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RESUMO

Saccharomyces cerevisiae e Candida utilis apresentam interesse biotecnoldgico
para producado de biomassa e outros bioingredientes em substratos alternativos. O
objetivo deste trabalho foi a producéo de biomassa, por cultivo submerso utilizando
como substrato residuos da carcinicultura e das industrias sucroalcooleira. O residuo
de camardo foi tratado com diferentes taxas de diluicdo a 40 °C, e analisada ao
longo de 5 horas em intervalos de 1 hora, atingindo os melhores resultados de
hidrélise protéica na diluicao 1:4. O cultivo das leveduras nesse residuo mostrou que
apenas a C. utilis se adaptou ao substrato, atingindo uma taxa de crescimento
MAaximo (Umax) 0,10 h™ no cultivo submerso em frasco Erlenmeyer sob agitacdo de
150 rpm, a 30 °C durante 48 horas. A C. utilis foi cultivada em melacgo in natura nas
concentragcdes 1%, 2%, 4%, 6%, 8% e 10% (p/v) como fonte alternativa de carbono,
obtendo os melhores resultados na condigdo de 2%. Os experimentos de cultivo em
batelada com um volume de trabalho de 1 L e 4 L foram conduzidos em biorreator
(BioFlo2000, New Brunswick Scientific) a 30 °C, taxa de aeragédo 1 vvm e velocidade
de agitagdo 150 rpm utilizando o resiuo de camarao hidrolisado na diluicdo de 1:4
durante 3 horas com inclusdo de 2% (p/v) de melago. A C. utilis mostrou a maior
producéo de biomassa (9.90 g/L) em 48 h de cultivo, consumindo cerca de 75% da
concentragao inicial dos agucares redutores presentes no meio. Valores de pUmax,
rendimento da biomassa (Yys) e produtividade (Qx) foram 0,20 h™", 0,8 g/g e 0,53 g/L
h, respectivamente. A biomassa seca apresentou valores nutricionais com baixa
concentragao de lipideos (0,63 g/100g de biomassa) e alta concentragao de proteina
(61,60 g/100g de biomassa), além de energia metabolizavel (316,09 Kcal/100g de
biomassa) e minerais como calcio e sbédio. Desta forma € possivel concluir que a
levedura C. utilis apresenta potencial na single cell protein visando sua utilizagado na
suplementacao alimentar animal.

Palavras-chaves: Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Levedura, Proteina

unicelular
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ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae and Candida utilis are yeasts that show biotechnological
interest for production of biomass and other bioingredients in alternative substrates.
The aim this work was to produce biomass in submerged culture using shrimp waste
hydrolyzed and molasses as substrates. The shrimp waste was treated with different
dilution rate at 40 °C. It was analyzed during 5 h of treatment with samples harvested
at each 1 h. The best result of hydrolyze protein was found in the dilution 1:4. Yeasts
cultivation showed that only C. utilis was adapted to the shrimp waste hydrolysate,
reaching a growth rate coefficient (max) of 0.10 h™ in Erlenmeyer flasks under stirred
speed of 150 rpm at 30 °C during 48 hours. C. utilis cultivated in molasses (in natura)
at concentrations 1%, 2%, 4%, 6%, 8% and 10% (w/v) as carbon source alternative
showed the best results in the condition 2%. The batch fermentation experiments
with working volume of 1 L and 4 L were carried out in bioreactor (BioFlo2000, New
Brunswick Scientific) at 30°C, aeration rate 1 vvm and stirred speed 150 rpm for 48 h.
The medium was shrimp waste hydrolyzed in the dilution 1:4 in 3h processing with
inclusion of 2% (w/v) molasses. C. utilis showed the highest biomass production
(9.90 g/L) at 48 h of cultivation in 1 L bioreactor. The consumption was around 75%
of the initial sugar in medium. Values of growth rate coefficient (umax), biomass yield
(Yys) and productivity (Qy) were 0.20 h™', 0.8 g/g and 0.53 g/L h, respectively. The
biomass dry presented nutritional values with low concentration of lipids (0.63 g/100
g of biomass) and high concentration of protein (61.60 g/100 g biomass) and
metabolizable energy (316.09 Kcal/100 g biomass). In addition, it has consistent
values of calcium and sodium. Thus, it is possible to conclude that C. utilis shows
good potential for single cell protein production to be applied in animal feedstock.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, Yeast, Single cell protein
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1. INTRODUGAO

A criacao intensiva de animais no Brasil tem sido uma pratica constante,
iniciada desde a colonizacdo do pais, porém, essa cultura vem sendo atualmente
prejudicada em decorréncia da crescente falta sazonal de matéria-prima para
fabricacdo de racdo. Diante da escassez dos alimentos tradicionalmente utilizados
na cultura dos animais e da dificuldade na importacdo, principalmente, do milho e
farelo de soja a pregos competitivos na entressafra, cria-se uma barreira na
ampliagdo da produc&o animal.

Programas alternativos na producao de alimentos para consumo animal vém
se intensificando no campo cientifico. A produgdao de proteinas a partir de
microrganismos, conhecida como single cell protein (SCP), surgiu como uma das
propostas para a suplementacédo da ragdo animal ja que essa biomassa microbiana
possui aminoacidos essenciais e vitaminas indispensaveis na dieta dos animais
(LIMA, AQUARONE, BORZANI, 1992; ANUPAMA, RAVINDRA, 2000).

Muitos microrganismos, em destaque as leveduras, tém sido investigados na
producao de SCP (ZHENG, CHEN, WANG, 2005; RAJOKA et al., 2006). Esses
microrganismos possuem vantagens, pois convertem os mais diversos substratos,
num curto espaco de tempo de crescimento, em biomassa rica em nutrientes
essenciais ao crescimento animal; além das facilidades de manipulacdo durante o
processo (ANUPAMA, RAVINDRA, 2000; PATERSON, MELO, 1993).

Do ponto de vista estratégico, a obtengdo de novos compostos a partir de
subprodutos da industria de alimentos como substrato alternativo para o cultivo
desses microrganismos, representa uma vantagem agregativa, porque proporciona
uma complementaridade ao fornecimento de nutrientes para as ragdes, a baixo
custo, além de contribuir para a redugdo dos custos gerados no descarte destes
residuos (PELIZER, PONTIERI, MORAES, 2007).

Processos fermentativos, na obtencdo de biomassa microbiana a partir de
residuos agroindustriais, tem sido uma ferramenta biotecnolégica importante para
producdo de proteina como suplemento alimentar animal. Dentre as vantagens
estdo a viabilidade econbmica por se tratar de um processo de baixo custo de
producao e o fornecimento de um produto de valor agregado com alta qualidade
nutricional (LIM, LAM, DING, 2005; BACCARIN, PEZZATO, 2001.
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1.1. A Cultura Sucroalcooleira no Brasil

A cana-de-agucar, originaria do sudeste da Asia, foi introduzida no Brasil em
1532 por Martim Afonso de Sousa, sendo o principal pélo de producao a Zona da
Mata Nordestina, tendo depois se expandido pela regido Sudeste, notadamente no
Estado de Sao Paulo. Hoje, quase todos os estados brasileiros produzem cana, mas
0 maior estado produtor ainda € Sao Paulo, com cerca de 60% da produgao nacional
(MAPA, 2007).

O cultivo de cana-de-agucar no Brasil destina-se principalmente a produgao
de acucar e alcool, podendo ser atribuida também sua utilizagdo na alimentacao
animal sob a forma de forragem, ou como matéria-prima para fabricagdo de
rapadura e aguardente. Com isso, o setor sucroalcooleiro € parte importante do
quadro econdmico brasileiro, além de ser referéncia para os demais paises
produtores de agucar e alcool (MOLINA et al., 1988).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
(2007) a producgao de agucar e alcool a partir de cana-de-agucar permite os menores
custos de producdo quando comparado com outras matérias-primas. A
produtividade da cana em se tratando de area cultivada é de aproximadamente 85
ton/ha, obtendo um rendimento de 138 kg/ton em relagao a produgao de agucar e de
82 L/ton em relagao ao alcool.

A Tabela 1 mostra o crescimento da produgao sucroalcooleira brasileira por
ano safra que de 2000/01 a 2005/06 constata-se um aumento de 33,35% em
toneladas de cana moida, passando de 10,5 a 15,8 milhdes de m3® de alcool
produzido, e de 16 a 26,2 milhdes de toneladas de agucar produzido (MAPA, 2007).
Segundo o Grupo de Coordenacgdo de Estatisticas Agropecuarias (GCEA/IBGE),
atualmente, a area cultivada por cana no territério brasileiro € cerca de 6,7 milhdes
de hectares, atingindo uma producédo estimada de 5,1 milhdes de toneladas

aproximadamente, com um rendimento médio de 76.577 kg/ha (IBGE, 2007).
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Tabela 1 — Produgéo sucroalcooleira no Brasil por ano safra

Periodo Cana moida (t) Alcool (m°) Acucar (t)
Safra: 2000/01 254.921.721,00 10.517.535 16.020.340
Safra: 2001/02 292.329.141,00 11.467.795 18.994.363
Safra: 2002/03 316.121.750,00 12.485.426 22.381.336
Safra: 2003/04 357.110.883,00 14.639.923 24.944 434
Safra: 2004/05 381.447.102,00 15.207.909 26.632.074
Safra: 2005/06 382.482.002,00 15.808.184 26.214.391

Fonte: MAPA, 2007

Com essa potencialidade no setor e os interesses de muitos paises pelos

produtos da industria da cana-de-acucar, a economia brasileira tem sido favorecida

com o aumento nas exportagdes (Figura 1). Estatisticas mostram que de 2000 a

2006 as exportacdes brasileira do alcool e do agucar cresceram, respectivamente,
93,38% € 65,54%, sendo comercializados 7,771 bilhdes de dolares em 2006 (MAPA,

2007).

Figura 1 — Evolugéo das exportagdes brasileiras de agucar e alcool. Os dados de agucar (mil ton) e
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1.1.1. Os residuos da Industria da Cana-de-agucar

No processamento da cana-de-agucar, sao gerados varios tipos de residuos,
além dos produtos diarios. Dentre esses destaca-se o bagago, um material fibroso,
que é resultado da prensa da cana-de-agucar para extracdo do caldo, constituindo
30% do total da cana e o primeiro residuo a ser gerado. Na sua composigcao estao
presentes lignina, ligno-celulose, celulose e hemicelulose (KNAUF,
MONIRUZZAMAN, 2004).

No Brasil, o bagago tem sido destinado basicamente a geracao de energia,
nas formas térmica, mecanica e elétrica. Essa energia é capaz de suprir toda a
demanda das unidades produtoras e ainda gerar excedentes exportaveis a rede
elétrica (MAPA, 2007); além de ser utilizado como matéria-prima na producéo de
papel, celulose, madeira sintética prensada e alimentagdo animal (PELIZER et al.,
2007).

Como segundo residuo a ser obtido, tem-se as tortas (residuos do processo
de decantacdo), que constituem aproximadamente 0,9%, sendo resultante da
primeira separacéo das impurezas para producdo de actcar ou mel. E muito rico em
célcio, apresentando 16% de proteina e com nitrogénio na forma de proteina
gerando uma porcentagem de proteina bruta entre 8% e 16% (MOLINA et al., 1988).

Um outro residuo de importancia econbmica, produzido durante o
processamento da cultura da cana € o melaco, liquido viscoso de coloragao escura,
resultante da desidratacdo e caramelizacdo dos acucares e aminoacidos presentes
no caldo para a producdo do agucar cristalizado. Na sua composicdo estao
presentes agucares totais (46%), sacarose (36%), frutose (5,6%), glicose (2,6%),
proteina bruta (3%), além de vitaminas e dos sais minerais como calcio, fosforo,
potassio, sodio, cloro e enxofre (CURTIN, 1983; LEE, KIM, 2001).

O melago pode ser empregado na forma de substrato alternativo para
alimentagdo animal (LEE, KIM, 2001); na producdo de bioprodutos a partir de
processos fermentativos; ou exportado como matéria-prima para industria
farmacéutica e quimica (SHOJAOSADATI et al., 1999; RYAN, JOHNSON, 2001).

Samocha et al. (2006) relatam que o melago pode ser usado como fonte de
carbono para microrganismos heterotroficos aquaticos na produgao de proteina,

servindo de alimento para carcinicultura; além de minimizar o impactando no meio
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ambiente pela diminuicdo dos compostos inorganicos nitrogenados gerados no
efluente dessa cultura.

A pratica de uso do melaco como fonte nutricional para o crescimento de
microrganismos é reportada por Paterson e Melo (1993), mostrando que as espécies
de levedura Saccharomyces cerevisiae e Candida utilis tém potencial produtivo no
fornecimento de fontes alternativas de proteina e vitamina para consumo humano e
animal.

Segundo o Ministério de Minas e Energia — MME (2007), no periodo de 2000
a 2005 o Brasil aumentou a producédo de bagaco e melago em 37,72% e 42,06%

respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Evolugéo da produgao Brasileira de bagago e melago.

Produgdo em milhées de (t)

Ano

Bagaco Melago
2000 66.309 7.245
2001 78.040 9.026
2002 87.233 10.295
2003 97.321 11.215
2004 101.795 11.779
2005 106.470 12.521

Fonte: MME (2007)

Consequientemente, esse quadro favoravel de producao desses residuos tem
estimulado sua utilizagdo na busca por novas alternativas tecnoldgicas,
principalmente pelo baixo custo de produc¢ao e agregagao de valor pelos produtos
formados; além de contribuir na redugédo do impacto ambiental haja visto que com o
crescente aumento da producdao ha também um aumento do excedente desses

residuos.

1.2. Carcinicultura e seus aspectos socioeconémicos

Com a intensa exploracdo predatéria e desordenada do camardo marinho,

atingindo o limite sustentavel pela produgao extrativista mundial, e associado a um



NASCIMENTO, G. A. Analise do potencial da Candida utilis........ 17

aumento do consumo em varias culturas, a carcinicultura tem sido uma alternativa
viavel para suprir essas demandas no mercado.

Estatisticas mostram que a produgao mundial de camarao capturado no qual
consiste da pesca em ambiente marinho, tem diminuido sua produgcéo em até 2% no
periodo de 2003 (3.349.466 t) a 2005 (3.419.503 t), enquanto que o camarao
cultivado cresceu sua produgao em 27% no mesmo periodo, alcangando 2.733.134 t
em 2005 (ROCHA, 2007). Segundo a FAO (2007), estima-se que a produgéo
mundial de camardo cultivado atinja um crescimento médio anual de 13,03%,
alcancando aproximadamente uma marca de 3,5 milhdes de toneladas nos proximos
anos.

A carcinicultura brasileira iniciou-se na década de 70, ganhando carater
empresarial a partir da década de 80 sob a forma operacional semi-extensiva. A
partir de 1995, o cultivo de camardao no Brasil iniciou uma nova fase. Com a
aceitagdo no mercado e consolidagdo do camarao branco (Litopenaeus vannamei)
oriundo do Oceano Pacifico, a producdo comercialmente nos laboratérios de poés-
larvas intensificou-se e o setor tomou um novo impulso ganhando destaque na
economia brasileira (ROCHA, ROCHA, 2007).

Tendo em vista que a China é lider no ranking mundial de producdo de
camarao em cativeiro, o Brasil, apesar dos gargalos das enfermidades e de outros
entraves no setor, tem mostrado potencial no mercado mundial, apresentando-se na
oitava posicao entre os paises produtores em 2006. Nesse mesmo ano, a producao
brasileira de camarao foi de 65 mil toneladas, numa area de 15,2 mil hectares, com
uma produtividade de 4.276 kg/ha/ano (ROCHA, 2007).

Conforme lista da Secretaria Especial de Comércio Exterior do Ministério do
Desenvolvimento (Secex), de Janeiro a Margo de 2007, o camaréo ficou na quarta
colocagao (8,9%) entre os produtos brasileiros mais exportados, perdendo apenas
para o meldo (23%), castanha de caju (9,7%) e agucar (9,1%), com valores de
exportagdo em torno de 9 milhdes de ddélares nos dois primeiros meses de 2007.
(FENACAM, 2007; REVISTA PANORAMA DA AQUICULTURA, 2007).

Segundo a Associagao Brasileira de Criadores de Camardao — ABCC (2007)
do volume total da producéo brasileira em 2006, cerca de 46,9% do camarao foi
destinado ao mercado externo, comercializado com paises como Japao, Estados

Unidos, Franga, Espanha, Portugal, Holanda, Italia, Bélgica e Argentina.
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1.2.1. Residuos da Industria do camarao e suas aplicabilidades

Com o aumento da produgcdo mundial de camardo, e as exigéncias
relacionadas ao tipo do produto e controle da qualidade, as industrias voltadas ao
processamento do camardao tém aumentado a geragdo de residuo para o
beneficiamento do produto.

Atendendo a essas exigéncias do mercado, os paises produtores tém
diversificado o camaréo por tipo de produto, sendo vendido inteiro (head-on), ou sem
a cabeca (headless); além dos produtos de valor agregado, incluindo camardes com
cortes especificos prontos para venda. Em 2006, 5% do camarao brasileiro
exportado foi headless, representando 1.728 toneladas do produto processado
(ABCC, 2007).

Segundo Ruttanapornvareesakul et al. (2006) durante o processamento do
camarao para comercializagao, cerca de 49% do seu peso total € descartado, onde
35% representa a cabeca (cefalotérax) e 14% corresponde a carapacga (quitina). Ja
segundo Gildberg e Stenberg (2001) do camarao processado para alimentagao,
mais de 40% (w/w) é residuo solido, contendo de 25-30% de matéria seca. Na
fracao sélida desse residuo estdo presentes quitina - um polissacarideo composto
de B-1,4 N-acetil-D-glucosamina -, proteinas, lipidios, e minerais (MATSUMOTO et
al., 2004). Ferrer et al. (1996) mostraram em seu trabalho que o residuo de camaréao
tem aproximadamente 39,6% de proteina e 28,15% de cinza. As porcentagens de
lipidios e carboidratos também foram quantificadas na silagem de cabeca de
camarao, correspondendo a 12,5% e 15,8% respectivamente (GUILHERME,
CAVALHEIRO, SOUZA, 2007).

De acordo com a literatura, o residuo de camarao tem sido empregado nas
mais diversas areas de interesse, podendo ser utilizado como matéria-prima para
producao de quitosana, a partir da conversdo enzimatica ou deacetilacido alcalina da
quitina. A quitosana, que € um biopolimero do tipo polissacarideo com estrutura
molecular quimicamente similar a fibra vegetal chamada celulose, tem sido
empregada nas industrias farmacéuticas, de cosméticos e alimenticias (WESKA et
al., 2007).

A recuperagao da quitina, componente estrutural do exoesqueleto dos
crustaceos, tem-se mostrado como uma alternativa para o reaproveitamento do

residuo de camarao. A partir da hidrdlise enzimatica ou quimica, a quitina liberada
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desse residuo pode ser aplicada na purificacdo de mares contaminados com
petroleo; producido de corantes naturais para a industria de alimentos; fabricacédo de
cosméticos como corantes essenciais; e fabricagdo de medicamentos para perda de
peso (COWARD-KELLY, AGBOGBO, HOLYZAPPLE, 2006).

As proteinas presentes no residuo de camarao tém sido alvo de pesquisas,
principalmente como fonte nutricional para alimentagdo animal. Segundo Mizani,
Aminlari e Khodabandeh (2005) as proteinas presentes no residuo da cabecga de
camarao podem ser hidrolisadas com enzimas alcalases, liberando aminoacidos e
peptideos, compostos estes que podem ser empregados na formulagao alimentar
para aquicultura e producdo animal. Nesse citado processo, o rendimento da
hidrélise protéica foi de 45,1%. Gildberg e Stenberg (2001) ressaltam que no
processo de hidrélise protéica do residuo de camarao com alcalases podem ser
liberados aminoacidos essenciais e nao-essenciais, além de fontes nitrogenadas

livres (Tabela 3).

Tabela 3 — Composi¢gao dos aminoacidos presentes no residuo de camaréo hidrolisado.

Aminoacidos Residuo de camarao hidrolisado (g/100g)
Histidina 3,12+ 0,00
Isoleucina 5,77 £ 0,03
Leucina 8,86 £ 0,09
Lisina 8,31 +£0,32
Essenciais Metionina 3,30 £ 0,04
Fenilalanina 5,55+ 0,09
Treonina 6,04 £ 0.02
Triptofano Nd
Valina 6,72 + 0,04
Tirosina 5,08 + 0,06
Acido aspartico 2,84 £0,26
Acido glutamico 8,92 + 0,57
No Glicina 6,67 + 0,01
essenciais Serina 6,29 £ 0,04
Arginina 8,90 + 0,21
Alanina 7,58 £ 0,01
Prolina 5,67 £ 0,00
Cistina 0,34 + 0,02

Fonte: Gildberg e Stenberg (2001) modificada
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Carotendides tipo astaxantina — pigmento responsavel pela coloragdo da
maioria dos crustaceos e que possui atividade antioxidante, antiinflamatodria,
imunomoduladora, anticancer e antidiabetes — sdo extraidos de residuo de camarao
e aplicados principalmente nas industrias de cosméticos como um composto
antioxidante. A recuperacdo dos carotendides a partir desse residuo pode ser
realizada por processo enzimatico, isolando-o do complexo caroteno-proteina, ou
por fermentado do residuo da cabega de camarao (BABU et al., 2007; SACHINDRA
et al., 2007).

Sais minerais, presentes no camarao, também podem ser recuperados desse
residuo (Tabela 4). Segundo Coward-Kelly, Agbogbo e Holyzapple (2006) os sais de
calcio presentes no processo final da hidrdlise protéica do residuo da cabeca de

camarao podem ser utilizados como suplemento alimentar animal.

Tabela 4 — Composigao dos sais minerais presentes em residuo

de camaréo.

Sais Minerais Residuo da cabega de camarao
P (%) 1,27
K (%) 1,045
Ca (%) 4,6296
Mg (%) 0,3781
Na (ppm) 11,82
Zn (ppm) 90
Fe (ppm) 261
Cu (ppm) 157,5
Mn (ppm) 95

Fonte: Adaptada de Coward-Kelly, Agbogbo, Holyzapple (2006)

1.3. Leveduras como fonte alimentar

Diante do problema da desnutricio e da fome global, o emprego da
biotecnologia utilizando microrganismos tem sido investigado como uma alternativa
viavel para minimizar essas questdes. Dentre esses microrganismos, destacam-se
as leveduras que sao fontes principais de proteina e podem ser utilizadas como
proteina unicelular na alimentagdo de humanos e animais. Esses microrganismos
sao convenientes por crescerem relativamente rapido e utilizarem matérias-primas a
baixo custo da agricultura e da industria (ANUPAMA, RAVINDRA, 2000).
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O termo Single Cell Protein (SCP) foi introduzido em meados de 1960 em
consequéncia dos diversos trabalhos publicados, explorando a possibilidade de
extracdo de SCP do crescimento de microrganismos a partir de hidrocarbonetos. A
producdo de SCP tem sido praticada desde a Primeira Guerra Mundial sendo
incorporada, nessa época, em sopas e salsichas. Durante a Segunda Guerra
Mundial os alimentos com leveduras, incluindo as espécies Candida arborea e
Candida utilis, foram mais frequentemente usados como fonte protéica na Alemanha
(TREHAN, 1990).

A produgao de SCP ou proteina unicelular é difundida mundialmente como
uma ferramenta de interesse biotecnolégico e vem sendo aplicada principalmente
nas industrias alimenticias como suplemento alimentar humano e animal. O
consumo de microrganismos como alimento € uma pratica antiga, podendo ser
encontrado na producdo do pao pela presenga de células de leveduras como
componente do fermento; no queijo pela presenga de bactérias e fungos; no leite
fermentado como iogurtes e kefir; salsichas e salames fermentados; além de serem
usados como agentes na preparagao de produtos fermentados orientais a partir da
soja e em produtos do pescado (MARX, 1989).

As leveduras, além das proteinas, apresentam na sua constituicdo compostos
nutricionais importantes para dieta dos animais, tais como: aminoacidos,
carboidratos, lipidios, minerais, aditivos para alimentos e vitaminas. Embora a
levedura seja uma fonte rica em vitaminas do complexo B como tiamina, riboflavina,
biotina, niacina, acido pantoténico, piridoxina, colina, acido fdlico e acido p-
aminobenzodico, a maioria dos estudos realizados durante décadas e que utiliza
como fonte protéica sucedanea as proteinas de origem animal. Essa composi¢cao
bioquimica das leveduras depende da natureza do substrato utilizado, espécie,
concentragao de sais e condi¢des de fermentacdo (ANUPAMA, RAVINDRA, 2000).

Quanto a producdo alimentar, as leveduras, resultantes de processos
exclusivamente destinados a sua propagacao, sao denominadas leveduras
primarias, enquanto que leveduras obtidas como subprodutos de outras industrias
fermentativas, destilarias de alcool por exemplo, sdao denominadas leveduras
secundarias. Esses microrganismos sao ainda qualificados de acordo com o uso a
que se destinam em leveduras para ragbes animais e leveduras para consumo
humano. Classificam-se leveduras alimentares destinadas a utilizacdo em racdes

animais a levedura primaria seca, cuja atividade fermentativa tenha sido
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completamente destruida; enquanto que a levedura qualificada como alimento
humano deve ter caracteristicas de sabor, aroma, cor, pureza microbiana,
composi¢cao quimica e conteudo vitaminico, além de atender as especificacbes dos
orgaos que regem o controle de qualidade e fiscalizagdo dos alimentos nos diversos
paises (PATERSON, MELO, 1993).

Diversas espécies de leveduras sao empregadas na produgdao de SCP
destacando-se as do género Saccharomyces e Candida; dentre esses estédo
incluidas as espécies C. utilis, C. reukaufii, S. cerevisiae, S. carlsbergensis e S.
fragilis. A C. utilis, entre esses microrganismos, tem mostrado potencial devido sua
habilidade em assimilar varias fontes de carbono como hidrolisados de madeira, e
outros materiais celuldsicos, licor sulfitico, melagos, residuos de amido, soro de leite
e residuos de camarao processado (ANUPAMA, RAVINDRA, 2000; PATERSON,
MELO, 1993).

A biomassa da levedura Candida utilis, produzida por processo fermentativo a
partir de residuos do arroz, pode ser utilizada como fonte de aminoacidos na
alimentagao atendendo aos requisitos nutricionais de acordo com a FAO (1957)
(Tabela 5). A levedura obtida a partir desse processo pode substituir ingredientes
alimentares de alto custo, tradicionalmente utilizados na formulagdo de ragao para
aves domésticas (RAJOKA et al., 2006).

Tabela 5 — Perfil dos Aminoacidos do concentrado protéico a partir da
fermentagao do residuo de arroz com a C. utilis.

Aminoacido Aminoacido padrao® Aminoacido da
(mg/qg) Biomassa (mg/qg)
Lisina 42 +35 3459 +3
Leucina 48 £ 3.7 58.32+4
Isoleucina 42 £ 3.5 291424
Fenilalanina 28125 35.72 £ 3.1
Metionina 22+1.8 16.18 £ 1.3
Treonina 28+1.9 219815
Valina 42 £ 2.1 4519+2.2

*FAO (1957)
Fonte: Rajoka et al. (2005)
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Espécies de Candida isoladas de ambiente marinho foram selecionadas para
producao de proteina a partir de residuos da carapaga de camardo. Nesse trabalho
foi possivel aumentar de 38,5% para 70,4% o concentrado protéico no final do
processo (RHISHIPAL, PHILIP, 1998). Christen et al. (1999) ressaltam que a
linhagem de C. utilis tem potencial para converter etanol em biomassa com
rendimento maximo de 0,305 (biomassa produzida g/alcool consumido g), numa
concentragéo inicial de 16 g/L de etanol.

Segundo Zheng, Yang e Yang (2005) espécies de leveduras como
Rhodotorula rubra, Candida tropicalis, C. utilis, C. boidinii e Trichosporon cutaneum,
isoladas de solo contaminado com aguas residuarias do processamento industrial do
O0leo de salada, foram investigadas na produgdo de biomassa como fonte de
proteina para racdo animal. Dentre essas leveduras, a C. utilis cultivada nesse
residuo de 6leo de salada com adicado de cloreto de aménio foi a que apresentou os
melhores resultados de taxa de conversao do 6leo em biomassa (0,96 g/g) e a taxa
de crescimento (0,25 h™"), obtendo no processo final 26% de proteina, 9% de lipideo
bruto, 55% de carboidrato e uma composi¢ao balanceada de aminoacidos.

Ressaltando sua importancia nos processos biotecnoldgicos, a S. cerevisiae,
uma levedura utilizada como modelo no estudo das areas da bioquimica, genética
com o genoma sequenciado (GOFFEAU et al., 1996) e biologia celular; vem sendo
aplicada principalmente nas industrias produtoras de alcool, bebidas e alimentos.
Atualmente, seu interesse tem aumentado por possuir alto potencial produtivo e
viabilidade econbémica, isto porque possui facil manutencdo em laboratério e o
conhecimento biolégico sobre ela é bem desenvolvido (LOPEZ, RAMIREZ,
CANALES, 2002).

Segundo Baccarin e Pezzato (2001) a S. cerevisiae desidratada da produgao
industrial do alcool pode ser utilizada como fonte de vitaminas hidrossoluveis em
dietas para alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). De acordo com esse
artigo, a partir de testes experimentais in vivo no cultivo dos peixes, foi constatada
alta mortalidade nos peixes alimentados com dietas sem suplemento vitaminico.

As espécies de leveduras C. utilis, Pichia stipitis, Kluyveromyces marxianus e
S. cerevisiae foram investigadas na producédo de biomassa a partir de residuos de
couve como substrato, mostrando que a C. utilis tem potencial para gerar proteina
unicelular a baixo custo, sem pré-tratamento desse residuo ou suplementacdo por
outros nutrientes. (CHOI et al., 2002; CHOI, PARK, 2003).
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Pesquisas mostram ainda que algumas leveduras usadas como suplemento
alimentar podem estimular o sistema imunoldgico de alguns animais. Segundo Li e
Gatlin 11l (2003) hibridos juvenis de peixes (Morone chrysops x M. saxatilis) tém
influéncia positiva no crescimento, alimentados com leveduras de cervejaria (S.
cerevisiae); bem como na melhoria da resisténcia pela infeccdo da bactéria
patogénica Streptococcus iniae, onde resultados da resposta imune demonstraram
que essas leveduras podem ser administradas por periodos relativamente longos
sem causar imunossupressao.

Pesquisas revelam também a importancia do uso de leveduras incorporadas
com microelementos (ions de zinco, ferro, selénio, cromo, cobre, magnésio e
manganés) na dieta em humanos e animais, podem ter consequéncias benéficas a
saude. Publicagdes relevantes tém mostrado, surpreendentemente, prevencao de
doencas em humanos e de animais pela incorporacdo de proporgcdes desses
microelementos na biomassa de leveduras como suplemento alimentar. Resultados
tém mostrado que a espécie S. cerevisiae possui um grande potencial na produgéo
de biomassa em meio de cultura enriquecido com ions de Cu?*, bioacumulando-os
no espaco intracelular (MRVCIC et al., 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Produzir e caracterizar a biomassa a partir das leveduras Candida utilis e
Saccharomyces cerevisiae utilizando como substratos residuos da agroindustria do

camarao e das usinas de cana-de-agucar.

2.2. Objetivos especificos

* Avaliar a taxa de diluicdo do residuo da carcinicultura para o processo de
hidrdlise protéica;

e Testar o residuo de camarao hidrolisado como fonte alternativa de
nitrogénio para a produg¢ao de biomassa

* Determinar o nivel de inclusdo do melago de cana-de-agucar como
substrato na formulagdo do meio de cultivo;

* Produzir a biomassa e avaliar os parametros cinéticos em escala
experimental no biorreator de 5 litros;

* Realizar analises bromatolégica e bioquimica da biomassa obtida.
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RESUMO

Saccharomyces cerevisiae e Candida utilis apresentam interesse biotecnoldgico
para producado de biomassa e outros bioingredientes em substratos alternativos. O
objetivo deste trabalho foi a producéo de biomassa, por cultivo submerso utilizando
como substrato residuos da carcinicultura e das industrias sucroalcooleira. O residuo
de camardo foi tratado com diferentes taxas de diluicdo a 40 °C, e analisada ao
longo de 5 horas em intervalos de 1 hora, atingindo os melhores resultados de
hidrélise protéica na diluicao 1:4. O cultivo das leveduras nesse residuo mostrou que
apenas a C. utilis se adaptou ao substrato, atingindo uma taxa de crescimento
maximo (m) 0,10 h™ no cultivo submerso em frasco Erlenmeyer sob agitacdo de 150
rom, a 30 °C durante 48 horas. A C. utilis foi cultivada em melaco in natura nas
concentragcdes 1%, 2%, 4%, 6%, 8% e 10% (p/v) como fonte alternativa de carbono,
obtendo os melhores resultados na condigdo de 2%. Os experimentos de cultivo em
batelada com um volume de trabalho de 1 L e 4 L foram conduzidos em biorreator
(BioFlo2000, New Brunswick Scientific) a 30 °C, taxa de aeragédo 1 vvm e velocidade
de agitagdo 150 rpm utilizando o resiuo de camarao hidrolisado na diluicdo de 1:4
durante 3 horas com inclusdo de 2% (p/v) de melago. A C. utilis mostrou a maior
producéo de biomassa (9.90 g/L) em 48 h de cultivo, consumindo cerca de 75% da
concentracdo inicial dos acucares redutores presentes no meio. Valores de pn,
rendimento da biomassa (Yys) e produtividade (QX) foram 0,20 h™", 0,8 g/g e 0,53 g/L
h, respectivamente. A biomassa seca apresentou valores nutricionais com baixa
concentragao de lipideos (0,63 g/100g de biomassa) e alta concentragao de proteina
(61,60 g/1009g), além de energia metabolizavel (316,09 Kcal/100g) e minerais como
calcio e sodio. Desta forma é possivel concluir que a levedura C. utilis apresenta
potencial na single cell protein visando sua utilizagdo na suplementagao alimentar
animal.



NASCIMENTO, G. A. Analise do potencial da Candida utilis........ 32

1. INTRODUGAO

A criacao intensiva de animais no Brasil tem sido uma pratica constante,
iniciada desde a colonizacdo do pais, porém, essa cultura vem sendo atualmente
prejudicada em decorréncia da crescente falta sazonal de matéria-prima,
dificuldades de importacéo e os altos precos para fabricagao de racédo. Do ponto de
vista estratégico, programas alternativos tém sido investigados para minimizar esses
gargalos na alimentagao animal, em destaque a produgao de proteinas microbianas.

A producao de proteinas unicelulares, conhecida como single cell protein
(SCP), tem sido proposta para a suplementagdo da ragdo animal ja que essa
biomassa microbiana possui aminoacidos essenciais (metionina, lisina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, treonina, triptofano e valina) e vitaminas
principalmente do complexo B (tiamina, riboflavina, biotina, niacina, acido
pantoténico, piridoxina, colina, acido félico e acido p-aminobenzdico) indispensaveis
na dieta dos animais. (LIMA, AQUARONE, BORZANI, 1992; ANUPAMA,
RAVINDRA, 2000).

Muitos microrganismos, com énfase nas leveduras, tém sido investigados
para producdo de SCP tais como: Candida sp, Saccharomyces cerevisiae e
Kluyveromyces sp. (ZHENG, CHEN, WANG, 2005; RAJOKA et al., 2006). Esses
microrganismos possuem vantagens relacionadas ao tempo de crescimento, faixa
de pH, faixa de temperatura e baixa toxicidade; fatores esses importantes para
conversao dos mais diversos substratos em biomassa rica em ingredientes
essenciais ao crescimento animal. Além disso, apresentam facilidades de
manipulacdo durante o processo quando comparadas a outros eucariontes
(ANUPAMA, RAVINDRA, 2000; PATERSON, MELO, 1993).

O uso de residuos agroindustriais como substrato alternativo para produgao
de biomassa tem proporcionado uma complementaridade ao fornecimento de
ingredientes para as ragbes, a um baixo custo, além de contribuir para a redugao
dos niveis de descarte destes residuos (PELIZER, PONTIERI, MORAES, 2007).

Dentre esses subprodutos agroindustriais, destacam-se os residuos da
carcinicultura, onde cerca de 50% do camardo processado € descartado sem
tratamento prévio (RUTTANAPORNVAREESAKUL et al, 2006; GILDBERG,
STENBERG, 2001), podendo ser utilizado como fonte nutricional para o cultivo de

microrganismos. Os residuos da cultura da cana-de-agucar também representam
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grande potencial poluidor ao ambiente com énfase no melago que possui viabilidade
produtiva como fonte alternativa de carbono (LEE, KIM, 2001; SAMOCHA et al.,
2006).

A suplementacdo alimentar por leveduras, como fonte de proteinas e
vitaminas, tem sido uma importante alternativa na producédo de animais, contribuindo
para redugcao dos custos de producido e fornecimento de alimento com qualidade
nutricional (LIM, LAM, DING, 2005; BACCARIN, PEZZATO, 2001).

O objetivo deste trabalho foi produzir biomassa a partir das leveduras Candida
utilis e Saccharomyces cerevisiae, por cultivo submerso em frasco agitados e
biorreator, utilizando como substratos alternativos residuos agroindustriais da
carcinicultura e da cultura sucroalcooleira visando a suplementagcdo alimentar

animal.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Linhagens utilizadas e manutengao

Foram utilizadas para os ensaios experimentais as leveduras, consideradas
GRAS (Generally Regard As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration),
Saccharomyces cerevisiae comercial da Fleischmann Royal® e a Candida utilis
cedida pelo Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.

As linhagens foram mantidas a 4 °C + 1 em placas de Petri contendo meio
sélido YPD [1% (p/v) extrato de levedura, 2% (p/v) peptona, 2% (p/v) glicose e 2%
(p/v) agar-agar], sendo repicadas mensalmente. J& o estoque congelado foi
acondicionado a uma temperatura de ultra congelamento (-70 °C £ 1) em meio

liquido YPD, contendo 70% de glicerol.

2.2. Obtencao do Hidrolisado Protéico a partir do Processamento de Camarao

O residuo de camarao (cabeca) da espécie Litopenaeus vannamei foi cedido
pela empresa Netuno e armazenado em sacos plasticos de 1 Kg a uma temperatura
de congelamento (-20 °C £ 1). A cabega do camarao in natura foi diluida e triturada
com agua destilada nas proporgdes 1:2, 1:4, 1:6 e 1:8, e posteriormente submetida
ao processo de auto-hidrélise parcial a 40 °C e agitagao constante de 400 rpm como
condigdes de trabalho, durante 5 horas em biorreator (BioFlo2000 e BioFlo110, New
Brunswick Scientific). Em seguida foi separada a parte sdlida da liquida (hidrolisado
bruto) através de centrifugacdo. Apds esse procedimento o hidrolisado bruto foi
submetido ao processo de esterilizacdo a 121 °C por 15 minutos, resfriado e
estocado para futuros experimentos. As amostras foram retiradas do biorreator em
intervalos regulares de 1 hora para realizagdo de andlises bioquimicas do

hidrolisado.

2.3. Obtencao do Residuo do Processamento da Cultura Sucroalcooleira

O subproduto da cultura sucroalcooleira (melago) foi coletado na usina de
acgucar Sitio do Meio, localizada no municipio de Gameleira - PE, e estocado de
forma asséptica, na qual apds ser esterilizado a 121 °C por 15 minutos, o

subproduto foi acondicionado em camara fria a temperatura de 1 °C 1.
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2.4. Condigoes de cultivo em frasco aerado

Uma colbnia de cada uma das linhagens, C. utilis e S. cerevisiae, foi retirada

de placas de Petri contendo meio YPD sdlido e pré-inoculadas em 50 mL de meio

YPD em frascos de Erlenmeyer de 250 mL por 12 horas a 30 °C e 150 rpm em
agitador orbital. A partir da cultura obtida, uma concentragao inicial de biomassa (10°
células/mL) foi inoculada em frascos de Erlenmeyer de 500 mL contendo 120 mL do
meio de camarao hidrolisado (Tabela 1). O mesmo procedimento foi realizado para
testes utilizando melago in natura nas concentragcdées 1%, 2%, 4%, 6% e 8%. Os
experimentos foram conduzidos por um periodo de 48 h em agitador orbital a 150
rom numa temperatura de 30 °C. As amostras foram retiradas em intervalos de 12 h

para a realizacdo de determinacdes analiticas.

Tabela 1 — CondigGes de trabalho investigadas para a selegéao das linhagens
em cultivo submerso contendo meio de residuo de camarao hidrolisado.

Linhagens Diluigao* (p/v) Tratamento** (h)
C. utilis 1:2 5
C. utilis 1:4 3
S. cerevisiae 1:2 3
S. cerevisiae 1:4 5

*residuo de camaréao kg/agua destilada L
**tempo do processo de hidrélise do residuo de camarao

2.5. Condigoes de cultivo em Biorreator

Os experimentos em escala piloto foram conduzidos em biorreator BioFlo2000
(New Brunswick Scientific, Edison, N.J., EUA) com capacidade maxima para 5 litros.
O microrganismo foi pré-inoculado em frascos Erlenmeyer contendo residuo de
camarao hidrolisado mais melacgo e cultivado por 12 h em agitagao orbital de 150
rom a uma temperatura constante de 30 °C. Este caldo foi utilizado para indculo no
biorreator correspondendo a 5% do volume total de trabalho. Foram utilizados os
controles de temperatura (30 °C), agitagdo (150 rpm), aeragédo (1 vvm), além da

adi¢ao do anti-espumante — antifoam 204 organic SIGMA (0,01%).
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2.6. Determinagoes analiticas

A biomassa foi determinada a partir da regressao linear através da correlagao
entre a quantificacdo do peso seco da amostra e a absorbancia, utilizado o método
de densidade otica pelo comprimento de onda 600 nm em espectrofotdmetro. As
proteinas totais presentes no hidrolisado de camardao foram analisadas segundo
método de Biureto, como descrito por Verduyn (1990). O consumo dos agucares

redutores foi mensurado pelo método DNSA segundo Miller (1959).

2.7. Parametros cinéticos da fermentagao

Os parametros cinéticos foram calculados como descrito por Pirt (1975). A
taxa de crescimento especifico maximo (umax) foi determinada pela fase exponencial

da curva de crescimento. O rendimento (Y, ) foi calculado em gramas de células

secas produzidas por gramas de agucar redutor consumido. A produgido de
biomassa (X) foi determinada em gramas de células secas produzidas por litro de
meio utilizado e a produtividade (Qx) em biomassa produzida por litro de meio por
hora de cultivo. Os testes em frasco aerado foram realizados em duplicata, enquanto
os testes em biorreator foram desenvolvidos em triplicata. O teste de Tukey (p <
0,05) foi utilizado para avaliar os niveis de inclusdo de melagco em relagdo a

producao de biomassa. Os demais numeros representam a média das replicatas.

2.8. Analises Bromatolégicas da Biomassa

A matéria seca de biomassa, liofilizada no equipamento FTS Systems, foi
analisada quanto a umidade e substancias volateis, concentracdo de proteinas
totais, cinzas e lipideos pelo método de Adolfo Lutz (2005); carboidratos pelo
método de ASCAR (1985); valor caldrico total por calculo; e minerais (Ca, P, K, Na e
Fe) pelos métodos de Adolfo Lutz (2005) e AOAC (2002). As referidas analises
foram realizadas no Laboratério de Experimentacdo e Analises de Alimentos Nonete
Barbosa Guerra — LEAAL do Departamento de Nutricado da Universidade Federal de

Pernambuco.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise do hidrolisado protéico do residuo de camarao

O processo da auto-hidrdlise do residuo de camarao foi investigado quanto a
sua potencialidade de utilizagdo como substrato rico em nitrogénio. Para tanto,
foram realizados testes correlacionando as diferentes diluicdes com o tempo de
tratamento necessario para que as enzimas hidroliticas quebrassem as moléculas
de proteinas presentes no residuo. O tempo de processamento do camarao in
natura para a hidrdlise protéica foi fixado por um periodo maximo de 5 horas, uma
vez que estudos sensoriais e quimicos, sobre a perecibilidade, demonstraram que o
camarao apresenta uma vida-util de 6 horas em temperatura ambiente (Laghmari e
El Marrakchi, 2005).

Nos testes realizados, observou-se que em todas as diluigdes investigadas
ocorreu hidrélise das proteinas presentes no residuo, apresentando o mesmo perfil
de resposta no processo de auto-hidrolise (Figura 1). Com isso, foi possivel
constatar que as concentracdes iniciais de proteinas nao interferiram na eficiéncia
das enzimas hidroliticas, presentes no residuo, em cada uma das diluicbes

investigadas.
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Figura 1 — Avaliagdo das proteinas hidrolisadas do residuo de camardo durante 5 horas de
processamento. A hidrdlise das proteinas totais foi avaliada a partir das diluigdes investigadas em
biorreator com agitagao de 400 rpm a temperatura constante de 40 °C.
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Quando comparado com outros trabalhos, a eficacia desse processo
apresentou resultados semelhantes quanto a quebra das moléculas de proteinas (40
—50%), tendo como vantagem a reducéo dos custos ja que nesses outros processos
utilizam-se compostos quimicos (acidos) ou enzimas comerciais tipo alcalases
(FERRER et al. 1996; GILDBERG, STENBERG, 2001; MIZANI, AMINLARI,
KHODABANDEH, 2005). A utilizagdo dessas enzimas pode inviabilizar o processo
em escala industrial em virtude de seus altos precos de mercado.

A maior variagdo das concentragdes protéicas, no processo de hidrolise
durante o tempo, pbde ser visualizada na diluicdo 1:2 que correspondeu a 5,14 g/L
em 5 horas de tratamento cuja Figura 1 mostra uma concentragao inicial de 12,05
g/L, chegando a 6,92 g/L de proteina nesse periodo. Por conseguinte, as diluicdes
1:4, 1:6 e 1:8 apresentaram uma variagcdo maxima de 3,17 g/L, 1,78 g/L e 1,57 g/L
de proteina hidrolisada durante 5 horas de tratamento, respectivamente.

Considerando que cerca de 144 toneladas de residuo sao produzidas por més
no Brasil (ABCC, 2007), o parametro diluicdo constitui um fator primordial para
utilizagcado do residuo em escala industrial. Ou seja, altas taxas de diluicdo podem
acarretar a elevagao dos custos de processamento, uma vez que € dependente do
aumento na adigdo de agua e por sua vez, no volume de residuo a ser tratado. Tais
fatores resultariam no aumento no tempo total de processamento e utilizacido do
residuo, encarecendo o processo nas diluicdes 1:6 e 1:8.

Tendo em vista que as leveduras podem ser utilizadas em processos de
biorremediagdo com subsequiente produ¢cdo de biomassa (SALEEM et al., 2008),
foram escolhidas as diluicbes 1:2 e 1:4 que apresentaram a maior taxa inicial de
proteina. Tais concentragcbes podem funcionar, depois da hidrélise, como fonte de
nitrogénio que €& um fator determinante para o cultivo de microrganismos na
producao de proteina unicelular (ZHENG, YANG, YANG, 2005).

3.2. Selecao das linhagens cultivadas no residuo de camarao hidrolisado

Os parametros (diluicdo e tratamento) foram avaliados de acordo com o grau
de inibicdo e indugdo de crescimento das leveduras (C. utilis e S. cerevisiae),
tomando-se como base o residuo de camarao nas diluicdes 1:2 e 1:4 como fonte

alternativa de nitrogénio.
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O tempo de tratamento do residuo foi avaliado quanto a producado de
biomassa, sendo testado o tempo de 5 h no qual apresentou o melhor perfil de
quebra das moléculas de proteinas em todas as diluicdes, e o tempo de 3 h na
tentativa de reduzir os custos de producdo da proteina unicelular na etapa de auto-
hidrélise.

Na Figura 2 é possivel observar que apenas a C. utilis se adaptou ao
substrato de camarao, crescendo no meio com os parametros 1:4 de diluicdo e 3h
de tratamento, atingindo uma taxa de crescimento maxima de 0,10 h™. Nas demais
condicdes de cultivo, os parametros analisados inibiram o crescimento tanto da S.

cerevisiae como da C. utilis.

Biomassa (DOgg)

0 i ] § i ] A - C. utilis

B - S. cerevisiae

1:2 1:4 1:2 1:4 —— Tratamento 3h
= - Tratamento 5h

Diluigao Diluigao

Figura 2 — Efeito das condigbes de trabalho investigadas na produgao de biomassa. As leveduras C.
utilis (A) e S. cerevisiae (B) foram crescidas em cultivo submerso contendo residuo de camarao
processado. Os parameros diluicao (1:2 e 1:4) e tempo de tratamento (3 h e 5 h), usados no processo
de hidrdlise do residuo de camarao, foram as referéncias para investigagdo do crescimento das
leveduras.

As linhagens, C. utilis e S. cerevisiae, segundo a literatura possuem
viabilidade na bioacumulagdo de nitrogénio (RODRIGUES, KOETZ, 1996;

TAILLANDIER et al., 2007). Entretanto, a levedura S. cerevisiae nao cresceu em
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nenhuma das condi¢des investigadas, o que pode ter sido tanto devido ao tipo de
cepa comercial utilizada, como a alta concentragdo de algum componente inibitorio,
provavelmente o nitrogénio presente no residuo de camarao hidrolisado. Esse
fendmeno inibitério foi demonstrado no trabalho de Taillandier et al. (2007) quando
utilizaram uma concentragdo maxima de nitrogénio de 290 mg/L na fermentagao
alcodlica a partir de diferentes linhagens de S. cerevisiae. Ferrer et al. (1996)
utilizaram a mesma espécie para demonstrar o potencial na produgao de single cell
protein quando cultivada em substrato de residuo de camarao hidrolisado com acido
cloridrico. Os autores utilizaram esse método de hidrdlise da quitina para liberagao
de N-acetil-glicosamina como fonte alternativa de carbono, adicionando extrato de
levedura e sais minerais para a complementagao do substrato.

O residuo de cabegca de camardao apds hidrolisado apresentou uma
concentragcdo maxima de agucares redutores em torno de 2 g/L. Desta forma, para
estabelecer uma razdo C:N adequada, faz-se necessario o aumento da
concentracdo da fonte de carbono, indispensavel na produgao de biomassa.

O tipo de tratamento apresentado neste trabalho nido é eficiente para
liberacdo de carboidratos, podendo ser utilizado para liberagdo de compostos
nitrogenados, que constituem substratos de alto valor agregado. Com base nos
resultados, o residuo de camarao hidrolisado, poderia ser aplicado como um dos
substratos necessarios ao cultivo de microrganismos. No cultivo da C. utilis, esse
residuo hidrolisado poderia ser utilizado em substituicdo ao extrato de levedura,
geralmente considerado como uma adequada fonte de nitrogénio para a produgao
de biomassa (KAYALI, TARHAN, SORAN, 2005).

3.3. Utilizagao do melago como fonte de carbono

O residuo da cultura sulcroalccoleira foi utilizado como fonte de carbono para
o crescimento da C. utilis, espécie de levedura que melhor se adaptou as condicdes
estudadas no residuo de camarao hidrolisado. Para tanto, testes de inclusdo em
diferentes concentracdes do melaco foram realizados.

A producdo de biomassa pela C. utilis foi observada em todas as
concentragdes testadas (Figura 3A), atingindo uma concentragao celular maxima de

3,34 g/L durante 48 h de cultivo em 10% (p/v) de melago. Em seguida, as
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proporgdes 1%, 2%, 4%, 6% e 8% apresentaram uma concentracao celular maxima
de 1,97 g/L, 2,52 g/L, 2,82 g/L, 2,97 g/L e 3,18 g/L em 48 h de crescimento,
respectivamente.

Em se tratando do consumo dos acgucares redutores, € possivel observar que
a C. utilis atingiu um consumo maximo em torno de 83% nas concentragdes de 1% e
2%. Entretanto, a C. utilis é incapaz de consumir todo o acgucar presente no
substrato, estando mais evidente a maior concentragao de agucar residual em 10%
de melago, com o valor de 39,81 g/L.

A inibicao do crescimento em decorréncia da alta concentragao de agucar no
meio pdde ser observada em todas as condicdes testadas. Adicionalmente, a baixa
concentragdo de nutrientes como fésforo e nitrogénio pode ter sido limitante a
producdo de biomassa (SHANG et al., 2006). Na Figura 3B, é possivel observar
que quanto maior a concentracao inicial de agucares redutores presentes no melago
maior a concentracdo dos aculcares residuais ao final do processo fermentativo. E
possivel evidenciar ainda, que em todas as concentragdes investigadas a C. utilis
atingiu a fase estacionaria em aproximadamente 24 h de cultivo, mesmo com alta
concentracdo de agucar no meio, comprovando a existéncia de fatores limitantes ao

crescimento.

10

DO 600nm

—— 1%
—O— 2%
—w— 4%
—A— 6%
—— 8%
—8— 10%

60 B
50 -
40 -

30 A

2 | '\-\\*

T T T T T T
o} 10 20 30 40 50

AA car consumido (g/L)

Tempo (h)

Figura 3 — Curva de crescimento da C. utilis (A) em cultivo submerso contendo melago nas
concentracdes 1%, 2%, 4%, 6%, 8% e 10% (p/v), e consumo dos agucares (B) presentes no melago
durante 48 h de cultivo.
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Esse efeito da concentracdo de agucar como inibidor na producido de
biomassa a partir da C. utilis foi demonstrado no trabalho de Lee e Kim (2001).
Esses autores mostraram que o rendimento da biomassa (Yyxs) apresentava uma
relagdo inversamente proporcional com a concentracdo inicial de acucar no
crescimento dessa levedura, resultando também na producéo de etanol.

O cultivo da C. utilis em melago de cana-de-agucar in natura apresentou
potencial na produgdo de biomassa e vantagem quanto a reducdo dos custos
quando comparados com a literatura, ja que em alguns trabalhos o melago in natura
antes de ser utilizado como substrato é clarificado e pré-tratado para liberagao de
glicose e frutose, a partir da sacarose presente nesse subproduto (PATERSON,
MELO, 1993). Diante disso, os resultados de taxa de conversdo de substrato em
biomassa apresentaram resultados menores quando comparados com o trabalho de
Lee e Kim (2001) cujo valor foi de 0,61 g/g no cultivo em frascos contendo melago
clarificado e pré-tratado. Esse rendimento pode ser explicado em virtude da fonte
direta de glicose ja que as células das leveduras metabolizam mais facilmente esse
monossacarideo em comparagcdo a sacarose, dissacarideo encontrado em maior
quantidade no melago sem tratamento (RANGEL, ANDERSON, ROBERTS, 2006).

Na andlise da taxa de conversdo de substrato em biomassa (Yys), as
concentragdes 2% e 4% apresentaram os melhores resultados, atingindo valores de
0,26 g/g e 0,28 g/g, respectivamente (Figura 4). Esses valores ndo apresentaram
diferenga significativa utilizando o teste de Tukey (p < 0,05). Por outro lado as

diluicbes 6% e 10% apresentaram os menores valores (0,15 g/g) de rendimento.

0,35

0,30 - 0,28a
0.26a
0,25 0.22b
T
v 0.20 1 0.18c

>? = 0,15d 0,15d
0,15 A =
0,10 -
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Figura 4 — Efeito da concentracdo de melago na produg¢ao de biomassa pela C. utilis em fermentagao
submersa durante 48 h de cultivo. O parametro cinético da taxa de conversdo de substrato em
biomassa (Yys) foi avaliado a partir da correlagao significativa do teste de Tukey (p < 0,05).
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Sendo assim, pode-se concluir que a melhor condigdo para producido da
biomassa por C. utilis foi na concentragdo de 2% de melago, considerando que a
concentragao residual de agucar foi semelhante ao observado na condigao de 1% e
menor que nas concentragcées de 4%, 6%, 8% e 10%. Além disso, a taxa de
conversado de substrato em biomassa nao apresentou diferenga significativa entre
2% e 4%.

3.4. Cultivo da C. utilis em biorreator

No escalonamento da producdo de biomassa, a espécie foi cultivada em
biorreator, em meio constituido de residuo de camarao nas condi¢des 1:4 de diluicao
em 3 horas de processamento, com adigcdo de melago na concentragao de 2% (p/v)
como fonte de carbono em cultivo submerso.

Nessa condi¢cdo de cultivo, foi possivel observar através de microscopia
Optica que a C. utilis se apresentava formando complexos celulares por ocorrer
forcas de atracdo entres as células, facilitando com isso o processo de floculagcdo no
caldo fermentado. Este fato pode ser util no processo de decantacdo por ocorrer
uma rapida sedimentacdo das células no fundo dos biorreatores, contribuindo na
recuperacao dessa levedura apos os processos fermentativos (NAHVI, EMTIAZI,
ALKABI, 2002). Paterson e Melo (1993) reforcam a importéncia da floculagéao,
demonstrando que no processo de recuperagao de leveduras em escala industrial,
antes de serem centrifugadas, geralmente sdo armazenadas em tanques de
decantacdo, podendo reduzir consideravelmente dessa forma os custos de
producao.

O residuo de camaréo hidrolisado usado como fonte de nitrogénio e o melago
como fonte alternativa de carbono foram testados na batelada em biorreator para
producdo de proteina pela biomassa. Na escala experimental, com volume de
trabalho de 1 L, a C. utilis cultivada em biorreator apresentou maior concentragao
em 48 h com 9,9 g/L de células ao final do processo, consumindo aproximadamente
75% da concentracéo inicial de agucares presentes no melago (Figura 5).

Na producao de biomassa com volume de trabalho de 4 L em biorreator, a C.
utilis obteve em 48 h de cultivo uma concentragdo celular maxima de 6,06 g/L,

consumindo 72,5% da concentracgdo inicial de agucares presente no meio (Figura 5).
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Figura 5 — Cultivo da C. utilis em biorreator com volume de trabalho de 1 L (circulos) e 4 L
(triangulos). Os valores das médias de crescimento da levedura (simbolos em preto) e do consumo
de agucares redutores (simbolos em branco) durante 48 horas de fermentagéo foram calculados com
base nos experimentos realizados em triplicatas.

Na Tabela 2 é possivel observar que os resultados cinéticos da fermentacao
no cultivo de 4 L foram inferiores aos obtidos no volume de trabalho de 1 L,
utilizando a mesma taxa de aeragdao (1 vvm) e agitacao (150 rpm). Esse fato é
devido a limitagdo na transferéncia de oxigénio dissolvido, que segundo Pirt (1975)
leva os microrganismos a nao assimilarem de forma eficiente os nutrientes
presentes no meio; como consequéncia tem-se um baixo rendimento na producéao
de biomassa.

Tabela 2 — Analise comparativa dos resultados do crescimento da Candida utilis nos volumes de
trabalho investigados.

Volume de trabalho (L) X (g/L) Mmax Consumo de agucar (%) Yus Q«
1 9,90 0,20 75,0 0,80 0,53
4 6,06 0,16 72,5 0,50 0,12

Nota: Os experimentos nessas condigdes foram realizados em triplicata.
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O K.a, coeficiente de transferéncia de oxigénio, resultante da combinagcao
dos parametros de agitacdo e aeracéo pode ter sido inadequado para producéo de
biomassa da C. utilis em biorreator com volume de trabalho de 4 L. Tal
comportamento ja foi descrito para Candida guilliermondii cultivada em residuo do
processamento de arroz (MUSSATTO, ROBERTO, 2004; ROBERTO, MANCILHA,
SATO, 1999).

Tais fatores contribuiram para a taxa de crescimento maxima de 0,16 em
biorreator com volume de trabalho de 4 L comparado a pmax 0,20 h™ em 1 L.
Consequentemente foram observados valores de rendimento e produtividade mais
baixos quando a C. utilis foi cultivada em maior volume de meio (Tabela 2).

Em se tratando do consumo de agucares presentes no meio de cultura
(residuo de camarao hidrolisado e melago), os volumes de 1 L e 4 L apresentaram
valores semelhantes em relagdo a quantidade consumida, sendo de 75% e 72,5%,
respectivamente, das concentragdes de agucares presentes no inicio da batelada.

Valores de rendimento (Yys = 0,80 g/g) e produtividade (Qx = 0,53 g/L h)
obtidos em biorretaor de 1 L foram maiores do que descritos por Lee e Kim (2001)
em fermentacdo batelada utilizando melago processado como fonte de carbono
adicionado de uréia e acido fosforico para o crescimento da C. utilis. Os autores
obtiveram valores de 0,67 g/g e 0,24 g/L h, respectivamente. Ja a taxa de converséao
de substrato em biomassa (Yxs) conforme Ferrer et al. (1996) utilizando residuo de
camarao como meio de cultivo para a S. cerevisiae apresentou o valor maximo de
0,58 g/g. Producéao de single cell protein, a partir de C. utilis em meio contendo
residuos de arroz também apresentou rendimento inferior com valor de 0,65 g/g
utilizando fermentador de 14 L, sob agitagdo de 300-400 rpm, taxa de aeragao 1 vvm
e temperatura constante de 35 °C (RAJOKA et al. 2006).

3.6. Composicgao nutricional da biomassa

Nas analises fisico-quimicas da biomassa seca foi observado que esse

produto fermentado possui alto valor nutricional, sendo composto por substancias

volateis, proteinas, cinzas, lipideos, carboidratos, energia e sais minerais (Tabela 3).
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Tabela 3 — Composi¢cao nutricional da Candida utilis seca obtida em
meio contendo residuo de camarao hidrolisado e melago.

Componentes Valores*
Umidade e substéncias volateis (g/100g) 10,96
Proteinas (g/100g) 61,60
Cinzas (g/1009) 10,81
Lipideos (g/1009) 0,63
Carboidratos (g/1009) 16,00
Energia metabolizavel (Kcal/100g) 316,09
Calcio (mg/100g) 1.080,46
Sadio (mg/100g) 513,15
Potassio (mg/100g) 329,66
Fésforo (mg/100g) 106,08
Ferro (mg/100g) 24,51

*Determinagdes realizadas no Laboratério de experimentagdo e
analises de alimentos da Universidade Federal de Pernambuco

A concentragdo de proteina unicelular (61,60%) foi significativamente maior
quando comparado com 48% pela Hansenula sp. cultivada em melago
(SHOJAOSASADATI et al. 1999), 30,4% no crescimento do Asperqillus niger
(SINGH et al., 1991) e 26% cultivando C. utilis em residuo de o6leo de salada
(ZHENG, YANG, YANG, 2005).

Em se tratando do valor caldrico, a biomassa seca apresentou um valor maior
(316,09 kcal/100g) quando comparado com o trabalho de Rajoka et al. (2006) cujo
valor foi de 297,17 kcal/100g. No referido trabalho, os autores ressaltam ainda que a
producao de single cell protein possui potencial como fonte alternativa de energia,
além da protéica. Sucupira et al. (2007) reportaram uma energia metabolizavel de
290 kcal/100g utilizando levedura como suplemento alimentar animal.

O conteudo de lipideo obtido ao final do cultivo da C. utilis em residuo de
camarao (0,63%) foi significativamente menor em relacdo a alguns trabalhos.
Grangeiro et al. (2001) mostraram um teor médio de lipideo na levedura S.
cerevisiae de 4,63%, enquanto Almeida et al. (2005) demonstraram um teor de
9,57% para essa mesma espeécie.

Os sais minerais presentes na C. utilis fermentada se apresentam, em termos
percentuais, semelhantes aos da literatura, variando em alguns trabalhos como
demonstrado por Maia et al. (2001) na composigcao de levedura seca (S. cerevisiae)
de cana-de-acucar, no qual as quantidades de calcio e sodio presente foram de

0,36% e 0,01%, respectivamente.
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4. CONCLUSOES

Os residuos da carcinicultura e da cultura sucroalcooleira investigados nesse
trabalho como fontes alternativas de nitrogénio e carbono, respectivamente,
mostraram viabilidade na produgao de single cell protein a partir da C. utilis. Por
outro lado, a S. cerevisiae ndao se adaptou a nenhuma das condicées de trabalho
investigada utilizando apenas o residuo de camarao hidrolisado.

O Kia é um parametro importante quando relacionado ao escalonamento na
producao de biomassa, sendo provavelmente o fator responsavel pela diminuicdo da
produtividade no cultivo submerso em biorreator com volume de trabalho 4 L em
relacdo ao de 1 L.

O presente trabalho mostrou que a utilizagdo desses residuos agroindustriais
(residuo de camaréao hidrolisado e melago), como substratos baratos, possibilita a
substituicdo de meios de cultura rico em nutriente de alto custo. Além disso, a C.
utilis, que demonstrou potencial no processo de floculagdo como proposta para o
reaproveitamento da levedura em processos industriais, apresentou resultados
significativos quanto a possibilidade na suplementagdo alimentar animal por

apresentar uma composi¢ao nutricional de alto valor agregado.
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ANEXO 1

Resultado adicional:

A C. utilis, espécie de levedura que melhor cresceu no residuo de camarao
hidrolisado, foi repicada e mantida em placa de Petri contendo meio sdlido
constituido de residuo de camarao nas condi¢cdes 1:4 de diluigdo em 3 horas de

processamento (Figura 1).

Figura 1 - Candida utilis repicada em meio sélido
constituido de residuo de camarao hidrolisado.
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ANEXO 2

Com os resultados do presente trabalho foi produzido uma publicagdo em

Congresso relacionada a area de Biotecnologia.

. XXXVI Reunidao Anual em conjunto com a X Conferéncia da IUBMB, Salvador,
Bahia, no periodo de 21 a 25 de maio de 2007.

LIKA

Laboratério de Imunopatologia Kezo Asami

PRODUCTION OF ANIMAL FEED SUPPLEMENT FROM FERMENTATIVE
PROCESS USING SHRIMP WASTE AND MOLASSES AS SUBSTRATES

Nascimento, G. A.", Gomes, E. P."#, Wiggers, F. N.**, Martins, D. B. G.™*, Lima Filho, J.L."*

‘Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - LIKA, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brazil; “‘Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE-INT/MCT, Recife, Brazil.

INTRODUCTION |

Single cell protein have been utilizated as protein source
for animal feed. It has been shown that fermentative
processes using agro-industrial products can be used for
the production of animal based feed supplements. The aim
of this study was to utilise shrimp waste hydrolysate and
molasses as substrates for production of biomass from
Candida utilis.

METHODS

Microorganism — Candida utilis;

Shrimp waste hydrolysate preparation:

Hydrolysis ’
T=40
Grinding

Distilled water

Culture medium:

The yeast was cultivated (3 replicates) in medium
containing: 2% of molasses (w/v), 50% of shrimp waste
hydrolysate SHW (v/v), 0.01% of anti-foam (v/v) and 50% of
distilled water (v/v).

Cultivation conditions:

- working volume of 1 L;

Al

4 cultivation time 48 h.

temperature at 30 °C;

aerationrate 1vvm,

stirred speed 150 rpm;

Figure 1 — Fermentat cess in bioreactor

Shrimp waste hydrolysate

RESULTS

C. utilis showed the highest biomass production (9.90 g/L)
at 48 h of cultivation consuming around 75% of the initial
sugar concentration (Figure 2);
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Figure 2 — Yeast C. utilis growth versus consumed sugar

Values of specific growth rate coefficient (u) and biomass
yield (Yx/s)were 0.20 h" and 0.8 g/g, respectively;

Under investigated conditions pH was constant during the
growth.

CONCLUSIONS ]

The yeast C. utilis showed potential in biomass production;

The results suggest that C. utilis has potential in the
production of invertase enzyme for breaking sucrose
molecules of the molasses in reducing sugar;

Fermentative processes using agro-industrial waste could
allow production of animal feed supplement low cost,
improving also nutritional quality.
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