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Resumo

A producdo de proteina unicelular foi avaliada na fermentacdo semissolida do residuo da
industrializacdo do abacaxi, adicionado de 0,3% de uréia e sem adicdo do sal, com os fungos
Rhizopus oligosporus e Aspergillus niger. O efeito da uréia no aumento de proteina e no melhor
tempo de fermentacdo foi determinado pela analise da proteina total, pelo consumo de acucares
redutores e pela analise de pH. A fermentacdo com uréia, no tempo de 72 horas, promoveu, sobre o
teor protéico inicial do residuo, aumento de 12,56% (2,72 vezes) para R. oligosporus e de 13,51%
(2,88 vezes) para A. niger.

Palavras-chave: residuo agroindustrial; proteina total; fermentacdo semissolida; Rhizopus
oligosporus; Aspergillus niger.

1 Introducéo

O Instituto de Tecnologia de Massachusetts em 1966 criou o termo “Single Cell Protein”
(SCP), para descrever a idéia de microrganismo como alimento (GIBRIEL et al., 1981) e proteina
unicelular (SCP) foi admitida de forma universal para designar as células microbianas cultivadas
para serem destinadas a alimentacdo humana e de animais. O principal processo utilizado é a
fermentacdo em meio semissolido (FSS), bastante comum no Oriente, na producdo de enzimas por
meio de fungos, preparacdo de alimentos fermentados semelhantes a molho e miso e preservacéo de
alimentos (CROOKE et al., 1991). A principal vantagem desse processo reside em utilizar
substratos concentrados (30-60%) de solidos que na fermentacdo classica, depende de mais energia
para recuperar o produto final.

Os fungos filamentosos sdo considerados os melhores microrganismos para se adaptarem a
essa fermentacdo, pela capacidade de crescimento na auséncia de &gua livre, versatilidade de

aplicagdo e manipulacdo (BALASUBRAMANIEM et al., 2001). Algumas espécies ja testadas para
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producdo de SCP em diferentes substratos incluem: Aspergillus niger (GIBRIEL et al., 1981),
Aspergillus terreus (GARG e NEELAKANTAN, 1982; GIBRIEL et al. 1981), Aspergillus oryzae
(VANNESTE, 1982), Rhizopus oligosporus (SUKARA e DOELLE, 1989), Rhizopus oryzae
(DAUBRESSE et al., 1987), Trichoderma viride (VANNESTE, 1982) e Gongronella butleri
(VENDRUSCOLDO et al., 2007).

Diversos subprodutos agro-industriais tém sido usados como substratos para a producdo de
proteina unicelular, devido a disponibilidade local e por representarem uma fonte alternativa de baixo
valor comercial, como cereais (GIBRIEL et al., 1981), mandioca (DAUBRESSE et al., 1987),
bagaco de cana de acucar (NIGAN, 1990) e residuos industriais de frutas (VENDRUSCOLO et al.,
2007).

Na regido Nordeste, 0 estado da Paraiba merece destaque na producdo de abacaxi, sendo
que da industrializacdo desse fruto, 5,04% é tido como residuo industrial (CARVALHO e
CLEMENTE, 1988). Devido a caréncia de pastagens na maior parte do ano, faz-se uso desse
residuo, na sua forma in natura. Normalmente residuos de frutas sdo ricos em carboidratos e
deficientes em proteinas. Segundo Garg e Neelakantan (1982) qualquer residuo agricola com menos
de 8% de proteina bruta € considerado inadequado para alimento para todas as classes de animais.
Para Gibriel et al. (1981) a producdo de proteina por cultivo de fungo usando residuos celulésicos
como substrato, apresenta ser um caminho viavel, devido a atividade celulolitica de um complexo
enzimatico de algumas espécies de fungos, que podem hidrolizar celulose diretamente para glucose,
oferecendo um meio de cultura barato para producéo de proteina.

Processos tecnoldgicos sofisticados para producdo de proteina unicelular, ndo séo
comercialmente atrativos, especialmente em regides mais carentes, por ndo serem favoravelmente
econdmicos. Portanto, este estudo fez consideracbes de alguns parametros na fermentacao
semissolida estatica do residuo de abacaxi para producdo de proteina unicelular utilizando os fungos
Aspergillus niger e Rhizopus oligosporus por terem sido as principais espécies isoladas nesse
material por Pinto (1993). O processo teve como base a forma em que este residuo € utilizado no
estado da Paraiba para alimentacdo do gado, visto que, os animais tém melhor aceitacdo pelo

material apos fermentacdo natural.

2 Material e métodos

Os microrganismos utilizados foram os fungos filamentosos Rhizopus oligosporus e
Aspergillus niger, cedidos pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Centro de

Tecnologia (UFPB—PB), mantido em Agar Batata Dextrose (PDA) a 4 °C. Foram feitas repicagens
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em frascos Erlenmeyer com Caldo Batata Dextrose (BDA) e incubados a 30 °C por sete dias, a fim

de produzirem esporos.

Meio de Cultivo

O substrato utilizado foi o residuo da industrializacdo de suco do abacaxi, da variedade
pérola, composto de casca raspada para a retirada da polpa, do bagaco da polpa e do talo prensado
para a extracdo do suco, cedidos pela Industria Frutos Tropicais da Paraiba, apresentando
composi¢do média de 75,2 + 0,16% de umidade inicial; 4,61 + 0,03% de proteina total, pH de 4,1 +
0,01 e acucar redutor total de 29,19 + 0,53%. Esse material foi triturado em pequenas particulas de
2 a 3 mm, distribuido em recipientes em camadas de sete cm de espessura, inoculados com 10°
esporos/g de meio e mantidos a temperatura de 28 a 30 °C. Amostras foram retiradas nos tempos de
0, 24, 48, 72 e 96 horas de fermentacao, para as analises quimicas para avaliar a uréia como fonte de
nitrogénio na concentracdo de 0,3%, e o melhor tempo para producdo de proteina unicelular,

utilizando os fungos Rhizopus oligosporus e Aspergillus niger no meio de cultivo.

Determinac@es Analiticas

Neste trabalho foi determinado o conteudo de proteina total pelo método de Kjeldahl
conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (1985), utilizando o fator de conversdo 6,25. O
consumo de acgucares redutores segundo método de Lane & Eynon conforme descrito pelo Instituto
Adolfo Lutz (1985), com uma modificacdo pelo uso de uma solucdo padrdo de agucar invertido,
conforme AOAC (1995) e analise de pH conforme AOAC (1995).

O efeito do tempo de fermentacdo nas concentracGes de proteina total, agicar redutor total
e reducdo do pH foram avaliados por regressdo polinomial. Os teores de acucar redutor total e
proteina, foram submetidos a analise de correlacao simples e a significancia dos coeficientes, foram
determinados pelo teste (t) de Student, aos niveis de cinco e 1% de probabilidade. Para as analises,

foi utilizado o programa de computacdo NTIA da EMBRAPA.
3 Resultados e discusséo

Acucar redutor total

A comparacdo entre teores médios de acUcares redutores totais, durante o curso das
fermentacdes com os fungos Rhizopus oligosporus e Aspergillus niger, no substrato com e sem
adicdo de uréia, esta na Figura 1. Pode-se observar maior consumo de ART nas primeiras 24 horas
para todas as fermentac@es, sendo que, o efeito da uréia no aumento do consumo de ART ocorreu

em 24 horas na fermenta¢do com o fungo R. oligosporus e em 96 horas para o fungo A. niger.
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Figura 1 - Teor de agucar redutor total (ART) nas fermentacdes com R. oligosporus —#— com uréia; —=2— sem uréia e A.
Niger —#&— com uréia; —= sem uréia
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Quando feita a regressdo polinomial, pode-se verificar que para a fermentacdo com uréia
com o fungo R. oligosporus a concentracdo minima de ART estimada foi de 3,96% em 89 horas e
com o fungo A. niger foi de 1,5% em 84 horas de fermentacdo. Quando a uréia foi omitida, para a
fermentacdo com fungo R. oligosporus, o teor minimo de ART foi de 0,99% no tempo maximo de
fermentacdo de 128 horas, enquanto para o fungo A. niger, a concentragdo minima atingida foi de

4,07% em 77 horas de fermentacao.
pH

A Figura 2 apresenta a variacdo do pH no curso das fermentacdes.

Figura 2 - Variacdo do pH para as fermentac6es com o fungo R. oligosporus —#— com uréia; —=— sem uréia e A.
niger —#&— com uréia; —Z=— sem uréia

2 T T T 1
0 24 48 72 9
Tempo de fermentacdo (h)

587



Pode-se verificar que para todas as fermentacfes ocorreu diminui¢cdo mais acentuada do pH
nas primeiras 24 horas, atingindo o pH minimo de 3,09. Nos substratos adicionados de uréia e
fermentado com o fungo Rhizopus oligosporus, houve uma ligeira elevagdo do pH a partir das 24
horas, atingido o valor méaximo de pH de 5,45 em 96 horas de fermentacdo. Na fermentacdo com o
fungo Aspergillus niger, a elevacdo do pH foi mais acentuada a partir de 48 horas, atingindo o valor
maximo de 7,70 em 96 horas de fermentacé&o.

No substrato sem uréia, os valores de pH das fermentaces mantiveram-se abaixo do pH
do substrato inicial no tempo zero de 4,2. A reducdo do pH nas primeiras 24 horas de fermentacéo
esta relacionada com a taxa de consumo de agUcares, com conseqliente producdo de acido pelos
microrganismos. Os valores minimos de pH obtidos nas fermentagdes ndo causaram paralisacdo do
crescimento dos fungos, pois observou consumo dos agucares redutores totais, exceto na
fermentacdo com o substrato sem adicdo de uréia usando o fungo A. niger, em que a partir de 72
horas de fermentacdo o consumo de ART foi praticamente constante, atingindo a concentragédo
minima de 4,07% em 77 horas de fermentacéo.

A elevagéo do pH, a partir do ponto onde atingiu 0 minimo, pode estar relacionado com a
utilizacdo simultanea dos acidos pelos microrganismos, o que pode justificar a elevacdo do pH para
as fermentacdes sem uréia. Para as fermentacdes com uréia, a maior elevacdo do pH, pode também
estar relacionada como a atividade ureasica do fungo, que liberou os ions aménia a uma velocidade
superior a de assimilacdo pelo micelio, efeito este ja descrito por Daubresse et al. (1987) que
consideram o aumento do pH transitorio porque os ions de amdnia liberados sdo em seguida
assimilados pelo fungo, e o pH tende a voltar ao valor inicial. Nesse experimento, nas fermentacdes
com uso de uréia ndo se chegou a constatar, nos tempos estudados, tendéncia do pH voltar ao valor
inicial. De qualquer forma, é mais interessante paralisar a fermentacdo em valor de pH menor que
4,5, e dessa forma, prevenir a germinacdo de esporos bacterianos. Portanto, através da observacédo
pela Figura 2, pode-se sugerir o tempo maximo para as fermentagdes adicionadas de uréia de 72 horas,

em pH de 3,99 para o fungo Rhizopus oligosporus e de 4,4 para o fungo Aspergillus niger.

Proteina

Na Figura 3, pode-se visualizar o comportamento para o teor protéico nas fermentac@es, no
substrato sem e adicionado de 0,3% de uréia. Para as fermentacdes adicionadas de uréia, observou-
se um rapido aumento do teor protéico nas primeiras 24 horas de fermentacao para o fungo A. niger,
de 4,69 para 11,05%, aumento de 2,36 vezes e em 48 horas para o fungo R. oligosporus, de 4,61
para 11,86%, aumento de 2,57 vezes. Apos estes tempos de fermentacdo, o aumento foi discreto,

para ambos os fungos.
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Para a fermentacdo com o fungo Rhizopus oligosporus no substrato adicionado de uréia o
aumento do teor proteico foi crescente atingindo o maximo de 12,53% em 72 horas, aumento de
2,72 vezes e de 14,07% em 96 horas de fermentacdo, aumento de 3,04 vezes. Quando feita a
regressdo polinomial, a concentracdo maxima foi de 14,11%, em 106 horas de fermentacdo,
aumento de 3,06 vezes.

Figura 3. Teor de proteina total nas fermentagGes com R. oligosporus —#— com uréia; —Z— sem uréia e A. niger
—&— com uréia; —& sem uréia
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Quando a uréia foi omitida, houve um aumento linear para o conteddo protéico, com a
elevacdo do tempo de fermentacdo, atravées do coeficiente angular da equacgéo obtida, esse aumento
foi da ordem de aproximadamente 0,58%, para cada 24 horas de fermentacdo, atingindo o teor em
proteina de 6,83% em 96 horas de fermentacdo, com um aumento de 1,48 vezes.

Para as fermentacGes com o fungo Aspergillus niger o aumento do teor protéico no
substrato adicionado de uréia foi crescente, atingindo quantidade maxima de proteina de 13,51% em
72 horas de fermentacdo, aumento de 2,88 vezes. Quando a uréia foi omitida, a quantidade de
proteina aumentou linearmente com o tempo de fermentacdo. Pelo coeficiente angular da equacao
obtida, este aumento foi de aproximadamente 0,47% para cada 24 horas de fermentacao, atingindo
o0 teor maximo de proteina de 6,53% em 96 horas de fermentacdo, aumento de 1,39 vezes. Sendo
este incremento um pouco inferior ao estimado para a fermentacdo com o fungo Rhizopus
oligosporus, no substrato sem uréia.

O discreto aumento verificado no teor protéico das fermentacdes adicionadas de uréia apos
24 de fermentacdo para o fungo A. niger e apds 48 horas para o fungo R. oligosporus, pode ser
explicado pela deficiéncia de ART no meio ap6s esse periodo (Figura 1); pois quando o
metabolismo glicidico diminui, a esporulagdo é favorecida, sendo que 0s esporos apresentam

constituicdo bioquimica diferente das formas vegetativas das quais sdo derivados. Daubresse et al.
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(1987) verificaram que depois de 65-72 horas de fermentacdo, houve esporulagdo do fungo e
desenvolvimento de contaminantes, o que é preferivel por ndo continuar a fermentagéo, e observou
uma perda liquida de nitrogénio real total, e a0 mesmo tempo, um aumento da fragdo ndo protéica
(nitrogénio total), atribuindo também, o resultado obtido, a uma possivel proteolise.

Houve correlagdo significativa e negativa do teor protéico com o agucar redutor total ao
nivel de 1% de probabilidade. Verifica-se que nas fermentacdes com 0,3% de uréia essas
correlagdes foram mais fortes de (r=-0,88) e (r=-0,98) que para a fermentacdo sem uréia (r=-0,82) e
(r=-0,83), para os fungos Rhizopus oligosporus e Aspergillus niger, respectivamente, indicando que
0 consumo de ART do substrato foi inversamente proporcional a multiplicacdo do fungo e
consequentemente ao teor protéico total. Isso indica que a quantidade de acUcar redutor total
presente no substrato é um fator limitante para a multiplicacdo dessas espécies de fungo.

Observa-se que nas fermentac6es adicionadas de uréia, com o fungo Rhizopus oligosporus,
0 aumento do teor protéico foi de (2,57; 2,72 e 3,05) vezes para valores de pH de (3,39; 3,99 e 5,45)
nos tempos de (48; 72 e 96) horas de fermentacdo, respectivamente. Para o fungo A. niger, o
aumento do teor proteico foi de (2,36; 2,58; 2,88 e 2,88 vezes) para valores de pH de (3,15; 3,39;
4,4 e 7,7) em (24, 48, 72 e 96) horas de fermentacdo, respectivamente. Esses resultados estdo
proximos do encontrado por Vendruscolo et al. (2007) que obtiveram um enriquecimento protéico
de 2,5 vezes sobre o teor protéico inicial do bagaco de macd, adicionado de uréia a 5% (p/p),
unidade inicial de 70% e granulometria na faixa de 0,85 a 1,70 mm, com o fungo Gongronella
butleri CCT4274, chegando a produzir 19,24% de proteina solavel.

Embora, 0 maior aumento do teor protéico verificado no curso das fermentacGes tenha sido
para o fungo Rhizopus oligosporus em 96 horas de fermentacéo e para o fungo Aspergillus niger em
72 e 96 horas de fermentacdo, é interessante paralisar a fermentacdo em pH menor que 4,5; ou seja,
no tempo maximo de fermentacdo de 72 horas, mesmo com perda de aumento do teor protéico de
0,33 vezes na fermentacdo com o fungo R. oligosporus, mas com garantia de um produto de melhor
qualidade, pela reducdo da contaminacdo bacteriana no material fermentado, conforme discutido

para o pH.

4 Concluséo

Nas condi¢bes que a fermentacdo foi conduzida, neste estudo, maiores quantidades de
proteina bruta no residuo da industrializacdo do abacaxi foram obtidas utilizando 0,3% de uréia,
considerando pH menor que 4,5, o tempo de fermentacdo foi de 72 horas, com produgéo de proteina
bruta para o fungo R. oligosporus de 12,56%, aumentando em 2,72 vezes seu contedo e para A.

niger a producdo de proteina bruta foi de 13,51%, aumentando em 2,88 vezes seu contedo. Esse
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material fermentado ainda deve ser avaliado para a qualidade da proteina, efeito na alimentacdo

animal e forma de conservacao.

Abstract

Single cell protein production was evaluated in the fermentation semi solid of pineapple
industrialization of residue, the added 0.3% urea, no salt, with the fungi Rhizopus oligosporus or
Aspergillus niger. The effect of urea on increasing protein and the best time of fermentation was
determinated by analysis of total protein, reducing the consumption of sugars and pH analysis.
Fermenting the residue with urea, for 72 hours promoted the protein content of the initial residue
thus increasing it to 12.56% (2.72 times) to R. oligosporus and 13.51% (2.88 times) to A. niger.
Key-words: agro-industrial residue; total protein; fermenting semi solid; Rhizopus oligosporus;
Aspergillus niger.
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