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Resumo 
Cultivaram-s. Cellulomonas flavigena c Alcaligenes faccalis em casca de fru tos do cacaueiro 

na. concen trações de 3,0; 5,0; 7,5 g/I e períodos de fermentação de 65 , 70, 75, 80 c 85 horas. 
Foram estabelecidas equações de regressão para a percen lagem de protdna bruta (PB ) c para 
o teor de matéria seca ~I S) no matr rial fermcmado. Enc.:ontrou- c m~lh o r dese nvolvimento 
dos microrganismos c, conseqüen temente, maior rendimento em PB (63,79%) na MS na con­
centraç~o de 3,0 gjl de casca, após 80 horas de fermen lação. O teOr de MS variou de 1,934 
a 7,040 gjl, respecti~arnenle, para a concen tração de 3,0 g/I de casca com tempo de fremen­
lação de 85 horas e para 7,5 g/I de casca COm o tempo de fermen tação de 65 horas. 

Palavras-chave: Theobroma caeao, fruto, casca , proteína microbiana, Cellulomonas flavigena, 
Alcaligenes faeCQIi~ 

Utilization of cacao pod husk as substrate for single ceU protein production 

Abstract 

Cellulomonas flavlgena and Alcaligenes faceaUs werc grown in a medium ,"on tammg caca O 
pod husk as the sole sou rce of carbon with conl'ent ra tions of 3.0 , 5.0 and 7.5 &/1 and fermcntation 
times of 65, 70. 75. 80 and 85 hours. Regressions \Vere cstablishcd for the values of total protein 
(TP) and dry mauer (DM ). A yieh! of 63.79% (dry basis) of TP obtained 3t cacao pod husk 
coneentrat ion of 3.0 gll after 80 houes of rermen tation was found to bc th, bcst do\'c lopm<nt 
condition for lhe microorganism s. The \'alu .. of DM obtained varied from 1.934 ro 7.040 ~/I 

at c.cao pod husk eoncenu.tion of 3.0 gjl .ftor 85 hOUfl of foml<nt at;on and 7.5 g/I afIa 65 
hours or fermentation respcclivcly. 

Key words: Theobroma coeao, [rui1. husk, smgtc cdl protein. Cellulomonos j7olJigena. Alco/igenes 
faeealis. 
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Introdução 

A carência de alimentos, especial­
mente a carência protéica, constitui 
sério problema decorrente da explosa-o 
demográfica (Han . Dunlap e Callihan, 
1971). As necessidades mínimas per 
capita só poder3'o ser satisfeitas caso se 
empreguem meios tecnológicos adequa­
dos no sentido de se aumentar a produ­
Ç3'0 de prote ínas, explorando conve­
nientemente as fontes animais e vegetais 
atualmen te disponíveis e abrindo novas 
perspectivas, principalmente no que se 
refere à biossíntese de proteínas por 
microorganismos. 

Durante os últimos anos, pesquisas 
têm sido realizadas no sentido de solu­
cionar a deficiência protéica mundial , 
com o surgimento de muitos alimen­
tos não convencionais (Han , Dunlap 
e Callihan , 1971). Atenção especial 
vem merecendo a produç:io de prote ín a 
microbiana , também chamada "single­
cell protein". prote ína unicelul ar. 

Segundo Rols e Cabrera ( 1978), a 
proteína cont ida nos microrganismos 
o u prote ína microbiana é. dentre as 
fo ntes protéicas não tradicionais, a que 
apresen ta maior potencial relat ivanlente 
à sua produçao e à incorporaç:ro em 
concen trados para animais e em fo r­
mul ações de alimentos humanos. Tais 
proteínas são de rivadas de células de 
leveduras , fungos, bactérias e algas, 
com a utilização de vários substratos , 
tai s como hidrocarbonetos e resíduos 
celulósicos, para o cultivo desses micror­
ganismos (Han , Dunlap e Callihan, 
1971 ). 

As atividades agropecuárias geram 
uma quantidade apreciável de subpro-
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dutos que , em princípio, poderiam 
ser utilizados como substrato para o 
crescimento de microorganismos; com a 
f1l1alidade de se produzir proteína 
microbiana. 

Menezes, Duchini e Figueiredo (1976) 
investigaram a produça-o de biomassa 
fúngica em substratos de bagaço de 
cana mediante o emprego de diversas 
espécies de fungos celulolíticos, com 
a finalidade de selecionar os mais pro­
dutivos. JarI (J 969), utilizando Candida 
utilis ("ToruJa yeast"), em simbiose 
com uma espécie de levedura que pro­
duz amiJase, Endomycopsis fibuliger, 
utilizando resíduos de batata como 
matéria-prima, com o objetivo de con­
verter o amido até uma massa de le­
vedura , conseguiu um produto com 
40% de proteína bruta (PB) na maté­
ria seca (MS). Utilizando Sacchoro­
myces fragilis como microrganismo 
fermentador de lactosc de soro de 
queijo , Vananuvat (1973) obteve um 
rendimento de 5,91 g de PB na MS, por 
litro de meio , sendo que o teor de 
PB de levedura variou de 52 a 60%. 

A produça-o brasileira de cacau em 
amêndoas foi de 318.400 t no ano de 
1982 (Anuário Estatístico do Brasil, 
1982). Baseando-se na relaÇ3'o entre 
o peso das sementes e o das cascas, 
que é de 1,0:0,7 (Llamosas, 1976), con­
clui-se que aproximadamente 222.800 t 
de cascas S:!"o desperdiçadas anualmente. 

Em estudo realizado por Branda-o e 
Tafani (1976), com 1500 frutos de 
cacau, o peso dos componentes foi 
o seguinte; casca 563 kg, amêndoas 
138,3 kg. mel 1,8 kg, perdas (mel e 
detritos de casca) 4,0 kg, obtendo-se 
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um peso total de frutos de 707,8 kg 
e concluindo·se que o peso da casca 
obtido corresponde a 79,6% do peso to · 
tal dos frutos. 

O aproveitamento da casca do fruto 
de cacauei ro tem sido permanentemente 
cogitado. Uamosas, Pereira e Soares 
(1983) estudaram a utilização da casca 
fresca como substituto do capim-elefan· 
te no acabamento de novilhos em con· 
finamento. Os autores concluíram que 
os ganhos médios de peso vivo dos no· 
vilhos , alimentados cQm rações nas 
quais o capim foi gradativamente 
substituído pela casca até atingir os 
100% não apresentaram diferenças esta· 
tisticamente significativas. Concluíram 
também que nao ocorrem diferenças 
significativas para o consumo diário 
de MS, o que evidenciou a boa acei· 
tação da casca fresca. 

De Alba e Basadre (1952) conduziram 
experimentos com porcos em regime 
de engorda utilizando raçoes à base de 
casca de cacau. milho e bananas e nao 
encontraram diferenças significativas 
nos ganhos de peso dos animais com 
quaisquer das raçOes utilizadas. 

Outros trabalhos têm sido conduzi· 
àos com a casca do fruto do cacaueiro 
para a alimentação de vacas leiteiras 
(De Alba et ai, 1954) ; gado em regime 
de engorda (Ferra0, 1957 ; Adeyanju 
et aI., 1981); galinhas (Adcyanju et ai, 
1975) e fabricação de geléia (Borges, 
1971 ). 

Além dessas aplicações, outras suges· 
tões foram feitas por Greenwood·Barton 
(1965) no sentido de se utilizar a casca 
de cacau na fabricação de papel, fertili· 
zantes, furfural e pectina. 

Segundo Campêlo e Luz (I 98 1 ), 
grande quantidade de casca de cacau é 
normalmente deixada no campo, onde 
se constitui em uma excelente fonte de 
inóculo do agente etiológico da podri· 
dao·parda (Phy lophlhora spp .). Consi· 
de rando·se estes fatos e a carência de 
proteínas que o mundo enfrenta, foi 
efetuado o presente trabalho , que teve 
por objetivo estudar a utili zaçao da caso 
ca do fruto do cacaueiro como substra· 
to para o desenvolvimento de microrga· 
nismos e consequente produçao de 
prote ína microbiana. 

Ma teriais e Métodos 

O presente trabalho foi conduzido 
nos laboratórios do Departamento de 
Tecnologia de Alimentos da Universi· 
dade Federal de Viçosa , utilizando·se 
como matéria·prima casca de fruto do 
cacaueiro fornecida pela Comissllo Exe· 
cutiva do Plano da Lavoura Cacaueira 
(CEPLAC), Ilhéus , BA. 

Microrgllllismos e sua manutenção. 
No presen te experimento, foram u tili· 
zadas culturas de Cellulol/1onas fia vi· 
gella. obtidas através de reembolso 
postal da "American Type Culture 
Collection" (ATCC), sob nO 482 , e de 
Alcaligelles faecalis. fornecida pelo Ins· 
tituto Zimotécnico da Escola Superior 
de Agricultura "Luiz de Queiroz", Pi· 
racicaba , SP. As culturas fo ram repica· 
das a cada 15 dias. em caldo nutritivo, 
contendo triptona, glucose e extrato de 
levedura. incubadas a 30 °c e mantidas 
a 5 0 C. 

Preparo da matéria· prima. As cascas 
foram reduzidas a pedaços menores e 
colocadas em estufas a 55 °c ± 2 °c, 
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para secagem, até o ponto de moagem. 
Foram passadas por moinho e peneiras 
de 050 mm de abertura, sendo estoca­
das em sacos de polietileno até o mo­
mento da utilização. Após o preparo, a 
casca moída foi submetida a um trata­
mento térmico-cáustico, adicionando-se, 
para cada 10 g de casca, 20 ml de urna 
solução de NaOH 0,.56 N e autoclavan­
do-se a 121 °C durante 10 minutos 
(Menezes, Duchini e Figueiredo, 1976; 
Han, Dunlap e Callihan, 1971). 

Preparo do meio líquido de fermen­
tação. O meio líquido de fermentaç3'o 
foi preparado a pH 7,0, variando-se 
apenas a concentração de casca pré­
tratada (3,0; 5,0 e 7,5 gramas de casca 
por litro de meio) e adicionando-se sul­
fato de amônia na concentraç3'o de I ,O 
fl/ como fonte inicial de N. Após o 
preparo, o meio foi esterilizado a 
121 °C por 15 minutos. 

Produção de proteína microbiana. 
O processo descontínuo de produção 
de proteína microbiana foi conduzido 
em fermentador de aço inoxidável e 
com capacidade de 5,0 litros, provido 
de aeração e agitaçâ'o, construído pe· 
la Metalúrgica BIASINOX Indústria e 
Comércio Ltda., Lambari, MG. Ao 
meio de fermentação , contendo 3,0; 
5,0 e 7,5 gramas de casca pré·tratada 
por litro de meio, foi adicionado, ao 
nível de I % , uma suspensâ'o de células, 
resultante da mistura (1 :1 v/v) de 
C fla vigena e A. faecalis. Manteve-se 
a temperatura de 30 oC, aeração de 
I v/vIm (volume de ar por volume de 
meio por minuto) e agitaçâ'o de 170 
rpm. Após 65, 70, 75 , 80 e 85 horas de 
fermentação, o material foi amostrado 
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e submetido às análises. 

Análise química do material fermen­
tado. A casca fermentada foi submetida 
a análise de PB pelo método n!> 4.12 -
Normas Analíticas do Instituto Adolfo 
Lutz (1976). O teor de MS (g/I) foi de· 
terminado conforme método 29.1.6 -
Normas Analíticas do Instituto Adolfo 
Lutz (1976). 

Análise dos resultados. Os efeitos 
de concentração de casca e seu tempo 
de fermentaç3'o sobre os teores de PB 
e MS foram estudados através do mode­
lo: ~i c bo + DIXli + b2 X2 i + 

b3XtiX2i + b4 Xl i2 + 
2 

bs X2i + ei' onde : 

Yi = média de quatro observaçOes dos 
teores de PB e MS; 

Xli = concentração (3,0; 5,0 e 7,5 fll) 
de casca de cacau; 

X2 i = Tempo de fermentaçâ'o (65, 70, 
75,80 e 85 horas) ; 

bo 
b' J 

e l 

= 

= 

= 

Constante de regressâ'O ; 

Coeficiente de regressao (j = I, 
2,3,4e5); 

Erro aleatório, pressuposto nor­
mal e independentemente distri-
buído, com média O (zero) eva­
riância constante . 

Resultados e Discussão 

Os valores obtidos para PB e MS sâ'o 
mostrados no Quadro I . 

Proteína bruta. A equação ajus-
tada para a percentagem de PB foi: 
Y = -29,5216.10 - 15,2540 Xli + 

92,8741. lO-I X2i - 19,565 4.10- 2 XI i 
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X 2 i + 22,3 I 85 . 10 " I X2 
1 i -

49,1011 . 1O .. 3 X~i R2; 97,14 

69 

Observou-se que , dentre os tempos 
de fermentação estudados, a função es­
timada para a percentagem de proteína 
bru ta apresentou valores máximos par~ 

as concentrações de 3,0; 5,0 e 7,5 g/ I de 
casca, correspondendo a 64,5; 35,8 e 
27,2% de PB para os tempos de 88,5 
(fora do intervalo estudado), 84,6 e 
79,6 horas de fermentação, respectiva­
mente (Figura I). 

Os valores de PB obtidos no presente 

Quadro I - Teores dê protetna bruta e matér ia seca obtidas da c asCa do fruto 
do cacaueiro fe rmen tada . 

c o n c c n t r a ç a o 

Tempo pro tc í na3 Hat êria secaa 
(h) (g/100 g de M.S. ) ( g/ l) 

3, 0 5 ,0 7 , 5 3 , 0 5 ,0 7,5 

65 31 , 875 21, 455 16 , 477 2 , 809 4 , 127 7 , 040 

70 52 ,055 25 , 035 22 , 122 2 , 450 4 , 27 1 6 , 092 

75 54 , 232 29 , 497 24 , 892 2 , 35 1 3 , 565 4 , 892 

80 63 , 790 34 , 245 27 , 127 3 , 337 4 , 047 

85 63 , 0 15 33 , 995 28 , 250 1 ,934 2 , 88 1 4 , 125 

aRes ultados médio s de quat ro o~) se rvações (duas r epet i ções por nível de casca c 
análi ses em duplicata) . 

.. ... - .----,. 

\ 

J 

---

Figura I - Visão em perspectiva da superfl' r ..!~posta da porcentagem de proteína bruta . 
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experimento (Quadro I) foram inferio· 
res aos encontrados por Yang e Yang 
(1977), que trabalharam com resíduos 
de madeira como fonte de carbono, uti· 
lizando bactérias do gênero Pseudomo· 
nas. Os valores encontrados após 72 ho· 
ras de fermentação na MS foram de 
65,4 e 7 I ,2% para os níveis de I e 4% 
de resíduo, respectivamente . Por outro 
lado, valores semelhantes a estes foram 
encontrados por Han, Dunlap e Callihan 
(1971), trabalhando com bactérias do 
gênero Cellulomonas desenvolvidas em 
CM·celulose. Após 48 horas, as células 
continham 53,9% de PB na MS. 

Matéria seca. A equação ajustada 
para o teor de MS foi: ? = - 2,93786 + 
2,62268X l i + 4,48205 1Q- 1 X2 i -

- 2 1 _ 
2,q3578 . lO Xl iX2i R - 97,88 

Observou·se que o teor de matéria 

o 
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seca decresce com o tempo de fermen· 
tação, sendo maior na concentraç~o de 
7,5 g/ I de casca dentro de um mesmo 
tempo de fermen tação (F igu ra 2). 

Os valores obtidos no presente expe· 
rimento (Quadro I) variaram de 7,040 
a 4,125 ; 4,327 a 2,88 1 e de 2,809 a 
1,934 gramas de MS por litro de meio 
para os intervalos de tempo de 65 a 85 
horas de fermentação para os meios 
contendo 3,0; 5,0 e 7,5 gramas por 
litro de casca, respectivamente. 

Han, Dunlap e Cal1ihan ( 1971), 
estudando o crescimento de Cellulomo· 
nas em CMC (carboximetilcelulose), 
observaram que , após 2 dias de incuba· 
çã"o, 50% do substrato havia sido conver· 
tido em material celular e o restante em 
produtos de metabolismo celular tais 
como H2 0 , CO2 e outros metabólitos 
extracelulares. Estas observações podem 

-1- --;.-l 
I " ,~' 

" I ~ 
'V 
~ 

• r----r~~~' ~-~' ," I ",, ' 

... "'--- -- .. ---., ... " .. ;; , , 
, , 

, 

80 

" 
, , 

85 Tempo de f e nne n tação (h ) 

Figura 2 - Visão em perspectiva da superffcie de resposta do teor de matéria seca (g/I). 
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justificar a queda do teor de MS com o 
tempo de fermentação observada no 
presente experimento. 

Resultados semelhantes foram obti­
dos por Menezes, Duchini e Figueire­
do (1976), que , estudando a obtenção 
de biomassa fúngica a partir de bagaço 
de cana, encontraram os teores de MS 
de 1,886; 3,656; 7,444; 11,419 e 
16,445 gramas de MS por litro de meio 
após 96 horas de fermentação para os 
níveis de 2,5; 5,0 ; 10 .0 ; 15 ,0 e 20,0 
oraTlllS de bagaço de cana por litro de 
mei(J íespectivamente. Estudaram tam­
bém a utilização de nove linhagens de 
fungos desenvolvendo-se em meio con­
tendo 5,0 g/I de bagaço de cana e ou­
tros nutrientes complementares, obten­
do um rendimento, em termos de MS, 
que variou de 2,575 a 3,175 g/I. 

Conclusões 

Os resultados do presente experimen­
to most raram que os microorganismos 
se· comportaram diferentemente para 
cada concentraçlfo de casca e tempos de 
fermentaça:o estudados. Em conseqüên-

cia, diferentes valores para PB e MS fo· 
ram obtidos. 

Verificou·se que, para a concentra­
ça:o de 3,0 g/I de casca, no tempo de 80 
horas de fermentação , obtiveram-se os 
melhores valores para a PB. Notou·se 
ainda que , à medida que se diminuiu a 
concentração de casca e se aumentou o 
tempo de fermentaça-o, melhores resul· 
tados foram obtidos para o mesmo pa­
râmetro. Nessas circunstâncias (3,0 g de 
MS de casca por litro de meio em 80 
horas de fermen~açlfo), o rendimento 
de proteína microbiana foi maior que 
nas outras concentraçoes. 

Em face de tais observaçoes, outros 
experimentos deverão ser conduzidos 
no sentido de se determinar o valor 
biológico da proteína , bem como deter­
minar quantitat iva e qualitativamente 
seus aminoácidos. Escalas maiores deve· 
rão ser testadas, facilitando , assim , O 
estudo da viabilidade do processo. E, 
por fun, novos microorganismos ou 
combinaçoes dos mesmos deverão ser 
testados com o objetivo de se melhorar 
a eficiência do processo. 
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