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Resumo

Cultivaram-se Cellulomonas flavigena ¢ Alcaligenes faecalis em casca de frutos do cacaueiro
nas concentragdes de 3,0; 5,0; 7,5 g/l e periodos de fermentagdo de 65, 70, 75, 80 ¢ 85 horas.
Foram estabelecidas equagBes de regressdo para a percentagem de proteina bruta (PB) e para
0 teor de matéria seca (MS) no material fermentado. Fncontrou-se melhor desenvolvimento
dos microrganismos e, conseqiientemente, maior rendimento em PB (63.79%) na MS na con-
centracdo de 3,0 g/l de casca, apos 80 horas de fermentagdo. O teor de MS variou de 1934
a 7,040 g/l, respectivamente, para a concentragdo de 3,0 g/l de casca com tempo de fermen-
tagdo de 85 horas e para 7,5 g/l de casca com o tempo de fermentagio de 63 horas.

Palavras-chave: Theobroma cacao, fruto, casca, proteina microbiana, Cellulomonas flavigena,
Alcaligenes faecalis

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

Abstract

Cellulomonas flavigena and Alcaligenes faecalis were grown in a medium containing cacao
pod husk as the sole source of carbon with concentrations of 3.0, 5.0 and 7.5 g/l and fermentation
times of 65, 70, 75, 80 and 85 hours. Regressions were established for the values of total protein
(TP) and dry matter (DM). A yield of 63.79% (dry basis) of TP obtained at cacao pod husk
concentration of 3.0 g/l after 80 hours of fermentation was found to be the best development
condition for the microorganisms. The values of DM obtained varied from 1.934 to 7.040 g/l
at cacao pod husk concentration of 3.0 g// after 85 hours of fermentation and 7.5 g/l atter 65
hours of fermentation respectively.

Key words: Theobroma cacao, fruit, husk, single cell protein, Cellulomonas flavigena, Alcaligenes
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Introdugao

A caréncia de alimentos, especial-
mente a caréncia protéica, constitui
sério problema decorrente da explosdo
demogrifica (Han, Dunlap e Callihan,
1971). As necessidades minimas per
capita s6 poderdo ser satisfeitas caso se
empreguem meios tecnologicos adequa-
dos no sentido de se aumentar a produ-
¢do de proteinas, explorando conve-
nientemente as fontes animais e vegetais
atualmente disponiveis e abrindo novas
perspectivas, principalmente no que se
refere 4 biossintese de proteinas por
mMiCroorganismos.

Durante os ultimos anos, pesquisas
tém sido realizadas no sentido de solu-
cionar a deficiéncia protéica mundial,
com o surgimento de muitos alimen-
tos ndo convencionais (Han, Dunlap
e Callihan, 1971). Atengdo especial
vem merecendo a produgdo de proteina
microbiana, também chamada “‘single-
cell protein”, proteina unicelular.

Segundo Rols e Cabrera (1978), a
proteina contida nos microrganismos
ou proteina microbiana €, dentre as
fontes protéicas ndo tradicionais, a que
apresenta maior potencial relativamente
a sua producdo e 4d incorporagdo em
concentrados para animais e em for-
mula¢des de alimentos humanos. Tais
proteinas sio derivadas de células de
leveduras, fungos, bactérias e algas,
com a utilizagdo de vdrios substratos,
tais como hidrocarbonetos e residuos
celulosicos, para o cultivo desses micror-
ganismos (Han, Dunlap e Callihan,
1971).

As atividades agropecudrias geram
uma quantidade aprecidvel de subpro-
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dutos que, em principio, poderiam
ser utilizados como substrato para o
crescimento de microorganismos, com a
finalidade de se produzir proteina
microbiana.

Menezes, Duchini e Figueiredo (1976)
investigaram a produgfo de biomassa
fiingica em substratos de bagago de
cana mediante o emprego de diversas
espécies de fungos celuloliticos, com
a finalidade de selecionar os mais pro-
dutivos. Jarl (1969), utilizando Candida
utilis (“‘Torula yeast”), em simbiose
com uma espécie de levedura que pro-
duz amilase, Endomycopsis fibuliger,
utilizando residuos 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 proteina bruta (PB) na maté-
ria seca (MS). Utilizando Saccharo-
myces fragilis como microrganismo
fermentador de lactose 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 produgdo brasileira de cacau em
améndoas foi de 318.400 t no ano de
1982 (Anuario Estatistico do Brasil,
1982). Baseando-se na relagdfo 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 s70 desperdigadas anualmente.

Em estudo realizado por Brandao e
Tafani (1976), com 1500 frutos de
cacau, o peso dos componentes foi
o seguinte; casca 563 kg, améndoas
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 7078 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 cacaueiro tem sido permanentemente
cogitado. Llamosas, Pereira e Soares
(1983) estudaram a utilizagdo da casca
fresca como substituto do capim-elefan-
te no acabamento de novilhos em con-
finamento. Os autores concluiram que
os ganhos médios de peso vivo dos no-
vilhos, alimentados com ragSes nas
quais o capim foi gradativamente
substituido pela casca até atingir os
100% ndo apresentaram diferengas esta-
tisticamente significativas. Concluiram
também que n3o ocorrem diferengas
significativas para o consumo didrio
de MS, o que evidenciou a boa acei-
tagdo da casca fresca.

De Alba e Basadre (1952) conduziram
experimentos com porcos em regime
de engorda utilizando ragOes a base de
casca de cacau, milho e bananas e nfo
encontraram diferengas significativas
nos ganhos de peso dos animais com
quaisquer das ra¢Oes utilizadas.

Outros trabalhos tém sido conduzi-
dos com a casca do fruto do cacaueiro
para a alimentag@ao de vacas leiteiras
(De Alba et al, 1954); gado em regime
de engorda (Ferrdo, 1957; Adeyanju
et al., 1981); galinhas (Adeyanju et al,
1975) e fabricagdo de geléia (Borges,
1971).

Além dessas aplicagdes, outras suges-
tdes foram feitas por Greenwood-Barton
(1965) no sentido de se utilizar a casca
de cacau na fabricagdo de papel, fertili-
zantes, furfural e pectina.

Segundo Campélo e Luz (1981),
grande quantidade de casca de cacau é
normalmente deixada no campo, onde
se constitui em uma excelente fonte de
inoculo do agente etioldgico da podri-
ddo-parda (Phytophthora spp.). Consi-
derando-se estes fatos e a caréncia de
proteinas que o mundo enfrenta, foi
efetuado o presente trabalho, que teve
por objetivo estudar a utilizagdo da cas-
ca do fruto do cacaueiro como substra-
to para o desenvolvimento de microrga-
nismos e consequente produgdo de
proteina microbiana.

Materiais e Métodos

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

Microrganismos e sua manutencio.
No presente experimento, foram utili-
zadas culturas de Cellulomonas flavi-
gena, obtidas através de reembolso
postal da “American Type Culture
Collection” (ATCC), sob n® 482, ¢ de
Alcaligenes faecalis, fornecida pelo Ins-
tituto Zimotécnico da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Pi-
racicaba, SP. As culturas foram repica-
das a cada 15 dias, em caldo nutritivo,
contendo triptona, glucose e extrato de
levedura, incubadas a 30 °C e mantidas
g 59C,

Preparo da matéria-prima. As cascas
foram reduzidas a pedagos menores e
colocadas em estufas a 55 °¢C + 20(,
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para secagem, até o ponto de moagem.
Foram passadas por moinho e peneiras
de 0,50 mm de abertura, sendo estoca-
das em sacos de polietileno até o mo-
mento da utilizagdo. Apos o preparo, a
casca moida foi submetida a um trata-
mento térmico-caustico, adicionando-se,
para cada 10 g de casca, 20 ml de uma
solugio 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 liquido de fermen-
tacdo. O meio liquido de fermentagdo
foi preparado a pH 7,0, variando-se
apenas a concentragdo de casca pré-
tratada (3,0; 5,0 e 7,5 gramas de casca
por litro de meio) e adicionando-se sul-
fato de amonia na concentragdo de 1,0
g/l como fonte inicial de N. Apés o
preparo, o meio foi esterilizado a
121 ©C por 15 minutos.

Produgio de protefna microbiana.
O processo descontinuo de produgdo
de proteina microbiana foi conduzido
em fermentador de ago inoxidavel e
com capacidade de 5,0 litros, provido
de aeragdo e agitagdo, construido pe-
la Metalirgica BIASINOX Industria e
Comércio Ltda., Lambari, MG. Ao
meio de fermentag¢do, contendo 3,0;
5,0 e 7,5 gramas de casca pré-tratada
por litro de meio, foi adicionado, ao
nivel de 1%, uma suspensdo de células,
resultante da mistura (1:1 v/v) de
C flavigena e A. faecalis. Manteve-se
a temperatura de 30 ©C, aeragio de
1 v/v/m (volume de ar por volume de
meio por minuto) e agitagdo de 170
rpm. Apos 65, 70, 75, 80 e 85 horas de
fermentagdo, o material foi amostrado
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e submetido as analises.

Anélise quimica do material fermen-
tado. A casca fermentada foi submetida
a andlise de PB pelo método n® 4.12 —
Normas Analfticas do Instituto Adolfo
Lutz (1976). O teor de MS (g/!) foi de-
terminado conforme método 29.1.6 —
Normas Analfticas do Instituto Adolfo
Lutz (1976).

Anédlise dos resultados. Os efeitos
de concentragdo de casca e seu tempo
de fermentagdo sobre os teores de PB
e MS foram estudados através do mode-
lo: ¥j = bg + byXyi + byXpj +

b3XyiXai + baXyi®

2
bsX,i *+ ej, onde:

Y; = média de quatro observagdes dos
teores de PB e MS;

X,; = concentragdo (3,0;5,0 e 7,5 g/l)
de casca de cacau,;

X2i = Tempo de fermentagdo (65, 70,
75, 80 e 85 horas);

by = Constante de regressdo;

bj = Coeficiente de regressdo (j = 1,
2,3,4¢5);

e; = Erro aleatério, pressuposto nor-

mal e independentemente distri-
buido, com média O (zero) e va-
riancia constante.

Resultados e Discussdo

Os valores obtidos para PB e MS sdo
mostrados no Quadro 1.

Protefna bruta. A equagao ajus-
tada para a percentagem de PB foi:
Y = -29,5216.10 - 15,2540 X;; +

92,8741.107" X,;-19,5654.1072 X,;
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Xai * 22;3185.10°1 X2 1y
49,1011.107°X;. R? = 97,14

Observou-se que, dentre os tempos
de fermentagdo estudados, a fungdo es-
timada para a percentagem de proteina
bruta apresentou valores mdximos para

Quadro 1 - Teores de proteina bruta e
do cacaueiro fermentada.
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as concentragdes de 3,0;5,0e 7,5 g/l de
casca, correspondendo a 64,5; 35,8 ¢
27,2% de PB para os tempos de 88,5
(fora do intervalo estudado), 84,6 e
79,6 horas de fermentagdo, respectiva-
mente (Figura 1).

Os valores de PB obtidos no presente

mateéria seca obtidas da casca do fruto

Concentrac¢ao
Tempo Proteina® Matéria seca®

(h) (g/100 g de M.S.) (&/1)

3,0 5,0 1.9 3,0 5,0 e
65 31,875 21,455 16,477 2,809 4,127 7,040
70 52,055 25,035 22,122 2,450 4,271 6,092
75 54,232 29,497 24,892 2,151 3,565 4,892
80 63,790 34,245 27,127 & 3,337 4,047
85 63,015 33,995 28,250 1,934 2,881 4,125

a i _ 3
Resultados medios de quatro chservagoes

analises em duplicata).
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experimento (Quadro 1) foram inferio-
res aos encontrados por Yang e Yang
(1977), que trabalharam com residuos
de madeira como fonte de carbono, uti-
lizando bactérias do género Pseudomo-
nas. Os valores encontrados ap6s 72 ho-
ras de fermentagdo na MS foram de
65,4 e 71,2% para os niveisde 1 e 4%
de residuo, respectivamente. Por outro
lado, valores semelhantes a estes foram
encontrados por Han, Dunlap e Callihan
(1971), trabalhando com bactérias do
género Cellulomonas desenvolvidas em
CM-celulose. Apés 48 horas, as células
continham 53,9% de PB na MS.

Matéria seca. A equa¢do ajustada
para o teor de MS foi: Y=-293786 +

2,62268X,; + 4,48205 . 107*X,; -
2,63578 . 107 %X;;X,; R*= 97,88

Observou-se que o teor de matéria
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seca decresce com o tempo de fermen-
tagdo, sendo maior na concentragdo de
7,5 g/l de casca dentro de um mesmo
tempo de fermentagdo (Figura 2).

Os valores obtidos no presente expe-
rimento (Quadro 1) variaram de 7,040
a 4,125; 4327 a 2,881 ¢ de 2,809 a
1,934 gramas de MS por litro de meio
para os intervalos de tempo de 65 a 85
horas de fermentagdo para os meios
contendo 3,0; 50 e 7,5 gramas por
litro de casca, respectivamente.

Han, Dunlap e Callihan (1971),
estudando o crescimento de Cellulomo-
nas em CMC (carboximetilcelulose),
observaram que, apos 2 dias de incuba-
¢d0, 50% do substrato havia sido conver-
tido em material celular e o restante em
produtos de metabolismo celular tais
como H,0, CO, e outros metabolitos
extracelulares. Estas observacdes podem
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Figura 2 — Visdo em perspectiva da superficie de resposta do teor de matéria seca (g/).
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justificar a queda do teor de MS com o
tempo de fermentagio observada no
presente experimento.

Resultados semelhantes foram obti-
dos por Menezes, Duchini e Figueire-
do (1976), que, estudando a obtengdo
de biomassa fingica a partir de bagaco
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
apos 96 horas de fermentagdo para os
niveis de 2,5; 5,0; 10.0; 15,0 e 20,0
gramas de bagago de cana por litro de
meic fespectivamente. Estudaram tam-
bém a utilizagdo de nove linhagens de
fungos desenvolvendo-se em meio con-
tendo 5,0 g/l de bagago 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.

Conclusdes

Os resultados do presente experimen-
1o mostraram que os microorganismos
s¢: comportaram diferentemente para
cada concentragdo de casca e tempos de
fermentagdo estudados. Em consequén-

cia, diferentes valores para PB ¢ MS fo-
ram obtidos.

Verificou-se que, para a concentra-
¢do de 3,0 g/l de casca, no tempo de 80
horas de fermentagio, obtiveram-se os
melhores valores para a PB. Notou-se
ainda que, 3 medida que se diminuiu a
concentragdo de casca e se aumentou o
tempo de fermentagZo, melhores resul-
tados foram obtidos para o mesmo pa-
rametro. Nessas circunstancias (3,0 g de
MS de casca por litro de meio em 80
horas de fermentag¢4o), o rendimento
de proteina microbiana foi maior que
nas outras concentragdes.

Em face de tais observagdes, outros
experimentos deverdo ser conduzidos
no sentido de se determinar o valor
biologico da proteina, bem como deter-
minar quantitativa e qualitativamente
seus aminoacidos. Escalas maijores deve-
rao ser testadas, facilitando, assim, o
estudo da viabilidade do processo. E,
por fim, novos microorganismos ou
combinagdes dos mesmos deverfo ser
testados com o objetivo de se melhorar
a eficiéncia do processo.
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