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Ata da defesa de dissertagao do mestrando Eduardo Pereira Gomes, realizada
em 25 de fevereiro de 2005, como requisito final para obtencao do titulo de Mestre
em Bioquimica.

As 15-10 minutos do dia 25 de fevereiro de 2005, foi realizada, na Sala de Aulas
do LIKA, a defesa de dissertagdo de Eduardo Pereira Gomes, aluno do Curso
de Mestrado em Biogquimica. Iniciando, o Prof. Dr. José Luiz de Lima Filho,
atendendo solicitagdo da Coordenadora do Curso, Profa. Dra. Vera Lucia de
Menezes Lima, fez a apresentagdo do aluno, de seu orientador, Prof. Dr. José
Luiz de Lima Filho, de seus Co-orientadores, Profa. Dra. Danyelly Bruneska
Gondim Martins, e o Prof. Dr. Ranilson de Souza Bezerra, e da Banca
Examinadora composta pelos professores doutores: José Luiz de Lima Filho, na
qualidade de Presidente, Ana Lucia Figueiredo Porto, do Depto. De Morfologia e
Fisiologia Animal/lUFRPE, Rosa Valéria da Silva Amorim, do Depto. de Biologia
Molecular/UFPB, e José Arlindo Pereira do Depto. de Oceanografia/lUFPE. Apos
as apresentagdes, o Sr. Presidente convidou o aluno para a apresentagao de sua
dissertagao intitulada: “Produgao de Biomassa Utilizando Residuos da
Carcinocultura ”, e informou, que de acordo com o Regimento Intemo do Curso,
o candidato dispde de até 50 (cingiienta) minutos para apresentagao do trabalho e
o tempo de argiiigao para cada examinador, juntamente com o tempo gasto pelo
aluno para responder as perguntas seria de 30 (trinta) minutos. O aluno procedeu
a sua apresentagao em 35 (trinta e cinco) minutos. Apés a defesa, o Sr.
Presidente convidou os membros da Banca Examinadora para ocupar seus
lugares, passando a palavra para a Profa. Ana Porto, em seguida para a Profa.
Rosa Amorim e finalmente para o Prof. José Arlindo Pereira. Concluidas suas
argliigbes, agradeceram e cumprimentaram o mestrando e seus orientadores. Dai
o Sr. Presidente, na qualidade de orientador, fez algumas considerages e a
sessao foi suspensa para o julgamento pela Banca Examinadora, que se reuniu na
sala de reunides do LIKA. Apés alguns comentarios, a Banca decidiu, por
unanimidade, conceder a mengdo “"Aprovado com Distingdo”. Nada mais
havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim,, .Secreta:lrici‘ ® o
demais membros presentes. Recife, 25 de fevereiro de 2005y [t L
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RESUMO

O residuo sélido da indidstria camaroneira apds hidrolisado (HRC), foi investigado
como meio de cultura para producdo de biomassa de levedura. HRC foi utilizado como dnica
fonte de nutrientes para o “screening” de leveduras (Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces
cerevisiae, Candida utilis € Rhodoturula glutinis), em cultivo de batelada em 100 ml de volume
de trabalho, 30°C, pH inicial 7,8 + 0,4, e 150 rpm. Uma vez selecionada a levedura mais
apropriada, foi avaliado o seu crescimento em diferentes valores de concentracdo de glicose
(1% e 2%) , pH inicial (6,0 ¢ 7,5) e temperatura (30° C e 35°C) de acordo com um
planejamento fatorial 2° completo. Este experimento foi conduzido em 100 ml de HRC a 150
rpm. Apds a determinagdo das melhores condi¢des de cultivo, foram realizados testes de
escalonamento para 800 ml utilizando, HCR e HRC diluido 1:1 com dgua destilada (HCRD),
ambos suplementados com 2% de glicose e, como padrido, o meio YPD [1% (p/v) extrato de
levedura, 2% (p/v) peptona, 2% glicose]. Este experimento foi realizado em bioreator com
Ivvm, 30°C, 7.8 £ 0.4 pH inicial e 150 rpm. Como resultado do “screening” de leveduras a C.
utilis apresentou a melhor produt¢cdo de biomassa em HRC, com os melhores resultados de
crescimento ap6s 36 horas de cultivo, 1,8 g/1, 0,27 /h e 0,47 g/g, para producao de for biomassa
(X), taxa de crescimento especifico miaximo (Umax) € rendimento (Y), respectivamente. O
planejamento fatorial utilizado para C. utilis demonstrou que a glicose contribuiu para o
aumento da produc@o de biomassa no hidrolisado, porém nenhuma diferenca significativa foi
observada quando avaliado os diferentes valores de concentracdo de glicose, pH e temperatura,

com valores médios em de X =3,55 g/l, Y= 0,15 g/e, Umax —0.26 h_17 apo6s 12 horas de cultivo.
As condi¢des de 2% de glicose, pH 7,5 e temperatura de 30°C, foram mantidas para os testes
em bioreator. A curva de crescimento de C. utilis em HRCD foi compardvel com a observada
em meio YPD. Em 12 horas de cultivo, no entanto HRCD apresentou maior producdo de
biomassa X (HRCD) = 7,04 g/l enquanto X (YPD) = 6,25 g/lI. Estes resultados demostram que
o HRC pode ser usado como substrato para produgcdo de biomassa de C. utilis, quando
suplementado com glicose. Adicionalmente, a contribui¢ido do peso seco do HRC no produto
final contribui para o aumentar o valor nutricional da biomassa e oferecer um caracteristico
“flavor” de camar@o para o produto, o que favorece o seu uso como suplemento alimentar.
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ABSTRACT

Hydrolyzed shrimp waste (HSW), was investigated as medium for yeast biomass
production. A screening (Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis
and Rhodoturula glutinis) tested HSW as the sole nutrient source in flasks batch mode at 100
ml working volume, 30°C, initial pH 7.8 + 0.4, and 150 rpm shaker. The yeast growth behavior
was evaluated under different values of glucose concentration (1% e 2%), initial pH (6.0 e 7.5)
and temperature (30° C e 35°C). This experiment was carried out with 100 ml HSW at 150 rpm
stirring speed. In a later stage, experiments were carried out, on scales up to 800 ml, HSW was
diluted at 1:1 with distillated water and 2% glucose initial. This experiment was carried out
with a bioreactor, 1vvm, 30°C, 7.8 + 0.4 initial pH and 150 rpm. It was found that C. utilis,
showed the best growing results. After 36 hours culture, 1.8 gl'l, 0.27 h' e 0.47 gg'l, for
biomass production (X), maximum specific growth rate (WUmax) and yield (Y), respectively.
HSW supplemented with glucose enhanced the yeast growth, however no significant difference

was observed under different tested parameters with mean value of X =3.55 gl'l, Y=0.15 gg’,

and Umax =0.26 ' after 12 hours culture. HSW diluted showed a yield compared with those
observed in YPD. At 12 hours culture HSW diluted shown higher X = 7.04 gl”' than YPD X =
6.25 gl”'. The results demonstrate that HSW can be used as a substrate for SCP production by
C. utilis, when it is supplemented with glucose. The contribution of HSW dry weight in the
final product contributes to the increase of the nutritional value of the biomass, besides giving a
characteristic shrimp flavor to the product, which helps its use as a feeding supplement.
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1. INTRODUCAO

1.1. A CARCINICULTURA BRASILEIRA

Os paises orientais sdo responsdveis pela maior parcela da produgcdo mundial de
camardo cultivado, sendo os principais produtores, por ordem de importincia: China,
Tailandia, Indonésia, Vietnd, India e Bangladesh. Dentre os paises produtores do ocidente
destacam-se o Brasil, como o mais importante, seguido pelo Equador, México, Honduras,
Panama, Colémbia e Peru (ABCCI, 2004).

No Brasil, a producio de camardo em cativeiro teve seu inicio no final da década de
70. Durante o periodo de 1978 a 1986 foi conduzida a criacdo da espécie exdtica Penaeus
Japonicus, porém as caracteristicas de ambiente tropical ndo favoreceram sua adaptacdo. Na
década de 1986 a 1996 destacou-se a domesticagdo das espécies nativas (Litopenaeus subtilis,
L. paulensis e L. Schimitti). O desempenho produtivo dessas espécies, com médias de 400 a
600 kg/ha/ano, apenas foi suficiente para cobrir os custos diretos de producdo. Sé a partir
1996, com a introducdo do Litopenaeus vannamei, espécie importada da costa do Pacifico,
consolidou-se a viabilidade técnica e econdmica do agronegdcio do camarao (ABCC?, 2004).

O volume produzido pelo Brasil no qiiingii€nio 1997/2001 cresceu a uma taxa média
anual acumulada de 83,5%, o que resultou numa producdo de 40.000 t. J4 em 2003 foram
produzidas 90.000 t um incremento de 50% em relagdo a producdo do ano anterior, das quais
95,0% foram originadas do Nordeste. Nesta regido, a carcinicultura vem se desenvolvendo em
ritmo acelerado, apresentando significativa participagdo no perfil das exportagdes do setor
primério (Tabela 1). Neste mesmo ano de 2003, o Brasil foi considerado o sexto maior
produtor mundial, além de ocupar o primeiro lugar em produtividade, com rendimento fisico

da atividade de 6,08 t/ha/ano (ABCCI, 2004).



GOMES, E. P.

Produc¢do de Candida utilis utilizando o hidrolisado . . .

Tabela 1. Perfil das exportagdes dos principais produtos do setor

primdrio da regido Nordeste.

US$ FOB
2004 2003 2002
(jan/jun) (jan/nov)
Acgicar de cana em bruto 173.631.576 297.791.952  230.388.521
Camario cultivado 106.868.358 223.216.899  155.305.825
Fruticultura irrigada 49.750.880 222.436.177 141.394.895
Cacau e derivados 91.540.319 213.270.994  134.504.071
Couro animal e derivados 105.378.504 157.048.183  127.422.167
Soja e outros graos 54.704.654 151.521.686  101.523.126

15

Fonte: (ABCC>*>, 2004).

A produgdo de 2004 de 80.000 t foi afetada por uma enfermidade provocada por um
virus de RNA, chamada Virus da Necrose Idiopitica Muscular (NIMV), que causou a
mortalidade de camardes e, por conseguinte, demissdes no setor. O combate a disseminagdo
da patologia inclui a utilizacdo de técnicas adequadas de manejo e medidas de biosseguranca
(AQUALIDER, 2004).

Outro fator que influenciou a produgdo brasileira de camardo cultivado no ano de
2004 foi a sobretaxa aplicada pelos Estados Unidos da América (EUA) a importacido de
camardo de paises como o Brasil, Vietna, China, Equador, India e Tailandia. Esta acdo
protecionista, denominada “anti-dumping”, foi adotada devido a pressdo dos produtores de
camardo dos EUA, que afirmaram que os paises acima citados estavam exportando seu
produto a um prego inferior ao praticado em seus respectivos mercados. A sobretaxa do
produto brasileiro chegou a ordem dos 60%, o que por outro lado, devido a necessidade de
busca por outros mercados, favoreceu a consolidacdo da presenca do camardo brasileiro na
Comunidade Européia (Figura 1). Como o Brasil recorreu judicialmente a acdo “anti-

dumping”, ao final de 2004 o Departamento de Comércio dos EUA reduziu esta taxa para

10,4%, o que aumenta as expectativas de exportagdo do camardo brasileiro para o ano de 2005

devendo alcangar 105.000t.(ANBA,2004).
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Figura 1. Destino das exportagdes de camardo
cultivado brasileiro, no periodo 2002 a 2004.

Um fator adicional que influenciard as exportacdes brasileiras em 2005 serd a
reorganizagdo do mercado internacional de camardo, afetado pela quebra de produgdo dos
paises asiaticos atingidos pela tsunami no final de 2004. Segundo a Associac¢do da Industria
de Camario da Tailandia, o setor registrou prejuizos de US$ 500 milhdes, com uma perda na
producio estimada em 80.000 t. A reducdo na oferta deverd refletir uma maior flexibilizagdo
das barreiras alfandegdrias impostas pelos EUA, e ainda, a alta do preco do camardo no
mercado internacional. Com isso, a producdo interna deverd sofrer um novo impulso com as
exportacdes, tornando-se bem mais atrativa para os produtores brasileiros (MERCADO DA

PESCA, 2004).
1.2. RESIDUOS DA INDUSTRIA CAMARONEIRA

O crescimento da producdo nacional de camardo cultivado gera um proporcional
aumento de residuos liquidos e sélidos. No mercado internacional, a exemplo dos EUA, cerca
60% do camardo importado € processado (SOCIL, 2004). O volume das exportagdes
brasileiras de camardo no ano de 2004 foi de 54.379 t, das quais 60% em média correspondeu
ao produto beneficiado (ABCC*, 2005). Podemos considerar desta forma, que cerca de 10.000
t de residuos sélidos foram produzidos durante o periodo citado, j4 que as inddstrias de

processamento de camardo produzem cerca de 30 a 40% de residuos, podendo alcangar 50%
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quando cabeca, carapaca e calda sdo removidas (FERRER et al., 1996). Devido ao alto custo
sanitdrio para seu adequado descarte, muitas vezes os residuos sdo lancados in natura no meio
ambiente, sendo desta forma um potencial poluidor (RATTANAKIT et al., 2002; CIRA et al.,
2002; FERRER et al., 1996). Entretanto, este residuo apresenta alto conteido de quitina,
proteina e carotendides, produtos de alto valor agregado e de ampla aplicacdo tecnoldgica.
Devido a sua composi¢do e qualidade nutricional podem ser utilizados como fonte de proteina
e flavorizantes na formulacido de alimentos (HEU et al., 2003; RAO et al., 2000). A farinha
deste residuo, obtida a partir da secagem e trituragiio da cabeca, apéndices e exoesqueleto, foi
comparada com a farinha de peixe por FANIMO et al. (2000) (Tabela 2). Neste trabalho,
verificou-se que o valor nutricional da farinha de residuo de camardo depende da quantidade

de quitina que fazendo parte do complexo protéico, apresenta baixa disgestibilidade.

Tabela 2. Composi¢do do residuo de camario e da farinha

de peixe (g/kg).
Residuo de Farinha de

camario peixe
Matéria seca 896.0 916,0
Proteina bruta 394 645,0
Fibra bruta 123,0 8,0
Extrato etéreo 26,8 70,0
Cinzas 140,0 200,0
Quitina 98,2 -
Energia metabolizdvel 10,58 -

Fonte: FANIMO et al., 2000

Através de processos que envolvem hidrélises, no entanto, o conteido de quitina,
proteina e carotendides podem ser fracionados.

O FPH - “Fish Protein Hydrolyzated”, conforme designado pela FAO, é um
concentrado protéico, obtido a partir da hidrélise das cadeias polipeptidicas do pescado. O
hidrolisado de residuo sélido do processamento de camardo obtido por GILDBERG &
STENBERG (2001) recuperou 68% do Nitrogénio Total (Kjeldahl) do residuo. A matéria
seca deste hidrolisado obteve 49% (p/p), dos quais 86% foram de proteina bruta e 10%
minerais. Sua composicdo € compardvel a outras fontes protéicas ja estabelecidas,

principalmente em relagdo a concentracdo de aminoacidos essenciais (Tabela 3).
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Tabela 3. Composi¢do de aminodcidos do hidrolisado do residuo de
camardo (HRC), da proteina do musculo de bacalhau e da bacto-
triptona (fonte de nitrogénio de alta qualidade para cultivo de
microrganismos ).

Aminoacidos HRC Miisculo de Bacto-
bacalhau triptona

Essenciais
Histidina 3,12+0,00 3.1 25
Isoleucina 5,77+ 0,03 4,8 4,4
Leucina 8,86 + 0,09 8,4 8,3
Lisina 8,3140,32 9.5 7.2
Metionina 3,30 £ 0,04 3.1 24
Fenilalanina 5,55 4,0 4,6
Treonina 6,04 £0,02 4,6 4,5
Triptofano nd 1,2 nd
Valina 6,72+ 0,04 5,3 6,7

Nao essenciais

Tirosina 5,08 + 0,06 35 29
Acido aspértico 2,84 10,6 7,7
Acido glutdmico 8,92 +0,57 15,5 24,2
Glicina 6,76 £ 0,01 6.3 2,3
Serina 6,29 + 0,04 4,2 6,1
Arginina 8,90 £0,21 6,2 3.4
Alanina 7,58 £ 0,01 5,0 3,5
Prolina 5,67 0,00 3,7 9.3
Cystina 0,34 0,02 1,1 0,0

Os valores dados sdo relativos a quantidade de aminodcidos em g/100g.

Fonte: GILDBERG & STENBERG, 2001.

Esta composicio é dependente do processamento para obtencdo do hidrolisado, que
pode ser do tipo 4cida - pelo uso de HCI (FERRER et al., 1996)-, enzimética - através da
adicdo de uma protease comercial (alcalase) (GILDBERG & STENBERG, 2001) - ou através
da autdlise, processo que utiliza as enzimas presentes no proprio residuo (SILVA, 2004).

Devido a sua composicdo o hidrolisado pode ser utilizado para cultivo de
microrganismos, como leveduras, visando o aumento da contribui¢do nutricional quando este

for utilizado como suplemento alimentar.
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1.3. AS LEVEDURAS

KREGER-VAN RIJ (1984), define leveduras como sendo “fungos unicelulares que se
reproduzem por fissdo ou brotamento”. Pertencentes a classe Ascomicetes ou Basidiomycetes,
existe mais de 500 espécies descritas como leveduras “verdadeiras”’, em 69 géneros. As
leveduras dependem do carbono orginico como fonte de energia e podem ser saprébios ou
parasitas, encontrando-se normalmente associados a vegetais, insetos himus ou qualquer
outro substrato fornecedor de acicar (WALKER, 1998; PHAFF, 1990).

Quando Cagniard de Latour, Kiitzing and Schwann, na década de 1830, descobriram
que o crescimento de leveduras e outros protistas sdo responsaveis pela fermentagdao do vinho
entre outras, teve inicio o estudo cientifico do cultivo de microorganismos. Pasteur, na década
de 1850, caracterizou fisiologicamente bactérias e leveduras, introduzindo métodos
assépticos, meio minimo de cultivo, e iniciou a definicdo dos requerimentos para nutrientes e
oxigénio (PIRT, 1975).

Durante o século XX também foram aprimoradas as técnicas de cultivo por Wildiers,
mas apenas na década de 30 foi introduzida a técnica do Shake-flask por Kluyver & Perquin,
no qual a homogeneizacdo da cultura facilitou o controle e a compreensio do seu
comportamento. Entre 1940 e 1950 foi desenvolvido o fermentador, um equipamento com
controle automdtico das condi¢des de cultivo, o que favoreceu a elucidacio do
comportamento da cultura microbiana. J4 na década de 1950 foi desenvolvida a teoria de
“chemostat”, cultura de fluxo continuo, que hoje é uma tecnologia essencial para elucidagcao
da relagdo entre o organismo e seu meio (PIRT, 1975).

Podemos citar algumas aplicacdes biotecnoldgicas das leveduras (WALKER, 1998):

- Na tecnologia ambiental (tratamentos e/ou remediacdo de residuos como esgotos
domésticos e lixo, utilizacdo de subprodutos industriais, controle bioldgico e
bioabsorcao de metais);

- Nas pesquisas fundamentais (metabolismo de drogas, Biologia celular e molecular,
Bioquimica e Genética);

- Na indistria de fermentacdo (vinhos, saqué, cerveja, pao e bioetanol)

- Na produgdo de agentes farmacéuticos de importancia para a saide humana.

As leveduras, consideradas ricas fontes de proteinas e vitaminas do complexo B,
também tém sido usadas como suplemento em racdo animal para compensar a defici€ncia de

aminodcidos e vitaminas dos cereais (OLVERA-NOVOA et al., 2002). As mais populares
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entre elas sdo os géneros Candida, Hansenula, Pichia, Torulopsis e Saccharomyces
(ANUPAMA, 2000). Como suplemento alimentar animal sdo relatados testes de niveis de
substituicdo da principal fonte protéica por leveduras em ragdes para suinos, coelhos, peixes e
aves (OLVERA-NOVOA et al., 2002; GRANGEIRO et al.,, 2001; FARIA et al., 2000;
MOREIRA et al., 1996; PADUA et al., 1996).

1.3.1. A LEVEDURA Candida utilis

Candida utilis (Henneberg), syn. Pichia jadinii (KURTZMAN & FELL, 1998), tem
sido empregada na produgdo de uma variedade de compostos organicos como acetato de etila
(ARMSTRONG et al., 1984), alcoois ramificados (DERRICK & LARGE, 1993), acido
acético (CHRISTEN et al., 1999; DOMENECH et al., 1999), enzimas (SIM & HANG 1996),
e etanol (JOSHI et al., 2000); como também na produgdo de SCP para alimentagdo animal
(JOSHI et al., 2000; RAHMAT et al., 1995; BHALLA & JOSHI, 1994), sendo considerada
uma fonte segura de proteina altamente nutritiva pela industria de alimentos.

No FDA “Food and Drug Administration”, h4 citagdes sobre C. utilis para as seguintes

aplicagdes:

§172.590-Y east-malt sprout extract, derived from Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces fragilis, Candida utilis.
§172.896-Dried yeasts, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces fragilis, and dried

torula yeast, Candida utilis.

A C. utilis ¢ uma espécie com habilidade para crescer em vérias fontes de agticar como
D-xilose, inulina, trealose e celobiose (KURTZMAN & FELL, 1998) metabolizando a
maioria dos mono e dissacarideos naturais, além de componentes lignocelulosidicos como
fragmentos de pectina, xilana, celulose e lignina (VILLAS-BOAS et al., 2002).

As leveduras S. cereviseae e C. utilis s@o classificadas entre os microorganismos mais
interessantes para inclusdo como suplemento nutricional em ragdes, devido ao seu contetido
proteico, que pode chegar a 50% do peso seco, além de lipideos, polissacaridaos (ZIINO et
al., 1999), vitaminas, minerais e outros componentes que podem estimular a resisténcia a

doengas em peixe (RAA, 1990).
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O predominante metabolismo aerébico da C. utilis e a ativa participagdo da via
pentose fosfato para o metabolismo do actcar, predispde esta levedura para o balanco de
carbono em favor da producio de biomassa quando comparado com outras leveduras como a
S. sereviseiae que sdo sensiveis a glicose e altamente fermentativas (DE DEKEN, 1966;
DIVJAK & MOR, 1973).

Especialmente, C. utilis tem uma concentracdo relativamente alta de aminodcidos

essenciais (LAWFORD et al., 1979), como pode ser verificado nas tabelas 4, 5 e 6.

Tabela 4. Composicao aproximada e perfil de amino4cidos essenciais
de diferentes fontes protéicas.
Farinha Candida Farinha Concentrado Farinha

de utilis'  de carnee protéico de de soja
anchova 0SS0 alfafa
(% de peso
umido)
Umidade 6,54 4,37 5,12 1,84 8,88
Proteina bruta 62,54 46,11 48,85 53,22 42,36
Extrato etéreo 9,56 1,51 10,90 6,77 1,20
Fibra bruta - 0,62 - 1,92 5,39
Cinzas 14,90 10,20 29,74 4,81 3,00
NFE 6,46 37,19 5,39 31,44 36,17
AAE (gkg")
Arginina 37,3 23,9 33,8 27,1 31,5
Histidina 15,7 9,1 9,6 13,5 13,8
Isoleucina 30,7 18,3 15,9 24,3 18,9
Leucina 49,1 28,7 29,7 439 30,9
Lisina 51,3 44.4 28,1 24,3 24,9
Metionina 19,0 3,8 6,3 1,6 4,8
Fenilalanina 27,3 13,3 16,5 27,8 21,6
Treonina 27,5 23,5 15,9 24,1 17,2
Triptofano 7,3 52 2,9 24,5 4,6
Valina 44,6 25,4 23,7 24,5 24,0

Fonte: OLVERA-NOVOA et al., 2002.

Tabela 5. Composi¢do bruta em percentagem
de peso seco da Candida utilis.

% Peso seco

Proteina

Soma de anidroaminoacidos 37
Bruta(Nx6,25) 42
Carboidratos 23
Mono- di- oligossacarideo 1,0
Polossacarideo 25
Lipideos 6,1
Cinzas 13

Fonte: BROWN et al., 1996.
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Tabela 6. Composi¢do de aminodcidos, em
percentagem do total de aminoécidos da C. utilis.

Aminoacidos % de aminoacidos
totais

Essenciais
Arginina 5,0
Histidina 2,2
Isoleucina 4,6
Leucina 7,8
Lisina 3,8
Metionina 1,6
Fenilalanina 4,6
Treonina 5,8
Triptofano 1,5
Valina 5.4
Prolina 3,6
EAAT* 89
Nao essenciais
Tirosina 4,7
Acido aspartico 10,6
Acido glutdmico 20
Glicina 5,2
Serina 6,0
Alanina 6,7
Cystina 1,0

EAALI Indice de aminoécidos essenciais (1989).valores a cerca
de 90 indica boa qualidade, a cerca de 80 utilizavel e

menor que 70 , inadequado .

Fonte: BROWN et al., 1996.

1.4 “SINGLE CELL PROTEIN” (SCP)

O Termo “Single Cell Protein” (SCP) refere-se a matéria seca proveniente do
crescimento de microorganismos (algas, bactérias, leveduras e fungos filamentosos) destinada
a alimentacdo ou formulacdo de alimentos. Ha registros da utilizacdo de microrganismos em
processos fermentativos desde tempos remotos, como na fabricacdo do pao (£ 2.500 a.C.), de
produtos l4cteos, consumidos por egipcios, gregos e ji bem desenvolvidos na era romana
(100-50 a.C.). O cultivo de microrganismo para consumo direto de animais e humanos foi
utilizado durante a primeira e a segunda guerra mundial pelos alemdes que produziram S.
cerevisiae e C. utilis (LITCHFIEL, 1979).

Ap6s a segunda guerra, esforcos vém sendo dirigidos no sentido de otimizar o cultivo
de células microbianas em grande escala, além de reduzir os custos de producdo utilizando
diferentes substratos como fonte de carbono, tais como: amido, celulose e residuos do

processamento de alimentos e da agricultura (LITCHFIEL, 1979).
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1.4.1 Producio de SCP Através de Residuos Agroindustriais

A producio de SCP a partir dos residuos agroindustriais é economicamente vantajosa,
uma vez que recupera subprodutos de valor agregado com a simultinea reducdo da carga
organica gerada por estes (NIGAM, 1999). A SCP ¢ facilmente produzida em escala industrial
utilizando grande nimero de substratos (OLVERA-NOVOA et al., 2002). Diversos trabalhos

vém sendo realizados neste sentido, como apresentados na tabela 9.

Tabela 7. Residuos agroindustriais utilizados para producdo de SCP,
com as respectivas espécies de microrganismos cultivadas.

Microrganismos

Substratos utilizados

Referéncia

C. utilis
K. marxianus

Pichia stipitis

C. utilis

C. utilis

C. utilis
Trichosporon sp.

C. tropicalis

Residuos da rizicultura
Sorgo da silagem de milho
Residuos da industrializacdo
do repolho

Residuos do enlatamento do

abacaxi

Residuos do processamento
da polpa macga

Melago de cana-de-aguicar
Salmora de alface
Hidrolisado hemicelulolitico

de cana-de-agtcar

RAJOKA et al., 2004
HANG et al., 2003

CHOl et al., 2002

NIGAN & KAKATI, 2002;
NIGAN, 1999; NIGAN,
1998

JOSHI & SANDHU, 1996

LEE & KIM, 2001
SUNTORNSUK, 2000

PESSOA et al., 1996

Em relacdo aos residuos sélidos da industria camaroneira , RATTANAKIT et al., (2002)
utilizaram fermentag¢do sélida para producido de Aspergillus sp, enquanto RHISHIPAL &
PHILIP (1998) testaram os residuos da carapaga de camarao em fermentacio semi-sélida para
producdo de biomassa a partir de Candida sp. e Rhodotorula sp.. FERRER et al, (1996)
utilizaram a glicosamina, produzida pela hidrélise 4cida da quitina, como fonte de carbono e

energia para o crescimento da levedura S. cerevisiae.
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2. JUSTIFICATIVA

Um material deixa de ser residuo pela sua valorizacdo como matéria-prima, para a
produgdo de novos produtos. Neste caso, o residuo passa a ser tratado como subproduto do
processo produtivo (VALLE, 1995). A bioconversdo de residuos agroindustriais para
recuperacio de produtos de valor agregado tem despertado interesse da comunidade cientifica

no sentido de reduzir o impacto ambiental deste tipo de atividade.

O aumento da criacdo de animais ndo ruminantes, em destaque as aves, peixes, suinos
e camardes, em toda a regido nordeste do Brasil, é dificultada pela falta sazonal de
ingredientes para a fabricacdo de racdo. A dificuldade de importagdo de milho e farelo de soja
a pregos competitivos durante a entressafra, e o alto preco da farinha de peixe constitui

obstaculos a ampliagcdo da criacdo animal.

Do ponto de vista estratégico a obtencdo de ingredientes, especialmente de
subprodutos da industria de alimentos, representa uma vantagem competitiva, porque
proporciona uma complementaridade ao fornecimento de ingredientes para as ragdes, a um
baixo custo, além de contribuir para a reducdo dos custos gerados para o devido descarte

destes residuos.

A avaliagdo da producao de SCP através do residuo proveniente do processamento do
camardo, para a obtencdo de um produto de alto valor agregado, vem contribuir para a
superacdo de “gargalos” existentes na agroindustria nordestina. A busca por fontes protéicas
alternativas, com baixo custo de produgdo, se torna imprescindivel diante do aumento da
demanda de alimentos devido ao natural crescimento demogréafico. A diminuicdo do custo da
producdo de proteina vem contribuir para a diminui¢do do quadro de fome e desnutricdo que

ainda se vé€ presente em pleno terceiro milénio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a produgdo de biomassa de alto valor protéico a partir do hidrolisado obtido do

residuo solido da industria camaroneira.

3.2. Objetivos Especificos

¢ Obter o hidrolisado do residuo sélido do processamento industrial de camarao;

e Selecionar a levedura, considerada GRAS “Generally Recognized as Safe” pelo
FDA, para producédo de biomassa em hidrolisado de residuo de camarao;

e Determinar as melhores condi¢des de cultivo da levedura selecionada;

e Escalonar a produ¢do de biomassa em hidrolisado de residuo de camardo para

fermentador de bancada.
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SCP production by hydrolyzed shrimp waste

Abstract Hydrolyzed shrimp waste (HSW), was
investigated as medium for yeast biomass production.
A screening (Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis and
Rhodoturula glutinis) tested HSW as the sole nutrient
source in flasks batch mode at 100 ml working
volume, 30°C, initial pH 7.8 + 0.4, and 150 rpm
shaker. The yeast growth behavior was evaluated
under different values of glucose concentration,
initial pH and temperature. This experiment was
carried out with 100 ml HSW at 150 rpm stirring
speed. In a later stage, experiments were carried out,
on scales up to 800 ml, HSW was diluted at 1:1 with
distillated water and 2% glucose initial. This
experiment was carried out with a bioreactor, 1vvm,
30°C, 7.8 + 0.4 initial pH and 150 rpm. It was found
that C. utilis, showed the best growing results. HSW
supplemented with glucose enhanced the yeast
growth, however no significant difference was
observed under different tested parameters. HSW
diluted showed a yield compared with those observed
in YPD. The results demonstrate that HSW can be
used as a substrate for SCP production by C. utilis,
when it is supplemented with glucose. The
contribution of HSW dry weight in the final product
contributes to the increase of the nutritional value of
the biomass, besides giving a characteristic shrimp
flavor to the product, which helps its use as a feeding
supplement.
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Introduction

The Brazilian shrimp farm production in 2004
reached 80.000 t exporting ca. 54.000 t, 60% of of
the processed products (ABCC 2005). According
to Cira et al. (2002), the shrimp process industry
yield about 30 to 40% of solid residues meaning
that an average of 10.000 t solid waste was
generated in Brazilian shrimp process industry. Its
nutritional composition and quality enable the use
of this waste as a protein and flavor source for feed
formulation (Heu et al. 2003).

The high concentration of protein, chitin and
carotennoids in this residue can be fractionated by
processes involving hydrolysis acid using HCI
(Ferrer et al. 1996), enzymatic hydrolysis by
adding alcalase (Gildberg & Stenberg 2001) or by
autolysis using its own proteolytic enzymes (Silva
2004). In Pandalus borealis hydrolyzed shrimp
waste was found to be rich in amino acid and
minerals, which is comparable to the bacto-
triptone (Gildberg & Stenberg 2001).

The composition allows it to use hydrolyzed
shrimp as a substrate for microbial growth and
single cell protein (SCP) production. Nowadays,
conversion of agroindustrial waste to SCP have
been indicated as a cheap process; in here GRAS
microorganisms are grown in waste, reducing their
pollutant potential (Ferrer et al. 1996). Among the
microorganisms, yeast have been indicated for
SCP production due to its high content of proteins,
the presence of B-complex group vitamins, good
amino acid profile and low level of nucleic acid
content, which can competes well with others
protein sources used in animal feed formulation
(Rajoka et al. 2004; Anupama 2000). Besides, it
can be use with different kind of sugars as
substrate, within a wide range of pH, with a high
productivity (Rhishipal & Philip 1998; Kreger-Van
Rij. 1984). Various yeasts are used as protein-rich
food, mainly the Candida sp., Hansenula sp.,
Pichia sp., Torulopsis sp. and Saccharomyces sp.
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(Anupama 2000). The food supplements can be used
for, porks, rabbits, fish and chicken. Some researches
suggested the possibility to substitute at different
concentration levels the main protein source for yeast
biomass (Olvera-Novoa et al, 2002; Grangeiro et al.,
2001; Faria et al., 2000; Moreira et al., 1996; Padua et
al.,1996).

SCP has been obtained by different yeast species
using different wastes as substrate: Candida utilis in
rice polishing (Rajoka et al. 2004), and pineapple
cannery (Nigan & Kakati 2002; Nigan 1999; Nigan
1998); Klyuveromyces marxianus in corn silage juice
(Hang et al. 2003); Pichia stipitis in chinese cabbage
(Choi et al. 2002); C. utilis, in apple pomace (Villas-
Boas et al. 2002; Joshi & Sandhu 1996); Trichosporon
sp. in lettuce brine (Suntornsuk 2000); and C.
tropicalis in sugar cane hemicellulosic hydrolyzed
medium (Pessoa et al. 1996). Regarding the use of
solid shrimp waste as a carbon source for
microorganisms production, few results have been
described: Aspergillus sp. in solid-state cultivation
(Rattanakit et al. 2002); Candida sp. and Rhodotorula
sp. in semi-solid medium (Rhishipal & Philip 1998);
and S. cerevisiae in acid hydrolyzed quitin (Ferrer et
al. 1996).

The aim of this work was to select the best yeast
species, where hydrolyzed shrimp waste can be used
as substrate for the SCP production.

Materials and methods
Hydrolyzed shrimp waste treatment

The Litopenaeus vannamei head was provided by
Netuno A/S (PE. Brazil). Shrimp heads were mixed
with distilled water at proportion 1:1 and blended in
an industrial blender. This mixture was hydrolyzed as
described by Silva (2004), with the follow
modifications: the hydrolysis (autolysis) process was
carried out in a fermentor (BioFlo2000, New
Brunswick), for 3 h at 40°C and constant agitation at
400 rpm. After this period, solid tissues were
separated by filtration (using cotton tissue) and the
liquid portion was centrifuged (40 min, 8.000 x g, at
4°C) to obtain a pellet rich in carotenoids and the
supernatant  protein-rich. The supernatant was
autoclaved (15 min at 121° C) and centrifuged (40
min, 8000 x g, at 4°C). this second supernatant was
called HSW which was aliquoted under sterile
conditions to be use as substrate for yeast growth.
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Yeast strains

The strains Kluyveromyces marxianus CBS6556,
from the Central bureau voor Schimmelcultures
Baarn ( Netherlands), Saccharomyces cerevisiae
(Itaiquara), Candida utilis and Rhodoturula
glutinis (Department of Micology - UFPE, PE-
Brazil) were used in this study. The yeasts were
maintained in solid YPD (1% (w/v) yeast extract,
2% (wlv) peptone, 2% (w/v) glucose and 2% (w/v)
Agar) at 4°C, and stored at —80°C on the same
medium describe above, with glycerol (70%)
(Sambrook et al. 1989).

Culture conditions

For yeast screening assay, one loopful of yeast
cells were collected from solid YPD plates
(cultivated after 48h, at 30°C) and inoculated in 10
ml YPD medium, at 50 ml Erlenmeyer flasks.
After 12 h of growth at 30°C and 150 rpm, in a
rotatory shaker, this culture was used as an
inoculum. Yeast strains K. marxianus, S.
cerevisiae, C. utilis and R. glutinis were grown in
HSW as a sole nutrient source. The growth
conditions were: 100 ml working volume into a
500 ml Erlenmeyer, 30°C, initial pH 7.8 £ 0.4, 150
rpm shaker, and inoculum concentration of 0.038 *
0.02 gI"". Samples were taken during 48 hours, in
regular intervals, for analyze.

2’ Factorial design

A full 2° factorial design, with a one genuine
replicate was used for yeast growth formed by
three factors in two levels (Table 1). The pre-
grown conditions for the selected yeast were the
same as described above. After 12 h of cultivation,
the culture was used to inoculate 100 ml HSW
supplemented with glucose, into 500 ml
Erlenmeyer, at 150 rpm shaking. The initial
biomass concentration was 0.2 = 0.1 gI”'. Samples
were taken for analysis with time intervals of 6
hours during the 36 hours of culture growth. The
effects of three independent variables on biomass
production were analyzed by wusing an
experimental design matrix in STATISTICA 6.0
software for Windows (StatSoft, USA).
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Table 1. Variables and levels for 2° factorial design.
Variables Levels Results
-1 +1
Glucose (%) 1 2 Yeast screening assay
Temperature (°C) 30 35
Initial pH 6.0 7.5 In the screening assay, C. utilis showed the highest

Bioreactor assays

The assays were performed in a BioFlo2000 - New
Brunswick (USA), with 800 ml working volume, 0.15
+ 0.06 gl inoculum, aeration 1 vvm, 150 rpm and
30°C, using 100pl" antifoam 204 Organic (Sigma
Co.). The cell growth was evaluated on DHSW
(diluted 1:1 with distilled water) and HSW (not
diluted), both with 2% of glucose concentration. YPD
medium was used as a standard. Samples were taken
during 36 h of cultivation, and stored at 4°C for
analytical measurements. The culture content at the
end of a fermentation was dried and the relationship
between total volume and cell dry weight (after
washing) was measured.

Analytical determinations

The biomass concentration was determined by using a
linear regression, generated by the calibration curve of
the amount of cells versus dry weight (gl™"). The total
reducing sugars were determined by the DNS method
using glucose as a standard sugar (Miller 1959).
Glucose concentration was determined by using a
colorimetric enzymatic method, using a commercial
kit (Celm, SP, Brazil). Total protein content was
determined by using Biuret method using a
commercial kit (Celm, SP, Brazil).

Cultivation kinetic parameters

The kinetic parameters were calculated as described
by Pirt (1975). Maximum specific growth rate (L )
was determined from the growth curve in the
exponential phase. The yield (Ys) was calculated as
the amount of cell (grams) produced per gram of
consumed sugars. The biomass production [X(gl™)]
was determined as grams of dry cell produced per liter
of the growth medium. The productivity [Q(gl"h'l)]

was expressed as biomass produced per liter of
medium per hour of cultivation. All analyzes were
twice and expressed by calculating media and
standard deviation.x 5.0%.

biomass production (1.8 gl‘l) after 36 h of

incubation, followed by R. glutinis (1.22 gl-1)
(Figure 1). Both species consumed around 66% of
the initial sugar concentration within this period.
The maximum specific growth rate and yield of
biomass on sugar consumption was obtained for C.

utilis, Wax = 0.27h_1 and Yy /= 0.47. S. cerevisiae .

K. marxianus showing an extended lag phase and
low cell growth. Based on this result, C. utilis was
chosen for the further experiments.

10

log Biomass (gl™")

0,19

—&— S. cerevisiae
—O— K. marxianus
—w— C. utilis
—v— R. glutinis

0,01

T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Time(h)
Fig. 1 Growth behavior of four GRAS yeast:
Kluyveromyces — marxianus ~ (ATCC  36907),

Saccharomyces cerevisiae (Itaquatiara), Candida
utilis and Rhodoturula glutinis. The cells were grown
in 100 ml HSW at 30°C, 150 rpm and initial pH of
7.8 £04.

2° Factorial design

Considering that at 36h C. utilis is already in
stationary phase the growth curves in all treatments
were followed up to 36 h, (Figure 2). In all yeasts
flasks, after 12 h of incubation the cells reached the
beginning of a stationary phase correlated with the
whole glucose and fall of protein consumption
(figure 3). Mean values at 12-hour culture were

obtained as follows: 3.55 gl , 0.15 22> 0.26 h''
1 -1
and 0.30 gl h for biomass production, yield,

maximum specific growth rate and productivity,
respectively.
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Fig. 2. Candida utilis growth 2* Factorial planning ,
100 ml working volume, at different condition of initial
pH, temperature and glucose concentrations: F1(30°C;
6.0; 1%); F2(30°C; 7.5; 1%); F3(35°C; 6.0; 1%);
F4(35°C; 7.5; 1%); F5(30°C; 6.0; 2%); F6(30°C; 7.5;
2%); F1 (35°C; 6.0; 2%); F8(35°C; 7.5; 2%).

40 6

Sugar reducing and glucose concentration
(e
Protein (g/")

42

Time (h)

Fig 3. Mean glucose, reducing elements and protein
consumption for Candida. utilis growth at, 100 ml
working volume, at different initial glucose
concentration: glucoseA(F1-4), X(FS-S); reducing

elements <& (F1-4),J (F5-8); proteinX (F1-4),© (F5-8).

No significant differences among the treatments were
found in the factorial design analysis for C. utilis
growth (Figure 2).

Based on this result, the initial pH, temperature of
30°C and 2% glucose supplementation were chosen
for scale up experiments carried out in a bioreactor.
The growth curve of C. utilis, in 800 ml HSW, DHSW
and YPD, was quite similar (Figure 5). Its kinetic
parameters are shown in Table 2.
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Fig 4 Pareto Chart of Standardized Effects for 12
hours culture of 2* Factorial planning for Candida
utilis growth, 100 ml working volume, at different
condition of initial pH, temperature and glucose

concentrations.
100
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©
5
o
j=2]
8
0,17
® HSW
O~ pHsW
Y= YPD
0,01
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Time (h)
Fig 5. Candida. utilis growth response in BioFlo 2000
fermentor, with 800ml working vol, 2% glucose added, at
30°C, own inicial pH 7.840,4, 1vvm aeration at 150 rpm.

Table 2. Kinetic parameters of Candida utilis culture
with 800 ml working volume, at 30°C, initial pH
7.810,4, 150 rpm.

H1max YJ ? -1

(h™) (gg) (gl'h™)
HSW 0.3240.02  0.30£0.03  0.30+0.02
DHSW 0.30£0.02  0.4240.02  0.5910.02
YPD 0.3310.01  0.2740.01  0.52+0.02

However , the total HSW dry weight
obtained at final culture was two times higher than
YPD (Tab. 3). The medium percentages for the
total weight culture were 86.73%, 77.16% and
82.38% for HSW, DHSW and YPD respectively.
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Table 3. Total dry weight and cell biomass relationship of
Candida utilis 36h-culture on HSW, DHSW and YPD
medium.

medium  medium dry  Dry weight total Dry
culture weight cell biomass weight
(gl (gl (gl
HSW 61.82+7.9 8.2010.89 70.02£8.79
DHSW 33.20+0.4 7.58+0.08 40.78+0.48
YPD 30.2612.4 5.33£0.19 35.594+2.59
Discussion

The results obtained with HSW used as the sole
source of nutrients for C. utilis growth was more
efficient than those obtained with diluted lettuce brine
for Candida sp growth at same conditions, X= 0.43 gI’
'Y=048 gg'1 and Umax = 0.06 h!(Suntornsuk 2000).
The addition glucose analyzed by factorial planning
enhanced the biomass production of C. utilis 12 times,
compared to the sole-HSW assays under 36-h. The
average biomass production was X=3.55 + 0.5 gl in
12-h cultivation equivalent to the one obtained in the
same period with HSW in bioreactor. The analysis of
the 36-h growth curve, with factorial planning
(X=21.19 £2.96 gl']), showed an increase of 3.2 times
in the C. utilis biomass production compared to the
24-h results. This production, when compared with
bioreactor assays under 36-h cultivation showed a
increase of 2.5, 2.8 and 3.9 times for HSW, DHSW
and YPD respectively. With DHSW, the same
conditions in the bioreactor, a two times higher
biomass culture was obtained, like with the production
with C. utilis in YPD. These facts suggest that the
dilution of the residue has prevented a substrate
inhibition, as cited by Verduyn (1991). After 24-h
cultivation, in all glucose supplemented treatments,
the biomass production was similar. Regarded to
treatments with HSW residues, the period between 24
to 36-h of cultivation showed an increase on biomass
production. However, in the bioreactor this behavior
was not so significant when compared to Erlenmeyer
flasks. This fact could be related to the
surface:volume:agitation relationship in bioreactor,
which could reduce the superficial gaseous
interchanges, allowing the action of limiting factors
such accumulation of cellular by-products as ethanol,
acetic and pyruvic acids (Verduyn 1991; Hensing et
al. 1995; Lee 1996). The inhibition of cellular
respiration by a high concentration of dissolved CO,
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could also occur in these conditions (Jones &
Greenfield 1982).

The whole consumption of glucose in the factorial
planning, with 1% as well as 2%, occurred near
12-h cultivation, helping the fall in productivity in
the subsequent 12-h period. Lee & Kim (2001)
verified the depletion of 5 gl molasses glucose
equivalent after 12-h when microorganisms were
grown in a medium containing a sugar mixture.
Pessoa et al. (1996) observed a rapid consumption
of glucose about 6h after inoculation, followed by
xylose and acetic acid consumption. So yeast
utilizes the different sugars in a sequential manner
but glucose is preferred. According to this
observation, 15% of total sugar was registered after
12h cultivation followed by a minor rise in
biomass production in all treatments. This fact
suggests that when other carbon sources, it
available as such non-reducing disaccharide
trealose (Roy et al. 2001), since cells do have the
ability to alter their metabolism with changes in
their environment (Ordaz et al. 2001). So the
period between 12 and 24 h was distinguished by a
yeast metabolic adjustment for this other carbon
source, that might have provided energy for
biomass synthesis, using the nutrients when yet
present in the medium in the period between 24
and 36h.

The total microorganism weight at the end of
cultivation with HSW was higher compared to the
one in the YPD medium (Table 3). The significant
contribution of the HSW to the final product
increases the nutritional value of the biomass.
Besides, it gives as well a distinct shrimp flavor to
the product and helps it to use it as a feed
supplement.

The results of this study have shown that, HSW
obtained by shrimp waste using enzymatic
autolysis, can be used as a rich substrate for yeast
growth when it is supplemented by glucose, and
shows a similar growth compared to YPD medium.
C. utilis is appropriated yeast for SCP production
in this medium. The biomass produced from HSW
provides a shrimp flavor and contributes to
nutritional composition for final product. Further
studies could increase the biomass production and
improve its utilization for animal feedstock.
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6. CONCLUSOES

Os resultados da presente pesquisa indicam que o hidrolisado obtido a partir da autélise
do residuo do processamento de camardo Litopenaeus vannamei, quando suplementado com
glicose possibilita a producdo de biomassa de levedura, obtendo resultados de crescimento
equivalentes ao obtido em meio YPD.

Candida utilis € uma levedura indicada para produ¢do de biomassa neste meio. A
significativa participacdo do hidrolisado no produto final proporciona um “flavor” caracteristico

de camardo a biomassa contribuindo também para sua composic¢ao nutricional.
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7. PERSPECTIVAS

As informagdes aqui obtidas dardo suporte para futuras pesquisas que objetivem a
utilizacdo do residuo s6lido do processamento industrial do camardo e também que otimizem a
obtencdo da biomassa aqui estudada, possibilitando o escalonamento de sua producdo, com a

devida andlise econdmica que viabilize a inclus@o deste produto na dieta animal e/ou humano.
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8. ANEXOS

Os resultados da presente pesquisa produziram publicacdes em congressos, relacionados a

biotecnologia e aquicultura.

XXXIII Reunido Anual da SBBq, 2004. Caxambu, MG.
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ABSTRACT

The shrimp industry produces about 30 to 40% of waste (head, tail and shell). In order to reduce the cost of this discards and to improve the value-added product, batch fermentation on a shrimp waste was performed to SPC production.
The strains Kluyveromyces marxianus ATCC 36907, Saccharomyces cerevisiae (taquatiara) and Torula utilis were grown in alternative substrate for biomass production. The medium was obtained from the shrimp waste, after
hydrolyses, centrifugation and the filtrations steps. The cells were pre-grown on YPD medium during 12 hours at 30° C using a rotatory shaker at 150 rpm. The intianal concentration of 0.02 g.I" biomass was inoculated in this substrate at
the same conditions mentioned above, during 92 hours. Several samples were harvested for analytical determinations. The biomass concentration was measured by absorbance (A 600nm) and dry weight was obtained using a linear
regression. The reducing sugar concentration was determined using DNSA method. T. utilis showed the highest biomass production (3.52 g.I") after 96 hours of incubation followed by S. cerevisiae (2.83 g.I). Both species consumed
around 48% of the initial sugar concentration (around 3.5 g.I) within this period. K. marxianus ATCC36907 did not show satisfactory growth, despite of the consumption of 37% total reducing sugar. The highest growth rate and yield of
biomass on sugar consumption was obtained for the T. utilis, m = 0.27 hiand Yx/s=2.13, respectively. These data show that T. utilis is appropriated yeast for biomass production on shrimp waste medium, and further studies could allow
the utilization of this specie for animal feedstock.

INTRODUCTION 5
The Associag@o Brasileira de Criadores de Camaréo (ABCC) report that in 2002 the shrimp farm ® K maranus .
production in Brazil was 60.000 ton, a increment of 50% in relation to 2001. The shrimp industry m S cerevisiae

produces about 30 to 40% of waste (head, tail and shell) a appreciable potential for pollution and * T uiiis
do pose a disposal problem. Efforts for developing techniques for the recovery and utilization of
the discards are necessary. This discard has a high protein and chitin content and can be
hydrolyzed by acid hydrolysis (FERRER et al. 1996) or by a commercially available protease
(alcalase) and recovered fractions as a protein hydrolyzate, chitin and carotenoids (GILDBERG &
STENBERG, 2001). The conversion of the waste matter into yeast biomass (SCP) is useful
because of the high nutritional quality of the yeasts, and this would give possible uses in
aquaculture or animal feed formulations. The advantages of microbial protein are high
productivity, a high proportion of cell mass as protein and a good profile of desirable amino acids
(RHISHIPAL & PHILIP, 1998). In order to reduce the cost of shrimp waste discards and to improve
the value-added product, the present work tested the yeasts growth on Protein Hydrolysate
medium provided of shrimp waste enzymatic autolysis.

w

Biomass g.1Y)
~

MATERIALS AND METHODS 0
Shrimp Waste Hydrolysate Obtention - shrimp waste was provided by Netuno A/S. the waste o 20 40 60 80 100
was packed in plastic bags and stored at — 20° C before use. The shrimp waste was mixed with Time (h)

distilled water at proportion 1:1 and triturated in a industrial blender. The hydrolysis (autolysis)
process was carried out for 3h at 40° C and constant agitation. After this, the enzyme was

1. Bath i strains marxianus,

inactivated by heating (90° C, 10 mln) smmg manual process separated solid tissues and crude Torula utilis a 30°C e 150 rpm.

The crude (40 min, 10.000 x g). The Protein Hydrolysate
(supernalanl) obtained was aulnclaved for 15 min at 1210 C.
Microorganisms Acquirement - The yeasts were obtained from the culture collection of
Biotechnology lab (LIKA), maintained on a solid YPD plate. The strains Kluyveromyces marxianus . . ;
ATCC 36907, Saccharomyces cerevisiae ltaquatiara and Torula utilis were used in this study. Microorganisms p (h7) Yx/s
Batch i - The batch was as follows: 100ml of Protein

were di into 500 ml flasks. Each flask was inoculated with a 12-h-

Dld culture previously grown on YPD medium during 12 hours at 30° C using a rotatory shaker at i
150 rpm. The initial concentration of 0.02 g.I" biomass was inoculated in this substrate at the same K. Marxianus 0’14 0’26
conditions mentioned above. During 92 hours several samples were harvested for analytical o
determinations. S. Cerevisiae 0,09 1,72
Analytical Methods - The biomass concentration was determined by using a calibration curve to T. utilis 0,27 2,13

correlate optical density (0.D.) with dry weight (g.") using a linear regression. The total reducing
sugars (TRS) were determined as glucose using DNSA method.

Tabel 1. Maximum specific growth rate and Yield for slrams * Kluyvaromyoes marsianus,

Cultivation kinetic Parameters - Maximum specific growth rate (u ,,,) as determined from the Saccharomyces cerevisiae o Torula ufilis a 304C & 150 1

growth curve in the exponential phase. The Yield (Y,,) was calculated as grams of dry cell
produced per gram of reducing sugars used.
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The data from this current study demonstrated that Protein Hydrolysate medium provided of
shrimp waste enzymatic autolysis could serve as a substrate for yeast growth and that T. utilis is
appropriated yeast for biomass production on this medium. Further studies could allow the
utilization of this species for animal feedstock.
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ABSTRACT
The shrimp industry produces about 30 to 40% of waste (head, tail and shell). In order to reduce the cost of this discards and to improve the value-added product , batch fermentation on a shrimp waste Hidrolysed was performed
o SPC production. The yoast C. uilis was grown ot diferent conditions (pH. temperature and glucose concentration) following o factorial assay. No significant difference was obsorved. the moans valuos in 12 h-old were 6,61 g
150,25 h'and 0,65 g.I""h"! for X, ., and Q respectively. Therefore the sugar a n improve the grown aganist the no suplemented medium. The yield 0,37gl" e 0,28g1" for suplemented HRC whit glucose 1% e 2% respectively,
Show that other nutriional factors ibited the grown. Tha Tl 81ucoss (1% and 2%) consumpiion was at 12n-0d but oecaring csll grown aiter this showing the consam plion or coll production of other carbon source. These d
show that T. utilis is appropriated yeast for biomass production on shrimp waste medium, and further studies could allow the utilization of this specie for animal feedstock.

INTRODUCAO

A Associacdo Brasileira de Criadores de Camarao (ABCC) reporta que em 2003 a carcinicultura brasileira 100
produziu 90.000 ton, um incremento de 50% em relagdo a 2002. As indistrias de processamento de camarao
produzem cerca de 30 a 40% de residuos s6lidos um poluente potential. Desta forma estudos tém sido realizados
no sentido de recuperar e agregar valor a esse descarte. Seu alto conteido de proteina, quitina e carotenoides
podem ser fracionados através de processos que envolvem hidrolises, acida (FERRER et al. 1996) ou por uma
protease comercial (alcalase) (GILDBERG & STENBERG, 2001). Por outro lado, a conversao de residuos
agroindustriais em biomassa vem sendo desenvolvida devido a alta ualidade nutricional de leveduras, além de 10
sua alta produtividade, e alta proporcao de proteina com um bom perfil de aminoacidos, podendo assim ser

utilisada em agacultura ou em formulagao de ragéo animal (RHISHIPAL & PHILIP, 1998). Com o objetivo de =
reduzir 0s custos finaceiros e ambientais do descate dos residuos slidos da industria camaroneira a0 mesmo =
tempo gerar um produto com valor agregado, o presente trabalho testou o crescimento de levedura em meio de
hidrolisado protéico provido da autdlise enzimatica do residuo de camarao. E i
E
2
@m
MATERIAIS E METODOS e

Microorganismo - foi utilizada uma cepa de Torula utilis obtida a partir da colecao da Micoteca do Departamento de

Micologia da UFPE.

Obtengéo do hidrolisado a partir do residuo de Camardo - o residuo de camarao foi obtido da Netuno A/S. A uma
proporcao de 1:1 com agua destilada o residuo foi triturado em um liquidificador industrial. O processo de 0,01
hidrdlise (autélise) ocorreu por 3h a 40° C e agitagéo constante de 400 rpm. Seguiu-se a inativagao enzimatica por

aquecimento (90° C, 10 min). Através de peneiras foi separada a parte solida (porgao rica em quitina) e o ° 10 20 30 40
bruto. O hi bruto foi {40 min, 10.000 x G) procipitando a porgao de carotendides.

o protéico obtido foi por 15 min a 121° Tempe (h)

Planejamento Fatorial - Um planejamento fatorial foi desenvolvido para avaliagdo da producéo de biomassa em Fig.1- Resposta de crescimento da C. utilis em hidroilsado de residuo de camaréo a

hidrolisado de residuo de camarao (HRC) diante da variagio de pH (6,0 e 7,5), da concentragao de glicose (1% e variagéo de temperatura, pH, e concentracao de glicose (R1 - R8) comparado ao

2%) e da temperatura (30°C e 35°C). em residuo nao (RC).

Condigses de cultivo - Para o inoculo foi utilizada cultura previamente crescida em meio YPD por 12 horas a 30° C
© 150 rpm. Uma concentragéo inicial de biomassa (0.02 gI*) foi inoculada em erlenmeyer’s (500 m1) contendo 50 m|
de hidrolisado protéico obedecendo as condigdes do planejamento fatorial sob agitagao de 150 rpm. Durante 36
horas amostras foram retiradas para determinagses anall

Tratamento  pH  Temperatura (°C) Glicose (%)

Métodos analiticos - A de biomassa foi pela correlagio entre nimero de células e 0 peso R 6.0 30 B
seco (gI) usando uma regressao linear. O agucar redutor total foi determinado pelo método do DNSA. A glicose foi g

pelo método R2 75 30 1

Parametros Cinéticos de Cultivo - A taxa de crescimento especifico maximo (u ,,,,) foi determinada pela fase R3 6.0 35 1

da curva de o (¥, foi calculado como gramas de células secas produzidas R4 75 35 1

por gramas de acucar redutor consumido. A Producao de bimassa (X, como gramas de células secas RS 6.0 30 N
produzidas por litro meio utilizado e a produtividade (Qg.qy..) como biomassa produzida por litro de meio por hora. e s I

g 2

R7 6.0 35 2

RS 75 35 2

RESULTADOS E DISCUSSAO Tabela .1 - fatorial utilizado no C. utilis de residuo

da em
de camaréo para avaliagéo da variagao de temperatura, pH, e concentragao de glicose

A partir de uma selecao entre quatro diferentes espécies de leveduras
marxianus; Candida utilis o Rhodolorula glutinis), Gomes ot al (2004) identificou a C. utilis como o microorganismo

mais adequado para crescimento e producéo de biomassa em HRC. Esta levedura foi utilizada no presente trabalho References

para avaliagéo, através de um planejamento fatorial, do efeito da variagao de temperatura, pH, e concentragao de . i

glicose na produgao de biomassa (Tabela 1). Os resultados do planejamento fatorial demonstram que nao houve ABGG - Assoclagio Brasllelra de Griadoras de Gamaréo:

diferenca significativa entre os tratamentos (Fig. 1), com valores médios em 12 horas de cultivo de 6,61 g.I"; 0,25 h FERREA. ) PAEZ, G. MARMOL. Z. RAMONES. E GARCIA. H. FORSTER . F. 1996 Acid hydrolysis of

e 085 giih para producdo de blomassa, taxa de crescimento especifico méximo o produtividade shrimp-shell wastes and the production of single cell protein from the hydrolysate. Bioresource
Quando a0 HRC nao a adigao de glicose acarretou em um aumento Tecnology, v. 7, p 55 - 60

na producao de biomassa. No entanto dados de rendimento 0,37g!" e 0,28g1" para HRC suplementado com 1% e GILDBERG A STENSERG, . 2001 A new process for advanced utilization of shrimp waste. Process

2% de glicose respectivamente, indicam que outro fator nutricional (por excesso ou caréncia) pode estd limitando a Bolchemisiry, v.36, p.808-812

do do O consumo total do referido suplemento (1% e 2%) deu-se nas GOMES £ BEZERRA, RS, SOUZA, P ALE: MARTING, D.8.G. LIMA FILKO, L, SCP Production by Shrimp
primeiras 12 horas de cullivo, porém observa.se a constincla de elementos redutores (x 4,0 g) nos tempos Wasts Hydrolysate as Subsirte for veast Grow ouniao annialda Sociedads Brasiara 6o
SubseqUentes em detrimento da broducio de blomassa em tados o8 lralamentos, o qus sugers o consumo de oulra

LEE, 8. KIM. J. K. 2001 Production of Candida utilis biomass on molasses in different culture types.
fonte de carbono, j4 presente no meio, ou produzida pelo microorganismo. PESSOA (1996) obteve com Candida ‘Aquacuural Enginsering, V. 25 p. 111124,

tropicalis, cultivada em de de com urea e P,0;) uma taxa PESSOA JR., A. MANCILHA, .M. SATO, §.1996. Cultivation of Céndida tropicalis in sugar cane
de crescimento especifico maximo de 0,137 h*; rendimento (0,31 g.g") e produtivide de 0,20 g.Ih"'; enquanto LEE hemicellulosic hydrolyzate for microbial pro . Journal of Biotechnology, V. 51
(2001) testando Candida utilis em melago, com diferentes concentragdes de uréia e acido fosférico, obteve um P 8385

rendimento de 0,67g.g7", com 0,24 g.I.h"'de produtividade. FERRER (1996), usando a glicosamina obtida da RHISHIPAL, R. PHILIP, R. 199. Selection of marine yeasts for the generation of single cell protein
hidrdlise acida da quitina como fonte de carbono e energia, obteve com cerevisiae um

from prawn-shell waste. Bioresaurce technology V. 65, P. 255-256
de 0,58 kg.kg"! e uma taxa de crescimento especifico maximo de 0,23.h". Os dados do presente estudo reiteram o

potencial de utilizagéo da C. utilis para produgéo de biomassa utilizando hidrolisado protéico de residuo de
camarao. Futuros estudos poderao indicar uma compativel suplementacdo deste residuo para a obtencao de Supported by: UFPE, FINEP, CAPES, CNPq, P & T Ltda. Simbrag 2004
biomassa viavel para aplicagdo em alimentagao na aqiicultura ou formulago de ragao animal.




GOMES, E. P.

Producédo de Candida utilis utilizando o hidrolisado

- VII Reunido Regional da SBBQ, 2004. Recife, PE.

OPTIMIZATION OF SHRIMP WASTE HYDROLYSED
FOR Candida utilis YEAST GROWTH MEDIUM

Gomes, E.P.'; Bezerra, R.S."

e-mal

epgostras@hotmail.com

; Martins, D.B.G."; Lima Filho, J.L.12

1Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami — UFPE- PE - Brasil; 2 Departamento de Bioquimica - UFPE - Recife - PE

5880 regonsi 2004

ABSTRACT

Yeasts are a rich source of proteins and B-complex vitamins. They have been used as a supplement to compensate the amino acid and vitamin deficiencies of cereals, and are recommended as a substitute for soybean ofl in
animal fed, In addion, they are considered a choap dietay supploment as hey are asilyproduced on an industriallovl from a number of carbor-rich substrate by-products suh as cirus pulp, molassos, papor industy wastes
and fruit pomace. The shrimp waste hydrolysed obtained by chitin recovery process is a protein and minerals rich by-product that can be used as growth medium for Candida utilis. This work evaluated the effect of temperature (30

1 (supplomontation with 1 o 256) on SWIH for biomass production, corrlatod 30° G and 2% g1ucoso a3 th bottar growth cond

and 35°C), pH (6.0 and 7.5) and glucose concentratior
{alves sz o cuturs wore cvlied as olows: 203
supplemented with se), the growth curve was quite similar to that obtained in YPD (rich media). The yiel

that shrimp waste hydmlmn :upplememed Wih carbon sourcs can b used ae ioh medium for Candics uis growh for Sngle Cell Protin Producton.

INTRODUCAO

A Associagéo Brasileira de Criadores de Camaréo (ABCC) reporta que em 2003 a carcinicultura brasileira
produziu 90.000 ton, um incremento de 50% em relagéo a 2002. As industrias de processamento de camarao
produzem cerca de 30 a 40% de residuos solidos que representam um poluente em potential. Desta forma
estudos tém sido realizados no sentido de recuperar e agregar valor a esse descarte. Seu alto conteido d
proteina, quitina e carotencides podem ser fracionados através de processos que envolvem hidrélises, dcida
(FERRER et al. 1996) ou por uma protease comercial (alcalase) (GILDBERG & STENBERG, 2001). Por outro lado, a
conversio de residuos agroindustriais em biomassa vem sendo desenvolvida devido a alta qualidade nutricional
de leveduras, além de sua alta produtividade,  alta proporcéo de proteina com um bom perfil de aminocidos,
podendo assim ser ullizada em aquacultura ou em formulaao de ragio animal (RHISHIPAL & PHILIP, 1998). A
partir de uma marxianus;
Candida utilis e Rhodotorula glutinis), GOMES et al, (2004) foi selecionada a levedura C. utilis, devido ao seu

melhor crescimento em Hidrolizado de residuo de camarao HRC ndo suplementado. Assim a presente pesquisa
teve objetivo de otimizar a produgao biomassa (Candida utiis), em meio de HRC provido da autdlise enzimatica
do . a partir da & variagao d de cult

MATERIAIS E METODOS

Microorganismo - fol utiizada uma cepa de Candida utilis obtida a partir da coleg@o da Micoteca do Departamento
de Micologla da UFPE.

Obtengao do hidrolisado a partir do residuo de Camardo HRC - Cabecas de camarao Licpenaeus vannanei 1ol obtido
da Netuno A/S. A uma proporco de 1:1 com 4gua destilada o residuo foi triturado em um liquidificador industrial.
O processo de s (autise) ocareu b 3h 407 C ¢ aglacdo constant do 400 rom. Seu-se a ntivasdo
C, 10 min).
oo drullsado bruto. O hidrolisado bruto foi centritugado (30 min, 10000 x §) pucmnando s boreho oo
0 hidrolisado foi autoclavado por 15 min a 1210

Cultivo em do - U
hidrolisado de residuo de camaréo (HRC)
2%) e da temperatura (30°C e 35°C). O ens:
Para o inéculo fol utilizada cultura previamente crescida em meio YPD por 12 horas a 30° C e 150 rpm. Uma

biomassa (0.02 gI") fof inoculada em Erlenmeyer’s (500 mi) contendo 50 mi de HRC
igdes do planejamento fatorial, sob agitagso em “shaker” a 150 rpm. Durante 36 horas

fatorial foi para avaliagéo da producéo de biomassa em

Cultivo em bioreator - A produgéo de biomassa também foi avaliada em fermentador (Bioflo 2000, New Brunswick)
com volume de trabalho de 11, sob agitago constante de 150rpm, a uma temperatura constante de 30° C e taxa de
aeracan constante de 1 vvm. Para o controle de espuma utilizou-se 100m! de antifoam. Células de C. utilis foram
pré-cutivadas em meio 50mi de YPD durante 10 h e posteriormente inoculadas em bioreator contendo 950mI de
TG diido 111 com dgua dostiada o 2% do concentracho de glicoso. Come controle um croscimento sab 39
mesmas condides em meio YPD foi realizado.

Métodos analiticos - A
seco (gl") usando uma re ear. O agiicar redutor total f
Gotorminada pelo método enzimatico colorimétrico (GOD/POD).

& 0 peso
ado pelo método do DNSA. A glicose foi

FParimetros Ciéticos de Culld - 4 352 do croscento spscicn IAXITO () 11 deleinads pea tase
exponencial da curva O rendimento (Y fol

o aramas de agiea redutor conaurmido. A Procigia 5 iomasea (1) come gramas de oduas seces produaldas
por litro meio utilizado e a produtividade (P) como grama de biomassa produzida por ltro de meio por hora de
cultivo,

RESULTADOS E DISCUSSAO

da C. utils sob dif igoes de pH inicial, temperatura e concentragdo de glicose, dentro de
um planjamento atoial demonsirou qus 30°C ¢ 2% do licose oo s principas pardmetros qus delermiaram
uma melhor resposta de crescimento. Nestas condigdes, s valores médios em 12 horas de cultivo foram os
senuln(es 27,08 ; 0,66 9/g; 0,27/h para concentragao de biomassa, rendimento e taxa de crescimento especifico,
(Fig. 1). Para o teste d de bomassa ol obtido em 12h de culura 2443 0 17915
031/h para concentragao de biomassa, rendimento e taxa de crescimento especif e crescimento
sspecico maxima ocorrou e § horas do cultivo (144 . Esta cura de creacimenio. spresentouss simiar 3
PD, nas mesmas condicdes de cultivo (Fig. 2) FERRER, 1996 usando glicosamina proveniente d:
Hiise seids da Quhins eome drien forte de carbont & anerga para culive e bateiada do Sacchammyces
cerevisiae, obteve um 58 /g, taxa de 0.23h o
em 12h de 2,72g]. PESSOA Candida hidrolisado de
{1ico e xlose)sdiionando urea. P,Oyobievs ma taxa i de crescimanto specilco de .14h o rend
de 031 /g Utllzando glicase (5, urea (02 91  dido fostérco (10 i), LEE & KIM(2001)obilveram em batslada
com C. utilis uma concentrag@o de biomassa de 2,88 g1, e um rendimento de 0,67g/g. WEI et al., (2003) verificaram a
influéncia da temperatura no cultivo de C. utilis, obtendo melhores resultados a 30° C. Na presents pesquisa o
consumo total da glicose suplementada deu-se em 12 horas de cultivo, para todos os tratamentos, sendo
Correlacionado ao niclo Ga tas6 estaclonaia. Paa o GUINo o YPD a 1350 46 deciinio nciouse apos. 24noras. No
entanto foi observada de presenca de outros agicares redutores no HRC apds as 12 horas de cultura. Em_HR
dluido 11 e fato conribulupara exters30 da ase esacioniria até 38h de cultv. Enquana qus om HRC rdo
onto ocorreu apds 24 aras de cullivo. Neste caz0 pod tr ocorrido um
onsumo de outro agiicar ainda presente no meio. PESSOA (1896) também ol

resultados deste estudo comprovaram o potencial do HRC como um meio para producdo de biomassa quando
suplementa do com uma fonte de carbono. Neste meio C. utils oi foi conﬂnvuda com apropriada para produgao de
biomassa, e que de30°Cea mostraram melhores resposta

de crescimento. Fuluvos estudos sao necessarios para determinar a viabilidade desta de biomassa para aplicaéo

jons for this yeast. Under

Ln Biomassa g/
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Considerando o0 atual momento da agroindistria brasileira, o aproveitamento dos
residuos gerados torna-se essencial, para o aumento de sua competitividade, além de
diminuir o impacto ambiental proveniente de eventuais descartes. Sob este foco, o
hidrolisado proveniente dos residuos da industria camaroneira (HRC) foi utilizado para
crescimento da levedura Candida utilis. Parémetros cinéticos de crescimento pma =
0.34/h; Yys = 0.96 g/g e 8.75 g/l de biomassa produzida em 12h de cultivo, indicaram que:
0 HRC(1) diluido 1:1 e suplementado com 2% de glicose, foi mais eficiente que o HRC(2)
ndo diluido e suplementado com 4% de glicose (2% inicial e 2% no final da fase
exponencial). Quando comparado ao meio padrdgo YPD, o HRC(1) mostrou-se
equivalente, sendo verificado desta forma seu potencia como fonte de proteina e
minerais para produgdo de biomassa de C. uilis .




