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INTRODUCAO:

As principais fontes de pigmentos naturais tém origem vegetal, animal ou mineral, porém, os
pigmentos produzidos por microrganismos como fungos e bactérias, apresentam diversas aplicacdes e
vantagens em relagdo aos pigmentos vegetais, como facilidade de escalabilidade, custo de producgéo
potencialmente mais baixo e crescimento independente das condi¢bes climaticas (Manikprabhu e
Lingappa, 2013). Ainda, ha a possibilidade do uso de engenharia genética, melhoramento do meio de
cultivo e das condicdes de fermentacdo para aumentar a produgédo do pigmento natural (Sen; Barrow;
Deshmukh, 2019).

Atualmente, nota-se uma transi¢cdo do uso de corantes sintéticos para os de origem natural. Os
possiveis efeitos adversos provocados por corantes sintéticos, como hiperatividade em criancgas,
alergenicidade e carcinogenicidade, e o crescente interesse em rotular alimentos como naturais, tém
contribuido para o aumento do uso de corantes naturais em detrimento aos sintéticos (Sen; Barrow;
Deshmukh, 2019). Com isso, torna-se evidente a necessidade da industria de alimentos em buscar
alternativas para atender as novas demandas do mercado e as restricdes regulatorias (Sigurdson; Tang;
Giusti, 2017).

Os principais pigmentos naturais sdo as antocianinas, carotenoides, betalainas e clorofilas, que
apresentam cores variando de vermelho ao azul (passando pelo purpura), amarelo ao vermelho
(passando pelo laranja), vermelho e verde, respectivamente. Em contrapartida, poucos corantes naturais
estdo disponiveis comercialmente para a obtencéo de tons azuis (Dos Santos; Bicas, 2021). Atualmente,
a cor azul pode ser obtida a partir de extratos da alga Spirulina, por precursores encontrados na planta
Gardénia, e por meio da complexagdo das antocianinas com co-pigmentos (Galaffu; Bortlik; Michel,

2015). A maioria desses pigmentos apresenta sensibilidade ao calor, luz e oxigénio, resultando em perda
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ou alteracao da cor, podendo também ser sensiveis a fatores como o pH, presenca de proteinas, ions
metalicos ou compostos organicos (Sigurdson; Tang; Giusti, 2017).

Neste contexto de procura por alternativas naturais de tons azuis, tem-se o pigmento azulado
obtido a partir de biomassa rica em bicaverina. A bicaverina é um policetideo produzido por diversas
espécies de fungos, a maioria do género Fusarium, principalmente Fusarium fujikuroi, F. verticillioides,
F. proliferatum e F. oxysporum (Chelkowski; Zajkowski; Visconti, 1992). A biomassa contendo bicaverina
originalmente apresenta coloracdo vermelha e torna-se azul apos tratamento térmico, 0 que levanta a
possibilidade de seu estudo como opc¢ao de cor azul natural (Dos Santos; Bicas, 2021). Tendo em vista
a instabilidade que certos pigmentos microbianos podem apresentar a variacdes de condicdes de pH e
temperatura, este é um aspecto de importante investigacao para a aplicacéo posterior de tais pigmentos
(Rodriguez-Amaya, 2016). Assim, 0 objetivo deste projeto foi avaliar a estabilidade do extrato aquoso
obtido a partir da biomassa de Fusarium oxysporum frente a diferentes condi¢bes de pH ao submeté-lo

ao aquecimento.

METODOLOGIA:

Producéo de biomassa azul de F. oxysporum CCT7620

A biomassa azul foi produzida a partir da fermentacédo submersa com F. oxysporum CCT7620,
seguindo a metodologia de Mendonca et al. (2021) com algumas modificagfes. O indculo foi obtido por
meio da transferéncia de um pedaco de 1,5 cm2 de uma cultura de F. oxysporum CCT7620 para cada
200 mL de meio liquido de arroz (preparado na proporcao de 20 g de arroz moido/L de agua). A cultura
utilizada como indculo foi previamente crescida a 30°C por 72 h em placa de Petri contendo meio agar-
arroz (50 g/L de arroz moido, 20 g/L de agar). O meio inoculado foi homogeneizado com Ultra-Turrax a
7000 rpm por 30 s e incubado a 28°C/200 rpm por 240 h. A biomassa Umida vermelha resultante da
fermentacdo apos 240 h foi autoclavada a 121°C por 20 min para obtencéo da biomassa umida azul.

Extracdo do pigmento azul

A biomassa Uumida azul foi centrifugada a 3600 rpm por 10 min, o sobrenadante foi descartado e
a biomassa azul separada foi ressuspendida em agua deionizada, mantendo-se o volume inicial. A
biomassa ressuspendida foi colocada sob agitagdo a 200 rpm/10°C por 10 min. Centrifugou-se
novamente a 3600 rpm por 10 min e a biomassa precipitada foi descartada, enquanto o sobrenadante
foi colocado em banho-maria a 100°C por 20 min. Apés o banho-maria, o sobrenadante foi resfriado sob
agitacdo a 200 rpm/10°C por 20 min e centrifugado novamente. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante foi armazenado para utilizacdo como extrato azulado.

Avaliacdo variacdo de cor do extrato azulado em diferentes pHs e temperaturas

O extrato azulado foi diluido em tampéao acetato de s6dio 10 mM e fosfato de potassio 10 mM em
diferentes pHs, conforme apresentado na Tabela 1. As amostras foram mantidas em banho-maria a

70°C por 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 e 120 min. Os testes foram realizados em triplicata e as amostras
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Tabela 1 — pH das soluc@es tampé&o testadas foram agitadas para medicdo do pH e

Tampdo | Fosfato de potassio 10 mM Acetato de s6dio 10 mM | da absorbancia (varredura de 190 nm
pH 2 3 6 7 3.5 4,5 55 | a 800 nm) ap6s o banho-maria. A

mudanca de cor foi analisada em espectrocolorimetro no sistema de cor CIELAB, apos agitacdo das

amostras, obtendo-se os parametros de cor L* (luminosidade, sendo + mais claro e - mais escuro), a*
(sendo +a vermelho e -a verde) e b* (sendo +b amarelo e -b azul), a partir dos quais calculou-se AE, a
diferenca de cor entre as amostras (Equacao 1).

AE = (L, * —Lo*)? + (an * —ag *)? + (b, * —bg *)? Equacgéo 1

Em que Ly *, ag * € bp * SA0 0s parametros da amostra sem tratamento térmico e L, *, a, * €

b, * s@0 0s parametros da amostra apds o tempo de aquecimento pré-determinado para cada ensaio.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Por meio de testes prévios realizados, em que o extrato azulado preparado com diferentes
solucdes tampéo pH 5 (citrato de sédio 10 mM, fosfato de sédio 10 mM, fosfato de potassio 10 mM e
acetato de sddio 10 mM) foi submetido as temperaturas de 100°C, 90°C, 80°C e 70°C, decidiu-se por
seguir os testes apenas com a temperatura de 70°C, visto que nas demais era observada precipitacdo
nos primeiros minutos de aquecimento ou antes de este ser iniciado.

O valor de AE, calculado a partir dos parametros L*, a* e b*, foi utilizado para avaliar a diferenca
de cor entre as amostras em diferentes tempos de aquecimento a 70°C quando comparadas as amostras

iniciais, sem aquecimento. Os valores de AE obtidos estao dispostos na Figura 1.

Figura 1 — Variagao de AE de acordo com o tempo de aquecimento para todas as amostras.
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Legenda: As formas no grafico representam as amostras tratadas com: ¢ tampao fosfato de potassio pH 2;
m tampao fosfato de potassio pH 3; A tampao acetato de sédio pH 3,5; x tampé&o acetato de sodio pH 4,5;
o tampao acetato de sodio pH 5,5; e tampé&o fosfato de potassio pH 6; + tampé&o fosfato de potassio pH 7.

O extrato azulado apresentou uma tendéncia de maior alteracdo de cor em valores mais baixos
de pH. Conforme pode ser notado na Figura 1, em pH 3,5, 4,5, 5,5, 6 e 7, as amostras ndo apresentaram

diferencga perceptivel ao olho humano (AE < 2) em relagdo a amostra sem tratamento térmico (tempo 0),
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com excegao de uma das amostras em pH 4,5 (AE = 2,4). Em pH 3 todas as amostras apresentaram
diferenca perceptivel em relacdo a amostra sem tratamento térmico, e em pH 2, essa diferenca
aumentou pronunciadamente conforme o tempo de aquecimento.

Nos valores mais baixos de pH, foi percebido um aumento no valor do parametro a*, indicando
aumento da cor vermelha (+a), acompanhado por um aumento do valor do parametro b*, indicando
diminuicdo da cor azul (-b). Esses resultados estdo de acordo com os resultados obtidos em testes
realizados anteriormente, em que ja havia sido constatada a mudanca da cor do extrato de azul para
vermelho em pH baixo. Ainda, nota-se que houve um aumento da luminosidade conforme diminuig&o do

pH. A Tabela 2 apresenta os parametros obtidos em cada pH para as amostras no tempo maximo de

aquecimento e a Figura 2 apresenta a

Tabela 2 — Valores dos parametros L*, a* e b* para as . i .
amostras apds 120 minutos de aguecimento a 70°C aparéncia das amostras apés 120 min
Arg‘;‘;"a L* ar b* de aquecimento a 70°C, a partir da qual
tratamento | 41,31 + 0,05 0,77 £ 0,03 -5,91 + 0,04 nota-se que os resultados da andlise de
térmico ) )
pH 2 4716 = 0.09 201+0.09 219+008 cor foram condizentes com o que foi
pH 3 46,56 + 0,08 1,1£0.1 -49£0,4 observado visualmente, sendo

pH 3,5 434+0/4 0,9+0,2 -5,0+£0,2 ; N )
pH 4,5 435+0,1 0,68 + 0,05 -6,38 +0,04 | perceptivel uma coloragdo mais

pH 5,5 40,5+0,2 0,78 + 0,05 -5,88 + 0,05 vermelh rrox nos pHs mai
pH 6 412+0/4 0,78 £ 0,05 -6,0+0,3 avermelhada/arroxeada nos pHs mais
pH 7 40,9+0,1 0,81 + 0,09 -6,09 + 0,08 baixos. Ainda, o abaixamento de pH

levou a precipitacdo, mantendo-se estavel em relagéo a solubilidade apenasem pH 6 e 7.

Figura 2 — Amostras do extrato azulado apos 120 min de aquecimento (70°C) em diferentes pHs.

A Figura 3, que contém a amostra de pH 2 sem aquecimento (Figura 3a) e apds aquecimento a
70°C por 120 min sem agitacdo (Figura 3b) e com agitagdo (Figura 3c), ilustra a altera¢éo de cor do

extrato e a precipitacdo ocorrida em baixo pH.

A alteracao visual sofrida pelo extrato com a mudanca de pH Figura 3 — Amosiras do

. ~ p . extrato azulado pH 2 A) sem
percebida na coloragdo também se refletiu nos resultados de X U P )
. . . 3 i aquecimento, B) ap6s 120 min
absorbancia obtidos. Com a Figura 4, € possivel observar que, ao .

) . i de aguecimento a 70°C sem
longo do tempo de aquecimento, a absorbancia a 490 nm (regido de L o
agitacdo e C) com agitagao.

maxima absorcdo de solucbes avermelhadas) apresentou a

tendéncia de aumentar com a diminuicdo de pH (Figura 4a),
enguanto a absorbancia a 610 nm (regido de absorcao de solucdes
azuladas) apresentou a tendéncia de diminuir em valores mais
extremos de pH (Figura 4b). Esta observacao esta condizente com

deslocamento da cor azul para vermelho com a diminuig&o do pH.
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Figura 4 — Variacdo da absorbancia a A) 490 nm e a B) 610 nm em funcdo do tempo das amostras sob

aguecimento (70°C)
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Legenda: As formas no grafico representam as amostras tratadas com: ¢ tampao fosfato de potassio pH 2;
m tampao fosfato de potassio pH 3; A tampéo acetato de sddio pH 3,5; x tamp&o acetato de sddio pH 4,5;
o tampao acetato de sddio pH 5,5; e tampao fosfato de potassio pH 6; + tampao fosfato de potassio pH 7.

CONCLUSOES:

Os resultados obtidos permitiram caracterizar o comportamento do extrato azulado em diferentes
pHs apds tratamento térmico a 70°C/120 min. Nestas condi¢cdes, em pH 6 e 7, o extrato azulado se
mantém estavel em relagdo a cor e a solubilidade. Entre pH 3,5 a 6, a cor se manteve estavel, porém foi
observada precipitagdo no extrato. Em pH abaixo de 3,5, o extrato azulado se mostrou instavel tanto em
relagdo a cor quanto a solubilidade.
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