies mais
utilizadas na producdo de pigmentos estdo as dos géneros Penicillium, Monascus e
Aspergillus (Ferreira, 2014),

Sendo os corantes produzidos por fungos compostos secundarios de seus metabolismos,
0S mecanismos bioldgicos de sua sintese sdo por vezes incertos e variaveis, devendo ser
estudados e controlados em vista a atingir a substancia de interesse (Ferreira, 2014). Desta
forma, o desenvolvimento dos processos de extragdo e purificacdo, escopo deste trabalho, séo
importantes para a utilizacdo destes metabdlitos, uma vez que diversos outros componentes
podem ser coproduzidos durante o processo de fermentacdo. Algumas espécies do género
Talaromyces, por exemplo, mostraram-se potenciais produtoras de pigmentos pelo fato de ndo
apresentarem coprodugdo de micotoxinas associada.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho visa a avaliacdo da extracdo por solvente organico do pigmento
vermelho produzido pelo fungo Penicillium complexo minioluteum/Talaromyces complexo
mineoluteus, isolado por Romano (2014). Com isso pretende-se avaliar o0 processo de extracdo
liquido-liquido no processamento “downstream”, além de contribuir no processo de
isolamento do composto tratado.

Para tal serdo avaliados o tipo de solvente utilizado, pH inicial da fase aquosa e
proporcéo entre caldo de cultivo e solvente no processo de extracdo, visando obter o pigmento
vermelho a partir do caldo de cultivo, além de serem testadas a re-extragdo com solvente
organico e a solubilizacdo do pigmento com solvente a baixa temperatura, com vista a
aumentar o grau de pureza do pigmento.

3. METODOLOGIA

3.1. Producéo de Pigmento

O cultivo do microrganismo visando a producdo do pigmento de interesse foi realizado
em duas etapas, sendo a primeira a preparacdo do indculo e a segunda o cultivo, propriamente
dito. O crescimento do indculo foi feito em meio ISP2 (4 g/L de D-glicose, 2 g/L de extrato
de levedura, 10 g/L de extrato de malte, pH inicial igual a 5) que foram mantidos a 27°C por
24 horas em incubador rotativo (“shaker””) com agitacdo orbital de 250 rpm. Os esporos para
esta etapa foram raspados de um tubo inclinado (“slant”). A etapa de cultivo do fungo foi
realizada também em “shaker” a temperatura de 27°C e agitacdo orbital de 250 rpm, mas
agora por 72 horas e utilizando o meio de cultivo complexo formado por 10 g/L de glicose, 4
g/L de Soytone e pH inicial igual a 5. O caldo proveniente desta ultima etapa foi entdo
centrifugado e filtrado, formando o caldo bruto do pigmento.

3.2. Extracéo
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A rotina de extragdo consistiu em transferir uma quantidade de caldo bruto do pigmento
a um funil de separacédo, no qual foi adicionado solvente organico para a extragdo. A mistura
foi entdo agitada e um tempo de 2 horas foi esperado para a formagéo das duas fases que
foram prontamente separadas. Foram testados os pH’s iniciais do caldo bruto de 3, 7 e 11; 0s
solventes acetato de etila, n-butanol e hexano; e as proporcdes entre caldo bruto e solvente de
2:1 e 2:5. A andlise da eficiéncia da extracdo foi medida utilizando-se técnicas de
espectrofotometria de UV-visivel e do teor de solidos de cada fase extraida.

4. RESULTADOS

Com relacdo ao cultivo do microrganismo Talaromyces complexo mineoluteus em meio
liquido visando a producdo sistematica de pigmento vermelho, notou-se uma grande
influéncia da temperatura na sintese deste, sendo sua producdo favorecida em temperaturas de
27°C. Na figura 1 vemos o resultado de um mesmo cultivo do microrganismo para as
temperaturas em torno de 30, 29 e 27°C (da esquerda para a direita).

Figura 1 — Variagdes na producdo de pigmento para diferentes temperaturas do “shaker” em
um cultivo especifico

Ja tratando-se do espectro de absorcdo do visivel do caldo bruto (figura 2), dois picos
sdo bem distinguiveis, um a aproximadamente 420nm, tipico de substancias de coloracdo
amarela, e um a 500nm, tipico de substancias de coloracdo vermelha (Skoog et al, 2005). Tal
caracteristica mostrou-se sugestiva visto os resultados obtidos com os cultivos a temperatura
de 30°C que produziram um caldo de coloragcdo amarela, ja que tal pico a 420nm no espectro
de absorcédo pode indicar a presenga de um outro pigmento no caldo bruto.

Analisando-se a capacidade do procedimento adotado em deslocar os compostos de
interesse da fase aquosa para a fase orgénica, percebe-se que a extracdo parece ser mais
efetiva para o n-butanol seguida do acetato de etila e do hexano, respectivamente. Com
relacdo ao pH, a condigdo 4cida se mostrou mais eficiente para os solventes acetato de etila e
n-butanol, ndo havendo diferencas perceptiveis para o solvente hexano, muito provavelmente
devido & sua j& mencionada baixa eficiéncia na extracdo. Tais resultados estdo de acordo com
a metodologia de extracdo empregada por Sudha et al. (2016). Ja em relacdo a quantidade de
solvente utilizada, pdde-se perceber pelos graficos da figura 2 uma diminuicdo da
concentracdo relativa de pigmento quando compara-se 0 uso de cinco partes de solvente com
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0 uso de uma parte de solvente. Como tal diminuicdo é comparavel ao aumento da quantidade
de solvente (5 vezes mais solvente é colocado, diminuindo a concentracao relativa da fase
organica em 5 vezes, aproximadamente, em relagéo a fase orgéanica obtida com apenas uma
parte de solvente adicionada), 0 aumento da quantidade de solvente ndo parece influenciar na
quantidade liquida de pigmento extraido. Na figura 3 observamos os resultados obtidos para a

extracdo com n-butanol, pH inicial do caldo bruto igual a trés e proporcdo entre caldo de
cultivo e solvente de 2:1

Figura 2 — Perfil de absorbancia do caldo bruto
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Figura 3 — Perfil de absorbancia das fases organica e aquosa para a extracdo com solvente n-
butanol, pH inicial do caldo bruto 3 e proporcéo de caldo bruto e solvente 2:1
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A hipotese de uma possivel presenca de um outro pigmento de coloracdo amarela
misturado ao pigmento vermelho no caldo bruto, como mencionado anteriormente, mostrou-
se plausivel ao se analisar a extracdo com o solvente acetato de etila, e pH inicial do caldo
bruto igual a 7 na qual obteve-se na fase organica uma substdncia de coloragdo
majoritariamente amarela, com visto na figura 4. Tal constatacdo vem a justificar o uso da re-
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extracdo como método para se obter uma amostra pura de pigmento vermelho, facilitando
assim os processos de identificagdo do mesmo

Figura 4 — Perfil de absorbancia das fases orgénica e aquosa para a extragédo com solvente
acetato de etila, pH inicial do caldo bruto 7 e proporc¢éo de caldo bruto e solvente 2:1

7

6

4]

o~

Fase aquosa

w

Fase organica

Absorbéncia (U.A.)

= %)

o

380 430 480 530 580 630 680 730
Comprimento de onda (nm)

5. DISPOSICOES FINAIS

Com relacdo a producdo de pigmento o uso da metodologia, como descrita neste
relatério mostrou-se, eficaz e reprodutivel. No entanto, a analise dos fatores determinantes a
producdo de pigmento pelo fungo Talaromyces complexo mineoluteus ainda deve ser
rigorosamente estudada, de modo a estabelecer condi¢des 6timas de producdo, bem como
aumentar o conhecimento acerca da rota metabolica deste pigmento. Ja se tratando dos
processos de extracdo e purificacdo, menciona-se que um tratamento estatistico conveniente
dos dados coletados ha de ser realizado, de modo a se determinar parametros quantitativos da
extracdo. Além disso, testar-se-80 a re-extracdo e a solubilizacdo a baixa temperatura em
solvente organico do pigmento, de modo a aumentar sua pureza e facilitar sua identificagdo
estrutural.
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