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RESUMO

Na industrializagdo do caju ocorre o beneficiamento da castanha e, em menor escala, 0
aproveitamento do pedunculo sob a forma de sucos, doces, geleias, néctares, farinha e
fermentados. O residuo gerado é passivel de aproveitamento, sendo o enriquecimento
proteico uma das possibilidades para utilizagdo como fonte de proteina na alimentacéo,
utilizando microrganismo através de uma fermentacdo em estado semissolida. Assim, o
objetivo deste trabalho foi definir as melhores condicbes de processo para o
enriquecimento proteico do residuo do processamento do caju quando fermentado em
estado solido com Rhizopus microsporus e Candida albicans. As amostras de residuos
foram coletadas do processo de polpa de fruta de caju, de uma empresa localizada no
Estado de Alagoas. Foram realizadas analises fisico-quimicas para caracterizagédo inicial
do residuo. O residuo foi utilizado como substrato com 0os microrganismos das espécies
R.microsporus e C.albicans, cedidos pelo banco de cultivo do laboratério de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS) da UFBA. Frascos Erlenmeyer contendo meio
PDA foram inoculados com residuo de caju e uma suspensédo contendo 10° esporos/mL
de R.microsporus e de C.albicans foram dispostos em estufa com temperatura controlada
a 35°C por 4 dias. As amostras foram colhidas em duplicata a cada 12 horas, totalizando
96 horas, para avaliar a concentragao, temperatura de cultivo e tempo de armazenamento
do produto final sobre o teor proteico. Na caracterizacdo inicial, observou-se que 0
residuo possuia umidade de 88,77% * 0,37; atividade de agua de 0,95 + 0,01; lipidios de
0,85 + 0,11, proteina de 0,80 + 0,05 e sélidos soluveis totais de 4,07°Brix £ 0,12. Apos a
fermentacdo das amostras, a maior quantidade de proteina encontrada foi de 2,46% =+
0,02 no tempo de 60 horas na fermentagcdo com R.microsporus e de 2,33% + 0,20 no
fermentado com a C.albicans no tempo de 48 horas. Considerando que o valor inicial de
proteina no residuo de caju, foi de 0,8%, o ganho proteico no fermentado no tempo de
60h com R. microsporus foi 3,1 vezes maior que o valor inicial do residuo in natura e no
fermentado com C.albicans no tempo de 48h foi de 2,9 vezes maior. A partir do
mapeamento tecnoldgico realizado neste estudo, percebe-se que o desenvolvimento e
obtencdo de proteina microbiana sao estudados ha algumas décadas e tem registros
crescentes de patentes, principalmente nos Estados Unidos, onde algumas empresas na
area de biotecnologia e desenvolvimento de ingredientes para alimentos se destacam no
registro dessas patentes.

Palavras-chave: Enriquecimento proteico; residuo de caju; Rhizopus microsporus;

Candida albicans.



ABSTRACT

In the industrialization of the cashew, the processing of the chestnut and, to a lesser
extent, the use of the peduncle in the form of juices, jams, jellies, nectars, flour and
fermented. The residue generated is suitable for use, with protein enrichment being one of
the possibilities for use as a protein source in the diet, using microorganism through a
semi-solid state fermentation. Thus, the objective of this work was to define the best
process conditions for the protein enrichment of the cashew processing residue when
fermented in solid state with Rhizopus microsporus and Candida albicans. The residue
samples were collected from the cashew fruit pulp process, from a company located in the
State of Alagoas. Physical and chemical analyzes were carried out for the initial
characterization of the residue. The residue was used as substrate with the
microorganisms of the species R.microsporus and C.albicans, provided by the culture
bank of the Microbiology laboratory of the Institute of Health Sciences (ICS) of UFBA.
Erlenmeyer flasks containing PDA medium were inoculated with cashew residue and a
suspension containing 106 spores / ml of R.microsporus and C. albicans were housed in a
temperature controlled oven at 35 ° C for 4 days. Samples were collected in duplicate
every 12 hours, totaling 96 hours, to evaluate the concentration, culture temperature and
storage time of the final product on the protein content. In the initial characterization, it was
observed that the residue had humidity of 88.77% =+ 0.37; Water activity of 0.95 + 0.01,
Lipids of 0.85 + 0.11; Protein of 0.80 £ 0.05 and total soluble solids of 4.07 ° Brix + 0.12.
After fermentation of the samples, the highest amount of protein found was 2.46% + 0.02
in the time of 60 hours in the fermentation with R.microsporus and of 2.33% + 0.20 in the
fermented with C. albicans In the time of 48 hours. Considering that the initial value of
protein in the cashew residue was 0.8%, the protein gain in the fermented in the 60h time
with R. microsporus was 3.1 times higher than the initial value of the in natura residue and
in the fermented with C.albicans at 48 h was 2.9 times higher. From the technological
mapping carried out in this study, it is noticed that the development and obtaining of
microbial protein have been studied for some decades and has growing patent
registrations, mainly in the United States, where some companies in the area of
biotechnology and development of food ingredients Are highlighted in the registration of
these patents.

Keywords: Protein enrichment; Cashew residue; Rhizopus microsporus; Candida albicans
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1 INTRODUCAO

7

Na industria de frutas, a utilizacdo industrial do caju € realizada
principalmente na regido Nordeste do pais, onde visa basicamente o
aproveitamento da castanha e, em menor escala, o aproveitamento do
pedunculo sob a forma de sucos, doces, geleias, néctares, farinha e
fermentados, que contabilizam sua utilizacdo de 15% da producdo do
pedunculo (CAMPOS et al., 2005).

O caju € uma das principais culturas sustentaveis do Nordeste, regido
reconhecida como produtora de caju, cuja producdo de pedunculos situa-se de
2,0 milhdes a 2,5 milhdes de toneladas por ano (HOLANDA et al., 2010;
OLIVEIRA, 2008).

Segundo Oliveira:
No Brasil, a caju cultura mobiliza cerca de 280 mil pessoas e possui
uma area cultivada de 740.000 ha. Distribuida em varias regiées do
Pais, concentra-se na regido Nordeste, que responde por 94% da
producdo nacional, onde o0s maiores plantios se localizam
principalmente nas faixas litoraneas e de transicao do Ceara, Piaui e
Rio Grande do Norte (Oliveira, 2008, p.1).

Anualmente, sado desperdicados nos nove estados do Nordeste mais de
1,5 milh&do de toneladas do pedunculo, representando 75% das 2,5 milhdes de
toneladas (HOLANDA et al., 2010).

Em se tratando da producéao de derivados de frutas, especificamente a
fabricacdo de polpa de caju, existe uma preocupacdo com 0s residuos
gerados, os quais atualmente sdo destinados a aterros ou alimentacdo animal,
a fim de diminuir o impacto ambiental.

Além disso, o aproveitamento maximo dos recursos existentes leva o
homem a se apropriar de processos que atendam as necessidades individuais
e coletivas da populacdo, assim como minimizar os efeitos de seus residuos
sobre 0 meio ambiente.

Neste contexto, o processamento do caju na industria, gera residuos
com potencial valor econdmico que ndo sao aproveitados de forma adequada
ou entdo sdo jogados no meio ambiente contribuindo desta maneira para
aumentar a poluicdo do mesmo.

Com o crescente desenvolvimento industrial, hd& uma necessidade de
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processos ambientalmente sustentaveis, e ha um consenso geral de que a
protecdo ambiental sustentavel s6 pode ser alcancada através da integracdo
de uma consciéncia ambiental geral em fungdes de negocios de uma empresa.

Assim sendo, justifica-se cada vez mais a necessidade de se encontrar
nichos de oportunidades a partir de novas formas de atuacédo, por meio de
propostas para aproveitamento dos residuos gerados na industrializacéo,
considerando o valor nutritivo do residuo de caju e que sua quantidade
desperdicada representam um elevado potencial de uso para conversao de
proteinas através de microrganismos.

A importancia do presente trabalho esta na reducdo do impacto
ambiental causado pelos residuos das fabricas de polpa de fruta, propondo a
producado de proteina microbianas por fermentacédo semissolida.

A proteina microbiana ou unicelular ou Single Cell Protein — SCP séo
células secas de algas, bactérias, leveduras e fungos, que apresentam como
vantagens: curto periodo de geracao, possibilidade de modificacdes genéticas
para alterar a composicdo proteica, alto teor de proteinas, e possibilidade do
uso de residuos agroindustriais de frutas provenientes da recuperacdo em
outros processos industriais (AQUARONE et al., 2001).

Estas proteinas podem ser produzidas por processos biotecnoldgicos, a
exemplo da fermentacdo em estado semissolido - FES e utilizadas como fonte
de proteina na alimentacdo humana e na racdo animal, fornecendo a
formulacBes alimenticias caracteristicas desejaveis, tais como sabor, formacao
de espuma, retencdo de agua e de gordura, textura, entre outras
(ALBUQUERQUE, 2003).

Essa técnica aplica-se ao processo de crescimento de microrganismos
sobre substratos solidos com reduzida quantidade de agua livre. A &gua
presente nesses sistemas encontra-se ligada a fase sélida, formando uma fina
camada na superficie das particulas (ROCHA, 2010).

Cabe salientar que a fermentagdo € um dos métodos para melhorar o
conteudo de nutrientes da alimentacdo através da biossintese de vitaminas,
aminoacidos essenciais, digestibilidade de proteinas e fibras (TESFAW &
ASSEFA, 2014).

Atualmente, a proteina unicelular tem sido produzida por esta técnica a

partir do cultivo de diferentes microrganismos. Os fungos filamentosos e as
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leveduras sédo os mais estudados no cultivo de substratos semissolidos por se
adaptarem melhor nas condi¢cfes desse tipo de cultivo, além de serem capazes
de se desenvolver em ambientes com atividade de &gua baixa (SANTOS,
2007).

Neste sentido a proposta deste trabalho € o enriquecimento proteico do
residuo do processamento do caju por meio de fermentacdo em estado
semissolido, utilizando o fungo filamentoso Rhizopus microsporus ou a
levedura Candida albicans em diferentes tempos de cultivo a fim de determinar

a melhor condicdo estudada para a producéo proteica.

1.1 Definicdo do problema

A geracao de residuos e subprodutos nas industrias de alimentos tem se
tornado motivo de preocupacdo nas ultimas décadas. A conscientizacdo
ecolégica aumenta com a necessidade de alternativas para reduzir os impactos
ambientais gerados pelas empresas de processamento de frutas.

A preocupacao da geracado de residuos agroindustriais esta voltada para
0S prejuizos que eles podem gerar no solo, agua, ar e paisagens, pois, quando
incorretamente descartados, podem tornar-se ameaca ao meio ambiente.

A fim de diminuir os prejuizos gerados no meio ambiente, sugere-se o
aproveitamento de residuos da inddstria alimenticia que tem potencial para
melhorar a oferta de alimentos que substituam de forma parcial ou integral
alguns componentes basicos na composi¢cao de novos alimentos, visto que
esse residuo € nutricionalmente rico em nutrientes imprescindiveis a
alimentacdo humana.

Diante da elevada producéo de caju, faz-se necessario reunir subsidios
para o aproveitamento do residuo do caju no Brasil, através de pesquisas para
estabelecer condicdes de utilizagdo na alimentagcdo humana.



16

1.2 Objetivo

Objetivo Geral

Definir as melhores condicbes de processo para 0 enriquecimento
proteico do residuo do processamento do caju quando fermentado em estado

s6lido com Rhizopus microsporus e Candida albicans.

Objetivos especificos

° Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do residuo da fabricacdo de
polpa de caju utilizado nesse estudo;

° Realizar a producdo de proteina a partir do Rhizopus microsporus e da
Candida albicans no residuo de caju;

e Avaliar o melhor tempo de fermentacdo do produto final sobre o teor
proteico, pH e sdlidos soluveis;

° Realizar um estudo de prospeccdo tecnoldgica relacionado ao
desenvolvimento e obtencéo de proteina microbiana a partir de diferentes

fontes.

1.3 Questédo da pesquisa

* Qual a melhor combinacdo de variaveis que gera a otimizacdo na
producdo proteica quando os residuos de caju sdo fermentados por
Rhyzopus microsporus ou Candida albicans?

1.4 Organizacao da Dissertacdo de mestrado

Este trabalho encontra-se dividido em 6 capitulos. O Capitulo 1,
anteriormente apresentado refere-se a secao introducé&o, onde foi descrito de
forma geral a importancia do trabalho, justificativa e objetivo.

No capitulo 2 apresenta-se a fundamentacéo tedrica abordando sobre
0 caju, reaproveitamento de residuos da industria de alimentos, proteinas
microbianas, fermentacdo em estado sdlido, leveduras do género Candida, e,

por fim, fungos filamentosos do género Rhizopus.
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No capitulo 3 € descrito o item meétodos e técnicas da pesquisa,
citando as andlises laboratoriais realizadas. No capitulo 4 trata da prospecc¢éao
tecnologica sobre proteina microbiana sob o enfoque em documentos de
patentes. No capitulo 5 é descrito o item sobre anélise e resultados da
pesquisa e, por fim, no Capitulo 6 a apresentacdo das consideracdes finais

do trabalho.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

O referencial teorico traz uma visdo geral sobre o caju e o
reaproveitamento de residuos da industria de frutas, em seguida relata sobre
as proteinas microbianas.

Na sequéncia, o texto trata sobre fermentacdo em estado sdlido,
conceito e suas aplicacdes e, posteriormente sobre o0s tipos de microrganismos

utilizados.

2.1 Caju

O cajueiro pertence a familia Anacardiaceae, que inclui arvores e
arbustos tropicais e subtropicais. Anacardium occidentale L.) € o nhome oriundo
da palavra indigena, que em tupi quer dizer "noz que se produz". Originario da
América Tropical, € considerada uma das mais importantes espécies cultivadas
das regides tropicais, 0 cajueiro ocupa, no mundo, uma area estimada em 3,39
milhdes de hectares (OLIVEIRA, 2008).

O fruto do cajueiro é dividido em duas partes bem diferenciadas. Uma é
o pseudofruto, resultante da hipertrofia do peciolo, comestivel ao natural,
macio, carnoso, rico em suco, colorido e de conservacdo limitada. Outra é a
castanha, fruto verdadeiro, de comercializacdo internacional. Ao separar a
castanha do pseudofruto ocorre o aproveitamento de ambos, embora a
castanha tenha maior interesse comercial (LIMA, 2008).

Embora o pedunculo do caju seja aproveitado em menor escala, ele
representa cerca de 90% do peso total e possui uma composicado fisico-
quimica rica em nutrientes. Paiva et al. (2000) encontrou 0s seguintes
resultados nas analises do pseudofruto: 86% Umidade, 11° Brix, 4,2 pH, 7,9%
de agucares redutores e 8,4% de agucares totais, acidez de 0,36, 18,5mg/100g
de acido ascérbico, 0,35% de taninos, 14,5mg/g de calcio, 33 mg/100g de
fésforo, 0,36mg/100g de ferro.

O caju é classificado como fruto ndo climatérico, ou seja, apos a colheita

ocorre diminuicdo continua na taxa respiratéria, ndo havendo aumento na
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producdo de etileno, nem alteracbes no amadurecimento. Por isso, a colheita
do fruto deve ser no estagio maduro, pois se feita antes do amadurecimento,
pode vir a ocorrer o amolecimento e perda da cor verde e ficando improprio ao
consumo.

Esta caracteristica fisioldgica talvez explique, em parte, o baixo nivel de
aproveitamento comercial do pedunculo, pois h4 necessidade de um menor
tempo entre a colheita e o processamento.

A seguir serd tratado o reaproveitamento de residuos da industria de

alimentos.

2.2 Reaproveitamento de residuos da industria de alimentos

No setor alimenticio, partes da matéria-prima ndo utilizadas e
descartadas durante o processamento sdo denominados residuos ou bagaco,
gue na maioria das vezes sao mais nutritivas do que outras partes do alimento
que estamos habituados a ingerir. No Brasil, a fruticultura produz grande
guantidade de subprodutos (EVANGELISTA, 2008).

O aproveitamento dos residuos de frutas tem sido alvo de varios estudos
0 que contribui para o acimulo de informacdes sobre o seu grande potencial e
seus valores nutricionais uma vez que 0S mesmos apresentam uma grande
taxa de nutrientes essenciais, melhorando a satde humana.

Estes residuos sdo constituidos de compostos lignoceluldsicos, os quais
Sdo 0s recursos mais abundantes da natureza e podem ser utilizados em
bioprocessos. Podem ainda, ser utilizados na geracao de bioenergia através da
producdo de biogas por meio do processo de digestdo anaerdbia. Esse
processo € uma alternativa que se destaca para o tratamento dos residuos
sélidos, sendo o biogas considerado uma fonte de energia renovavel, devido a
producdo de metano como produto final.

Batista (2014) utilizou a biodigestdo anaerdbia, pirélise e combustao
direta em seu estudo sobre caracterizacdo de residuos da casca do cacau,
coco e café, e avaliou as possibilidades de rotas tecnolégicas para a
transformacao do potencial energético da biomassa em energia elétrica.

Por estes residuos apresentarem ainda quantidades significativas de

nutrientes, eles podem ser perfeitamente utilizados no desenvolvimento de
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novos produtos alimenticios, aumentando seu valor agregado (UCHOA et al.,
2008).

Estudos da EMBRAPA relatam que o residuo de caju é transformado em
farinha e pode ser utilizado para o enriqguecimento de alimentos tradicionais,
como biscoitos artesanais, com objetivo de agregar valor (SANTANA & SILVA,
2008).

Segundo Santana & Silva (2008), as farinhas de frutas, em relacdo as
farinhas de cereais, apresentam como vantagens: uma maior conservacao e
concentracdo dos valores nutricionais; menor tempo de secagem; diferenciadas
propriedades fisicas e quimicas, o que permite uma ampla gama de aplicacoes,
e diferenciadas possibilidades do uso do fruto inteiro ou da polpa como
matéria-prima.

Residuos das industrias de laranja tém sido usados como ragcao animal,
para a producdo de enzimas hidroliticas, celulases, a producdo de extrato
enzimatico, bem como meios de cultura para kits de culturas, kefir para
panificacdo e fermentacdes alcodlicas e produtos lacteos (AGGELOPOULOS
et al., 2013).

Jin et al (2005) estudou a utilizacdo de residuos (batata, milho, trigo e
abacaxi) para a producdo de &cido lactico e biomassa fungica de Rhizopus
arrhi ZUS 36017 e R. oryzae 2062.

Kleekayai & Suntornsuk (2011) pesquisou sobre a producdo e
caracterizacdo de quitosana obtida a partir de Rhizopus oryzae cultivado em
residuo do processamento de batata chip, onde afirma que a casca de batata
pode ser aplicada como um substrato de baixo custo para a producdo de
quitosana a partir de R. oryzae.

Outro residuo passivel de aproveitamento é a semente do maracuja que
pode ser utilizado para fabricacdo de sabonetes, tintas, vernizes e apos
refinacdo ou hidrogenacéo, para fins comestiveis (ZERAIK et al., 2010).

Através da pesquisa em artigos cientificos sobre a utilizagdo do residuo
de caju para enriguecimento proteico, Monteiro et al. (2015) avaliou a cinética
do enriquecimento de proteinas por Saccharomyces cerevisiae, de misturas
constituidas de residuo de caju, abacaxi e maracuja em camara com condi¢des

controladas de umidade relativa do ar (UR).
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Ja Lima et al. (2015) estudaram a pré-hidrélise e hidrdlise acida do
bagaco do pedunculo do caju e a remogdo dos compostos toxicos do licor
hidrolisado usando a lignina residual como adsorvente e fermentacao alcodlica
dos licores para a producéo de bioetanol de segunda geracéao.

Outros autores utilizaram processos fermentativos com diversos
substratos agroindustriais. Pacheco et al. (2012) avaliaram o efeito da variacéo
do teor de &gua, do tempo de fermentacdo e da temperatura, na producédo de
endoglucanase do fungo Aspergillus niger por fermentagcdo em estado solido,
utilizando semente de jaca como substrato.

Enquanto Mélo et al. (2014) avaliaram o residuo agroindustrial de
acerola para ser utilizado na producdo de celulases através de processos
fermentativos em estado solido. Oliveira et al. (2014) avaliaram o0 uso
simultaneo da casca de maracuja e do sabugo de milho como substratos para
a producédo das enzimas na fermentacao semissolida com o fungo Aspergillus
niger.

Esta situacdo criou uma demanda para a formulacdo de alimentos
utilizando fontes proteicas inovadoras e alternativas, a exemplo da proteina de
biomassa microbiana cultivada (KLEPARNIK & FORET, 2013). Este tema sera

tratado a seguir.

2.3 Proteinas microbianas

Antes de se descrever proteinas microbianas, € importante conceituar
proteinas.

As proteinas sdo macromoléculas, de alto peso molecular, constituidas
de carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, além de enxofre, fésforo, ferro e
cobalto (PACHECO, 2006).

As proteinas estdo presentes em todas as células vivas e séo
biopolimeros formados pela polimerizacdo por condensacdo de aminoacidos,
gue sao unidos por ligagdes covalentes (NELSON & COX, 2011), chamadas de
ligagbes peptidicas, dispostos em sequencias especificas que conferem
caracteristicas individuais as inUmeras proteinas do corpo (PACHECO, 2006).

Na natureza, sdo encontrados cerca de 20 aminoacidos chamados de

aminoacidos primarios, que ocorrem com grande incidéncia na maioria das
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proteinas. Os aminoacidos apresentam uma estrutura geral que € comum a
todos os aminoacidos, com a presenc¢a de um carbono ligado a um grupamento
aminico (NH3z"), a um grupamento carboxilico (COO) e a um radical ou
grupamento R, cuja estrutura vai variar de acordo com o aminoéacido, e séo
classificandos como apolares, polares, aromaticos, acidos e basicos (NELSON
& COX, 2011).

Proteinas e amino4cidos sdo importantes para o metabolismo energético
do corpo. Estas apresentam funcdo estrutural, fornecendo substratos
necessarios para o crescimento, reparo e manutencao dos tecidos corporeos;
além das fungbes enzimética, enddcrina, regulacdo hidroeletrolitica, equilibrio
acido-base, transporte, imunoldgica, coagulagdo, contratilidade e relaxamento
muscular e energética.

Nosso organismo nao tem reserva de aminoacidos livre, ou seja,
qualguer quantidade acima das necessarias para a sintese proteica celular e
para a sintese de compostos ndo proteicos que contém nitrogénio sera
metabolizada (PACHECO, 2006).

A falta de proteinas no corpo pode acarretar em uma desnutricdo
proteica, que leva a um quadro acentuado de perda de massa muscular, além
do grande comprometimento do sistema imunolégico, abrindo a possibilidade
de outras doencas oportunistas.

Na aplicacdo industrial de alimentos, as proteinas sao classificadas de
acordo com suas propriedades funcionais, ou seja, classificadas em
hidrofilicas, interfasicas, intermoleculares, reoldgicas e sensoriais.

J& o termo proteina microbiana, ou proteina de célula Unica tem sido
usado para denominar as células secas de microrganismos de algas, bactérias,
leveduras e fungos. Sua multiplicacdo ocorre rapidamente, podendo conter até
70 % de proteina bruta, mostrando-se como um produto atrativo quanto a
obtencdo de fontes proteicas mais baratas, especialmente se esses
organismos forem cultivados em residuos agroindustriais (ALBUQUERQUE,
2003).

A biomassa que pode ser obtida a partir desses residuos agroindustriais
como substratos para suprir a necessidade de proteina na alimentacédo animal
e humana (MAMMA & CHRISTAKOPOULOS, 2014).
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Proteina microbiana ou SCP tem varias vantagens sobre as proteinas
animais e vegetais em que a sua exigéncia para o crescimento nao variam
sazonalmente ou séo dependente do clima; podendo ser produzido durante
todo o ano. Outro ponto importante € que ndo necessita de uma grande
extensdo de terra como ocorre na producdo de plantas ou de proteina animal
(ADEDAYO et al., 2011).

Véarias bactérias (Cellulomonas, Alcaligenes), fungos (Trichoderma,
Fusarium, Rhizopus), leveduras (Candida, Saccharomyces) e algas (Spirulina,
Chlorella) tém sido empregados na producdo de proteinas unicelulares
(NASSERI et al., 2011).

Em relacdo a fungos, muitas espécies sdo usadas como alimentos ricos
em proteinas. As maos relatadas pela literatura sdo as espécies de levedura
Candida, Hansenula, Pitchia, Torulopsis e Saccharomyces.

Muitos outros fungos filamentosos também podem servir como fontes de
proteina microbiana, como: Aspergillus, Fusarium, Penicillium (ANUPAMA &
RAVINDRA, 2000).

Os fungos filamentosos que tém sido utilizados incluem Chaetomium
celluloliticum, Fusarium graminearum, Aspergillus fumigatus, A. niger, A.
oryzae, Cephalosporium cichhorniae, Penicillium cyclopium, Rhizopus
chinensis, Scytalidium aciduphlium, Tricoderma viridae, Tricoderma alba e
Paecilomyces varioti (ADEDAYO et al., 2011).

Ao lidar com a produgdo de proteina microbiana, diversos autores
testaram varios residuos da agroindustria, como substrato.

Albuquergque (2003) estudou a producdo de proteina microbiana em
residuo de abacaxi utilizando Rhizopus oligosporus. Ja Suhet & Fioreze (2011)
aproveitou o bagaco de mac¢ad como substrato para a producdo de proteina
unicelular utilizando a levedura Candida utilis e o fungo Rhizopus oligosporus
através de fermentacédo semissolida.

Outra tendéncia recente na producdo SCP € a exploracdo de espécies
de fungos para bioconversdo de residuos lignocelulésicos (ANUPAMA &
RAVINDRA, 2000), a exemplo de sabugo de milho fermentado. Ja Coelho et al.
(2001) investigaram o aproveitamento da casca do coco verde, mediante

fermentacdo semissolida, para producéo de enzimas por Aspergillus niger.
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Oduguwa et al. (2008) em seu estudo sobre sabugo de milho
fermentado, utilizaram os microrganismos R. oligosporus e S. cerevisiae. A
partir dos resultados obtidos, nas analise fisico-quimicas, S. cerevisiae
aumentou os teores de proteina e gordura, enquanto R. oligosporus foi capaz
de degradar a fibra significativamente.

Suhet & Fioreze (2011) pesquisaram sobre a producdo de proteina
unicelular por meio da fermentacdo semi-solida a partir do residuo da
industrializagcdo do abacaxi com os fungos Rhizopus oligosporus e Aspergillus
niger.

Albuquerque (2003) em seu trabalho utilizou o bagago de magéd como
substrato para a producdo de proteina unicelular em dois tipos de cultivo:
cultivo submerso, onde a levedura Candida utilis CCT 3469 cresceu no extrato
obtido a partir da prensagem do bagaco de maca, em biorreator de bancada; e
fermentacdo em estado sélido, onde o fungo Rhizopus oligosporus CCT 4134
foi empregado no enriquecimento proteico deste residuo, cultivado em reatores
de coluna.

Zen et al. (2014) pesquisaram sobre a reutlizacdo de residuos
agroindustriais agregando valor a estes. Com o cultivo de Aspergillus niger
para a producdo de lipidios e proteinas intracelulares através de fermentacéo
em estado solido.

Aggelopoulos et al. (2014) estudou o crescimento dos microrganismos
(Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus e Kefir sp) por
fermentacdo em estado soélido de varias misturas de residuos da induastria
alimentar (soro de leite, melaco, residuos sélidos de cerveja, laranja e residuos
de batata). Os resultados mostraram que o produto da fermentacdo com K.
marxianus, em comparacao com de S. cerevisiae e Kefir, continha as maiores
quantidades proteinas, sendo esse enriguecimento favoravel a alimentacdo
animal.

Kleparnik & Foret (2013) afirmou que procedimentos sanitarios e
controle de qualidade rigoroso devem ser mantidos durante todo 0 processo
enriguecimento proteico para evitar a deterioracdo e contaminacdo por
microrganismos patogénicos e toxigénicos quando a biomassa para SCP esta

sendo cultivada.
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Campos et al. (2005) estudou o enriquecimento proteico do bagaco do
caju processado por cultivo semissolido, usando diferentes concentracdes de
levedura Saccharomyces cerevisae.

Para a producdo de SCP a partir de residuos agroindustriais sao
empregadas a técnica de fermentacdo em estado solido, a qual sera descrita a

sequir.

2.4 Fermentacao em estado sélido

A fermentacdo é um bioprocesso consiste no processo de transformacéao
de uma matéria-prima envolvendo um microrganismo (fungo, levedura ou
bactéria), ou parte de uma célula viva, um catalisador (enzima) ou uma alga
que acumulem no meio de cultivo uma série de bioprodutos produzidos no
metabolismo desses micro-organismos.

A fermentagdo pode ser utilizada para aumentar o conteado de
nutrientes em alimentos, por meio da biossintese de vitaminas, aminoacidos
essenciais, proteinas e, melhorar a qualidade da fibra e da digestibilidade
proteica (OBOH, 2006).

Existem diferentes tipos de alimentos fermentados, sendo os mais
conhecidos: o iogurte, o0 queijo, 0 vinho, a cerveja, e o pdo. Outros alimentos
fermentados comecam agora a ganhar grande visibilidade devido as suas
propriedades, tais como o tempeh, miso, sake ou a combucha. Esses alimentos
sdo produzidos a partir de Fermentacdo em Estado sélido - FES (CRUZ, 2014;
CHEN, 2013).

Fermentacdo em estado soélido, ou fermentacdo semissolida, € definida
como a fermentacdo envolvendo sdélidos com pouca quantidade de agua livre;
no entanto, o substrato deve possuir umidade suficiente para suportar o
crescimento e metabolismo do microrganismo (PANDEY, 1992).

Esse tipo de fermentacdo consiste em uma boa alternativa para o
aproveitamento dos residuos agroindustriais, por utilizar materiais simples e de
baixo custo, necessitando, na maioria dos casos, apenas da adigdo de agua e
de micronutrientes, sendo uma técnica renovavel que agrega a sua
possibilidade do uso de residuos, diminuindo o impacto sobre o meio ambiente
(ZEN et al., 2014).
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Uma das principais vantagens da FES é a facilidade com a qual os
fungos podem crescer em substratos solidos naturais, como residuos
agroindustriais (GOWTHAMAN et al, 2001).

Os fatores que influenciam a FES sao o tipo de in6culo, a atividade de
agua, o pH e o controle de temperatura.

O uso de esporos é mais comum na FES quando comparado ao uso de
células vegetativas do inéculo, devido a facilidade de preparacao do indculo, e
sua capacidade de armazenamento prolongada para uso posterior. Como
desvantagens apresentam maior tempo lag®, diferentes condicées 6timas para
a germinacao de esporos e crescimento vegetativo (LEISTNER & RODEL,
1976).

A maioria dos fungos capazes de desenvolver uma FES tém valores de
atividade de &gua (Aa®) minimas entre 0,8 e 0,9. A atividade de agua 6tima
pode ser diferente para o crescimento e para formacdo de produto, sua
condigcéo oferece a possibilidade de manipular a atividade da agua durante a
fermentacdo (GOWTHAMAN et al., 2001).

A fermentacado leva a um aumento na atividade de agua do substrato,
devido a producdo de agua, mas, ainda assim, ndo pode ajudar a manter os
niveis de umidade no substrato devido a perdas por evaporacao.

Os fungos filamentosos tém crescimento em pH de 2 a 9, com um pH
otimo de 3,8 a 6,0. Por outro lado, as leveduras tém um pH 6timo entre 4 e 5
mas pode crescer em pH de 2,5 a 8,5. Esta variacdo de pH tipica de fungos
pode ser vantajosa para evitar a contaminagao bacteriana, especialmente a
quando usa o pH mais baixo. Os fungos podem crescer no intervalo de
temperatura de 20 a 55°C. (GOWTHAMAN et al., 2001).

Entre os povos orientais, as técnicas de cultivo semissolido sdo bastante
antigas e muito aplicadas na industria de alimentos. Segundo Chen (1992), na
China, desde os tempos antigos o cultivo semissolido vem sendo usado para a
fabricacdo de bebidas fermentadas como o vinho chinés, molho de soja e
vinagre (SOUSA, 2009).

! Refere-se ao periodo de adaptagdo, ocorre pouca ou auséncia de divisdo celular. Fase onde os
microrganismos encontram-se em estado de laténcia (repouso).

2 parametro que mede a disponibilidade de 4gua em um alimento denomina-se “atividade de agua” (Aa).
Define-se Aa de um alimento ou de uma solucéo qualquer como sendo a relacdo existente entre a presséo
parcial de vapor de agua contida na solugdo ou no alimento (P) e a pressdo parcial de vapor de agua pura
(Po), a uma dada temperatura: Aa = P/Po.
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Exemplos de alimentos produzidos no Japdo pela fermentacdo sao o
miss0, alimento que contém bactérias e fermentos vivos, constituido por uma
pasta de soja fermentada produzida a partir de graos de soja cozidos e
misturados com outros cereais, e 0 tempeh, produzido através da fermentacao
controlada de gréos de soja aspergidos com um fungo Rhizopus, consumido
habitualmente na Indonésia (SOUSA, 2009).

A fermentacéo de alimentos além de acentuar o sabor e aroma e é muito
apreciado pelos povos orientais, 0s quais tém como costume promover a
fermentacao de soja, arroz, trigo e outros cereais.

O Brasil, por ser um pais de intensa atividade agricola, produz grandes
quantidades de residuos agroindustriais. Diversas pesquisas tais como o0
aproveitamento de residuos agroindustriais para a producéo de etanol, enzimas
e 0 enriquecimento proteico estdo sendo realizadas no Brasil desde a década
de 80, para agregar valor a produtos e subprodutos agricolas tropicais por meio
do cultivo semissolido (SOCCOL & VANDENBERGHE, 2003).

Nos ultimos anos, fermentacdo em estado solido recebeu mais interesse
dos pesquisadores. Ha varios estudos tém demonstrado que este processo
pode levar a maiores rendimentos e produtividades ou caracteristicas de
produtos melhores do que fermentacdo submersa (MARTINS et al.,, 2011;
NIGAM, 2009; AGGELOPOULOS, 2013).

Bhargav et al. (2008), afirmaram em seu estudo que a fermentagcdo em
estado sélido tem vantagens quando comparada com a fermentacédo submersa,
além de ser um processo adequado para a producdo de muitos produtos de
valor agregado, como enzimas, antibidticos e acidos organicos. Esta técnica
nao so reduz o custo do processo, mas também torna o produto mais barato
para os consumidores.

A seguir sera tratado sobre leveduras do género Candida e fungo

filamentoso do género Rhizopus utilizados em fermentacoes.

2.5 Leveduras do género Candida

As leveduras apresentam em sua composi¢cao proteina, aminoacidos,
carboidratos, lipidios, minerais, aditivos e vitaminas que s&o compostos

nutricionais importantes na dieta humana e dos animais. Além disso,
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apresentam uma fonte rica de vitaminas do complexo B, como tiamina,
riboflavina, biotina, niacina, acido pantoténico, piridoxina, colina, &cido félico e
acido paminobenzoico (ANUPAMA & RAVINDRA, 2000).

A composicdo bioquimica das leveduras depende da natureza dos
substratos utilizado, espécie, concentracao de sais e condi¢cdes de fermentacéo
(ANUPAMA & RAVINDRA, 2000).

Devido a alta eficiéncia na conversdo proteica e a possibilidade de
serem cultivadas em diversos substratos, as leveduras tém sido utilizadas em
diferentes processos biotecnoldgicos, aliando produtividade e baixo custo
(BUTOLO,1997).

Dentre as leveduras consideradas de extrema importancia
biotecnolégica podemos citar as espécies do género Saccharomyces, Candida,
Kluyveromyces, Pichia e Rhodotorula (ANUPAMA & RAVINDRA, 2000).

As leveduras se destacam pela producdo de biomassa de rica
composicdo nutricional, incluindo proteinas, vitaminas do complexo B e
aminoacidos (RODRIGUES E SANT’ANNA, 2001).

Uma grande vantagem do uso de leveduras reside no status GRAS
(Generally Regarded as Safe) pela FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) que muitas delas apresentam.

A biologia de C. albicans apresenta diferentes aspectos, entre eles, a
habilidade de se apresentar em distintas morfologias, cresce com varias
morfologias diferentes: por brotamento para formar levedura oval, pseudo-
alongado; ou com o crescimento exclusivamente polarizada para formar
uninucleadas, que se assemelham as verdadeiras hifas de fungos filamentosos
(BARBEDO & SGARBI, 2010).

A mudanca na morfologia de fase leveduriforme para filamentosa pode
ser induzida por uma variedade de condigcbes ambientais, como variacdo de
temperatura e de pH (SUDBERY et al., 2004).

2.6 Fungos filamentosos do género Rhizopus

Segundo Hawksworth et al, (1983) o género Rhizopus pertence ao grupo
dos Zigomicetos, da ordem dos Mucorales caracteriza-se pelo crescimento

rapido em diversos ambientes como solos e vegetais. Em geral estes fungos
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sao glicofilos, desenvolvendo-se em substratos contendo agulcares soluveis e
amido (ALBUQUERQUE, 2003).

Segundo Bocquet (1985) as col6nias possuem aparéncia de algodao,
tornando-se escuras com o tempo. Possuem um micélio vegetativo continuo
ramificado, em parte imerso no substrato, em parte aéreo. O micélio encontra-
se conectado as estruturas de reproducdo assexuada (esporangios). A
reproducdo sexuada ocorre a partir da formagdo de um zigosporo que, sob
condicbes favoraveis, forma esporos que germinam para desenvolver um novo
individuo (ALBUQUERQUE, 2003).

A espécie Rhizopus oligosporus (Saito) — sindnimo Rhizopus
microsporus var. oligosporus — tem sido utilizada h& séculos na FES,
especialmente na Asia, para a fabricacdo de diversos alimentos & base de
vegetais fermentados. R. oligosporus ndo s6 aumenta a digestibilidade e o
conteudo protéico dos vegetais como previne a formacao de compostos toxicos
(ALBUQUERQUE, 2003).

O género Rhizopus € especialmente importante, pela auséncia de
substancias toxicas e producdo de proteinas com elevada digestibilidade, ja
gue contém quantidades apreciaveis de cistina e de metionina (AQUARONE et
al., 2001).

Um dos alimentos fabricado com Rhizopus é o tempeh, um alimento
tradicional indonésio preparado por fermentacdo de soja descascada e cozida
com o fungo Rhizopus. Esse alimento também pode ser produzido com outros
cereais, a exemplo da cevada.

O Rhizopus foi estudado por varios pesquisadores em fermentacao
semissolida com produtos agroindustriais.

Escaramboni (2014) avaliou a producdo de amilases por Rhizopus
microsporus var. oligosporus em fermentacdo em estado solido com farelo de
trigo. Seus resultados evidenciaram a viabilidade técnica do bioprocesso
desenvolvido utilizando residuos da fabricacdo do amido tanto para a producéo
de amilases como xarope de glicose.

Miranda (2014) em seu estudo sobre a bioconverséo energética da folha
e bagaco de mandioca pelo fungo Rhizopus oligosporus para obtencao de
alimento concluiu que os residuos da mandioca, apés a bioconversao a baixo

custo, possuem as qualidades necessarias para suprirem a grande demanda
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por alimento, principalmente em regibes onde ha situacbes graves de
desnutricdo.

Suhet e Fioreze (2011) avaliou a fermentacdo semissolida do residuo da
industrializacdo do abacaxi, adicionado de 0,3% de ureia e sem adi¢do do sal,
para a producdo de proteina unicelular de Rhizopus oligosporus e Aspergillus
niger.

A seguir ser4 apresentada a metodologia do trabalho, citando as

analises laboratoriais realizadas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencéao e preparacao da amostra

A figura 1 mostra caju da espécie Anarcadium occidentale L.

Figura 1 - Caju

Fonte: Autora

A Figura 2 apresenta a fotografia da amostra de residuo de caju, que
foram coletadas, no més de junho de 2016, do processo de producao de polpa

de fruta de caju, de uma empresa localizada no Estado de Alagoas.

Figura 2 - Amostra de residuo de caju

Fonte: Autora

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos de polietileno,
transportadas sob congelamento para o Laborat6rio de Analise de Alimentos do
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SENAI-ALAGOAS e ap0s a realizacdo da fermentacdo foi mantida em
temperatura de congelamento e enviada ao Laborat6rio de Pesquisa Aplicada
de Alimentos e Biotecnologia do SENAI-CIMATEC-BA, onde foram mantidas a

temperatura de congelamento até 0 momento da analise.

3.2 Caracterizacao fisico-quimica da amostra

Para as amostras de residuo de caju foram realizadas analises em
triplicata para determina¢des de umidade, sélidos sollveis totais (°Brix), cinzas
totais, lipidios, colorimetria, indice de refracdo, proteinas totais, fibras e

atividade de agua, visando a caracterizacdo do mesmo.

A umidade foi determinada por secagem em Balanca de Infravermelho
Shimadzu®, ajustando-se a intensidade da radiagdo emitida de modo que a
amostra atingisse 110°C pelo processo de secagem em estufa a 105°C.

A analise do teor de solidos solaveis (°Brix) e o indice de refracdo foram

determinados por refratbmetro digital a 25°C.

Empregou-se 0 método de residuo por incineracdo para analise de
cinzas (IAL, 2008).

Para determinacdo dos lipideos totais foi aplicada a metodologia de
BLIGH & DYER (BLIGHT & DYER, 1959).

A colorimetria foi determinada utilizando colorimetro Konica Minolta®,
modelo CR-400, tendo como base o sistema CIELAB, obtendo as coordenadas
L*, a*, b*.

A atividade de agua foi determinada com um decéagono, LabMaster
Novasina®.

A determinacdo de proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl (IAL,

2008), utilizando o fator de converséo 6,25.

O teor de fibras foi obtido através do analisador automatico de fibras
(AKNON) (VAN SOEST & WINE, 1967). A fibra em detergente acido (FDA)
configura-se como a por¢cdo menos digerivel da parede celular, sendo

constituida, basicamente, de lignocelulose, ou seja, lignina mais celulose. A
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fiora em detergente neutro (FDN) compreende as fracbes de celulose,
hemicelulose e lignina. A diferenca entre as fracbes FDA e FDN pode ser
considerada uma estimativa do teor de hemicelulose, mas ndo como uma
determinacdo precisa, devido a presenca de outros componentes da fibra
(CECCHI, 1999).

O percentual de carboidratos totais foi determinado a partir da diferenca
do somatodrio dos demais componentes (umidade, proteinas, lipideos e cinzas)

subtraindo-se o valor encontrado por cem.

Para calculo de valor calorico, considerou-se os fatores de conversao:
carboidratos e proteinas fornecem 4 kcal/g; e lipidios fornecem 9 kcal/g. Com
base nas quantidades de carboidratos, proteinas e lipidios das amostras,

multiplicou-se o valor pelo fator de conversdo mencionado.

3.3 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram as espécies Rhizopus microsporus
(ATCC 52812) e Candida albicans (ATCC 10231), cedidos pelo banco de
cultivo do laboratério de Microbiologia do Instituto de ciéncias da Saude (ICS)
da Universidade Federal da Bahia.

As culturas foram mantidas em Agar Dextrose Batata (Potato Dextrose
Agar — PDA), cuja composicado esta apresentada na tabela 1, sendo repicadas
a cada 20 dias através da transferéncia para placas de Petri contendo 20 mL
de meio PDA e cultivadas em estufa a 35°C por sete dias. Apdés 7 dias de
cultivo, as placas foram coletadas, selecionando-se, cuidadosamente, aquelas
com crescimento uniforme e presenca de esporos, e mantidas sob refrigeracéo

a 4°C até por até 10 dias para a realizacdo dos experimentos.
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Tabela 1 - Composicéo do Meio PDA

Ingredientes Quantidade
(Formula/Litro)
Amido de batata 4,09
Dextrose 20,0g
Agar 15,09

Fonte: Difco & BBL, 2009.

3.4 Inoculagéo e cultivo semissolido

Frascos de Erlenmeyer contendo 10mL de meio PDA foram submetidos
a esterilizagdo em autoclave a 121°C por quinze minutos. Apos esfriar o meio
PDA, os frascos receberam 10g de substrato (residuo de caju), sendo em
seguida inoculados com uma suspensdo contendo 10° esporos/mL de
Rhizopus microsporus ou de Candida albicans.

Para a suspensdo conter 10° esporos/mL utilizou-se 10mL de solucéo
salina estéril a 0,85% e acrescentou-se o Rhizopus microsporus até atingir
essa contagem na camara de Neubauer usando como corante o Azul de
Lactofenol Algodao.

Em relacdo a contagem de Candida albicans, foi averiguada que a
escala 0,5 de Mac Farland equiparou-se a 10° leveduras/mL.

ApOs agitacdo, os frascos Erlenmeyer foram fechados com algodéo e
duas camadas de gaze estéril e bandas elasticas, sendo entdo acondicionados
em estufa com temperatura controlada a 35°C por 4 dias.

Amostras foram colhidas em duplicata a cada 12 horas, totalizando 96
horas, para andlises de pH, teor de sélidos solUveis e proteina. E para cada
tempo também foi colhida uma amostra de controle, contendo 10ml de meio
PDA, 10 ml de 4gua destilada estéril e a suspenséo contendo 10° esporos/ml
de Rhizopus ou de Candida. Durante o cultivo os frascos foram mantidos

estaticos.
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3.4.1 Confirmacéo da identificacdo de leveduras

A Figura 8 demonstra o crescimento da levedura Candida albicans em

placa de petri contendo meio PDA apds incubacédo em estufa.

Figura 3 - Crescimento de Candida aIbicns em placa de petri contendo meio PDA

Fonte: Autora

- Prova do tubo germinativo da espécie Candida albicans

A prova do tubo germinativo € um teste que caracteriza rapida e
presuntivamente a levedura da espécie Candida albicans. A técnica baseia-se
na semeadura de um pequeno indculo dessa levedura em soro fetal bovino.

Com a ponta de uma pipeta Pasteur estéril, retirou-se uma pequena
porcdo de uma col6nia de levedura e emulsionou de forma asséptica em 0,5mL
de soro fetal bovino. Incubou-se a 37°C por trés horas em estufa bacteriol6gica
(USP, 2003).

Passado esse periodo de incubagéo, retirou-se uma gota da suspenséo
e montou-se uma preparacdo do tipo lamina-laminula, para observacgao
microscopica.

O resultado foi positivo para o tubo germinativo, pois apareceu um
filamento fino e cilindrico, originado do blastoconidio da levedura, no qual ndo
se observou nenhuma zona de constriccdo, confirmando assim a identificacéo
de Candida albicans, conforme figura 9.
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Figura 4 — Prova do tubo germinativo com blastoconidios, tubo germinativo e pseudo-
hifas de Candida albicans
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Fonte: Brasil, 2004.

Ja a Figura 10 demonstra a imagem microscopica da Candida albicans,

onde pode-se observar os blastoconidios.

Figura 5 - Imagem de microscépico da Candida albicans
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Fonte: OPTIMAL HEALTH NETWORK, 2016.

3.4.2 Identificacdo da espécie Rhizopus microsporus

A Figura 11 mostra a fotografia do crescimento da Rhizopus microsporus
em placa de petri contendo meio PDA. Ap6s incubagdo em estufa, a
macromorfologia do Rhizopus microsporus caracteriza-se por uma colonia de
crescimento rapido, cotonosa, inicialmente branca, podendo passar para

acinzentada e amarronzada, recoberta de pontos negros.
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Figura 6 - Crescimento de Rhizopus microsporus em placa de petri contendo meio PDA
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Fonte: Autora

Para confirmacdo do Rhizopus microsporus foi realizado a técnica de
microcultivo fazendo uso de um cubo de meio PDA nas dimensdes de 1cm x
1cm onde este foi depositado em uma lamina e sobre este foi colocado uma
laminula. Foi inoculado nas partes expostas deste sistema o fungo Rhizopus
microsporus em camara umida (USP, 2003).

Apos 5 dias de indéculo, o meio foi retirado e foi montado um sistema do
tipo lamina/ laminula corado previamente com azul de lactofenol algodao.

Foi analisado em microscépio com aumento de 40x e observado a
presenca de rizoides, tipo das hifas e formas e disposicdo dos esporos,

conforme visualizado na figura 12.
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Figura 7 - Morfologia microscépica de um cultivo Rhizopus microsporus

Fonte: SOCIEDADE AMERICANA DE MICROBIOLOGIA, 2016.

3.5 Analise do residuo do caju fermentado

As amostras fermentadas foram feitas em triplicata para cada tempo de
fermentacdo. A cada 12h foram retiradas amostras da estufa para
determinacdo de pH em pHmetro digital; proteina pelo método de Kjeldahl (1AL,
2008), utilizando o fator de conversdo 6,25; e teor de solidos soluveis
determinados por refratbmetro digital a 25°C, nos tempos de 0 a 96 horas,

totalizando 9 amostras.

Para a realizacdo do célculo do aumento proteico do residuo do caju foi
definido como a razao entre o valor proteico do residuo enriquecido (g) e o
valor proteico da caracterizagc&o do residuo do caju no instante inicial, conforme

Equacéao 1.

Aumento proteico = valor proteico do residuo enriquecido (1)
valor proteico do residuo no instante inicial
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3.6 Andlise estatistica
Os experimentos, referentes aos nove tempos diferentes, com duas
repeticdes cada, foram analisados através da comparagdo das médias pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Excel®.
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4 ANALISE E RESULTADOS DA PESQUISA

4.1 Caracterizacao inicial das amostras

A composi¢do quimica do residuo do caju depende de alguns fatores
como: variedade, origem, técnicas agricolas, clima, solo o grau de maturacdo
dos frutos e processo industrial. Os valores médios da caracterizacéo fisico-

quimica do residuo do caju sédo apresentados na Tabela 2.

Conforme apresentado na Tabela 2 determinou-se um valor de umidade
foi de 88,77%. Canuto et al. (2009) encontrou resultado semelhante (93,8%)
em seu estudo com polpa de caju. Ja Campos et al. (2005) encontrou resultado
inferior ao determinado neste estudo para o bagaco do pedunculo de caju
(70,98%).

Tabela 2 - Resultados da caracterizagéo fisico-quimica do residuo do caju (Média
desvio padréo)

Andlises Residuo de caju
(In natura)
Umidade (%) 88,77 + 0,37
Atividade de agua 0,95+0,01
Lipidios (%) 0,85+0,11

Sdlidos Soluveis Totais (°Brix) 4,07 +£0,12

indice de refracdo 1,3389 + 0,00
Cinzas totais (%) 0,49+ 0,01
Proteinas (%) 0,80 + 0,05
Carboidratos (%) 9,18 £ 0,47

Valor caldrico total (kcal) 47,55 + 1,02
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Os valores encontrados na analise de atividade de agua para o residuo
de caju in natura foi de 0,95 (Tabela 1). Moraes (2014) em seu estudo sobre
caracterizagdo fisico-quimica da polpa de caju in natura encontrou 0,98 de Aw.
Esse mesmo resultado Sancho et al. (2007) encontrou em sua pesquisa em
suco de caju. A atividade de agua esta relacionada a quantidade de agua livre
para o desenvolvimento do microrganismo, podendo influenciar na qualidade e

estabilidade durante o processamento, conservacao e armazenamento.

A quantidade de lipideos encontrada na amostra analisada in natura foi
de 0,85¢/100g. Os valores identificados neste estudo sao superiores aos
encontrados para a polpa de caju (0,109/100g) em estudo de Canuto et al.
(2009).

O teor de solidos soluveis totais apresenta correlacdo com teores de
acucares e 4acidos organicos, caracteristica de interesse para produtos
comercializados in natura, pois o mercado consumidor prefere frutos doces
(SILVA et al., 2002).

De acordo com a Tabela 1, ao analisar a quantidade de sélidos soluveis
totais no residuo de caju in natura foi encontrada 4,7 °Brix, referente ao teor de
acucares ou de carboidratos solGveis, quanto maior seu grau Brix maior sera
seu teor de acucar. Brandao et al. (2003) caracterizaram o pedunculo in natura
de caju e constataram que este possuia 9,8 °Brix. Ja Canuto et al. (2009)
encontrou 5,0 °Brix na polpa de caju analisada. Pinheiro (2006) ao analisar

sucos integrais de caju encontrou variacao de brix de 10,3 a 13 °Brix.

O valor de proteina do residuo do caju nesse estudo foi de 0,80%
(Tabela 1). Alcantara et al. (2007) em seu estudo com pedunculo de caju seco
encontrou valor de proteina bruta de 11,54%, resultado préximo do valor
observado por Santos et al. (2007) 10,10%. Entretanto, Matias et al. (2005)
relataram valor para o bagaco de 3,25%. Para o pedunculo fresco, Holanda et
al. (1998) observaram concentracdo de proteina bruta em torno de 6,58%
(ALCANTARA et al., 2007).

E importante destacar que, as variagdes nas caracteristicas quimicas,
fisicas, valor nutricional e a palatabilidade dos residuos gerados pelas

agroindustrias dependem de varios fatores, sendo 0s mais importantes: a
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variedade das frutas utilizadas, os métodos de processamento e o tempo de
armazenamento (LOUSADA et al., 2006).

Na Tabela 3 apresentam-se os resultados da andlise colorimétrica das

amostras.

Tabela 3 - Determinacgao colorimétrica do residuo do caju (Média + desvio padrao)

Amostras Parametros
L* ar b*
Amostra 1 57,46 + 0,08 2,42 + 0,04 26,38 £ 0,10

Os valores de L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e b*
(componente amarelo-azul) foram obtidos diretamente do colorimetro. L* varia
de 0 a 100, em que o valor O indica o preto (ou cor escura) e o 100, o branco
(cor clara). Os valores de Croma a (a*) oferece a tonalidade da amostra que
tende da cor verde (-a*) para a cor vermelha (+a*) e Croma b (b*) tonalidade

gue tende da cor azul (-b*) para a cor amarela (+b*) (CANUTO et al., 2009).

A luminosidade encontrada foi de 57,46 + 0,08 (Tabela 2), resultado
similar ao encontrado por Canuto et al. (2009), em seu estudo sobre
caracterizacdo fisico-quimica de polpas de frutos da Amazodnia, onde na

analise de cor da polpa de caju a luminosidade L foi igual a 57,6 + 0,5.

A cor em alimentos resulta da presenca de compostos coloridos ja
existentes no produto natural (pigmentos naturais), ou da adicdo de corantes
sintéticos (LOUSADA et al., 2006).

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores obtidos para a determinagao
de fibras das amostras estudadas. Os resultados obtidos de FDN (Fibra em
Detergente Neutro) foi de 49,23%, ja os valores de FDA (Fibra em Detergente
Acido) de 38,71. Os resultados ficaram abaixo comparando com estudos
realizados por Ferreira et al. (2004) que encontrou 76,7% de FDN e 46,6% de
FDA. Ja Ferreira et al. (2007) encontrou 72,2% de FDN e 56,5% de FDA. Pinho
(2009) encontrou no residuo umido de caju um percentual de 9,81% para FDN
e 584% para FDA. Essa diferenca pode ser devido aos diferentes

processamentos 0s quais o residuo do pedunculo de caju foi submetido.
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Lima et al. (2002) avaliaram fibra do bagaco de caju e obtiveram teor de
fibra alimentar de 61%, sendo que um alimento com teor de 2% a 3% ja pode
ser considerado uma boa fonte de fibra alimentar, para prevencdo doencas,

principalmente relacionadas ao trato gastrointestinal e ao coracao.

Tabela 4 - Determinacéo de fibras no residuo de caju (Média + desvio padréo)

Composicao Amostra 3
FDN (%) 49,23 + 053
FDA (%) 38,71+ 1,40
Celulose 14,64 + 1,16
Hemicelulose 10,19 + 1,39
Lignina 24,69 +£1,40

Diante dos resultados da caracterizacdo e devido ao fato dos residuos
agroindustriais do processamento da polpa de caju serem susceptiveis de
emprego como substrato para fermentacdo semissélida, sugere-se o

enriquecimento proteico através desse tipo de fermentacéo.

4.2 Enriquecimento proteico a partir da fermentacao semissolida

A Tabela 5 apresenta os resultados, nos diversos intervalos de tempo,
do comportamento do teor de solidos soluveis, pH e proteina nas
fermentacdes, com o residuo do caju, adicionado da levedura Candida
albicans. A maior producado de proteina com o uso de C.albicans foi ao tempo
de 48h, onde ndo apresentou diferenca significativa, quando comparada com a
amostra de 72h e 96h, pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5%.

A maior quantidade de proteina encontrada foi de 2,33% + 0,02 no
tempo de 48 horas na fermentacdo com Candida albicans. Considerando que
na caracterizacdo fisico-quimica do residuo de caju, a quantidade de proteina
desse residuo foi de 0,8% e utilizando a equacéo 1 para o céalculo do ganho
proteico entdo a producdo de proteina no fermentado com Candida albicans no

tempo de 48h foi de 2,9 vezes maior que o valor inicial do residuo in natura.
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Tabela 5 - Valores de Soélidos Sollveis Totais, pH e proteina nos fermentados com
residuo de caju e Candida albicans

Sélidos Solaveis
Tempo Totais (°Brix) pH Proteina
Oh 7,55b" 3,32d 1,93b
12h 9,05a 3,47cd 2,04ab
24h 8,00b 3,37d 1,91b
36h 6,20c 3,39cd 1,92b
48h 5,75¢c 3,46¢d 2,33a
60h 4,75d 3,65bc 1,94b
72h 4,45d 3,85b 2,13ab
84h 3,75e 3,90b 2,01b
96h 4,50d 4,20a 2,04ab

1 Valores seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

A Tabela 6 demonstra que a maior producédo de proteina com o uso de
Rhizopus microsporus foi ao tempo de 60h, onde ndo apresentou diferenca
significativa, quando comparada com a amostra de 72h, pelo teste de Tukey,

ao nivel de significancia de 5%.

Tabela 6 - Valores de Sélidos Soluveis Totais, pH e proteina nos fermentados com
residuo de caju e Rhizopus microsporus

Sélidos Sollveis
Tempo Totais (°Brix) pH Proteina
Oh 6,45a" 4,30bc 1,98d
12h 6,302 4,04de 2,06cd
24h 5,15b 3,90e 1,96d
36h 4,85b 4,17cd 2,01d
48h 4,35¢c 4,39ab 2,21bc
60h 4,25¢cd 4,46a 2,46a
72h 3,95de 4,21c 2,33ab
84h 3,65e 4,20cd 2,24bc
96h 3,70e 4,31abc 2,24b

1 Valores seguidos de mesma letra na coluna néao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

A maior quantidade de proteina encontrada foi de 2,46% + 0,02DP no
tempo de 60 horas na fermentacdo com Rhizopus microsporus. O ganho
proteico de acordo com calculo através da equacao 1, no tempo de 60 horas,
utilizando o Rhizopus microsporus foi 3,1 vezes maior que o valor inicial do
residuo in natura. Coelho et al. (2001) e Campos et al. (2005) ao fermentar o
bagaco de caju com Saccharomyces cerevisiae também encontrou um

aumento de proteina 3 vezes maior que a quantidade inicial.
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Um aumento proteico (até 13% vezes o valor inicial proteico) utilizando
Aspergillus niger e sulfato de amoénia no bagaco de caju por fermentacdo em
estado solido foi encontrado por Pontes (2009). Esse valor mais elevado pode
ser associado a adicdo de sulfato de aménio. O aumento proteico encontrado
no residuo do peddnculo de caju possibilita a utilizacdo em suplementos
proteicos.

A figura 8 e 9 demonstra a relacdo da variagdo do pH e dos sélidos
sollveis totais no curso das fermentagdes, onde pode-se verificar que ocorreu
variacdo do pH nos diferentes tempos. A elevacédo do pH, a partir de 24 horas
de fermentacéo, foi observada por Jay et al. (2005) na producdo de tempeh
com o fungo Rhizopus oligosporus e R.arrhizus (SUHET & FIOREZE, 2011). A
discreta elevacdo do pH pode estar relacionada com o consumo dos acidos

pelos microrganismos.
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Figura 8 - Caju fermentado com Candida albicans nos tempos de 0 a 96h
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Figura 9 - Caju fermentado com Rhizopus microsporus nos tempos de 0 a 96h

A gquantidade de solidos soluveis totais durante a fermentagéo revelou
decréscimo no teor de solidos soluveis totais no fermentado com Candida
albicans, indicando o consumo de carboidratos. A variacao do teor de sélidos
sollveis totais (°Brix) indica o consumo de acucares durante a fermentacéo
semissdlida. O grau Brix € um indicativo do teor de agucares no meio, sendo
que 1°Brix corresponde a aproximadamente 1% da massa em acucar.

No fermentado com R. microsporus, inicialmente ocorreu um leve
aumento seguido de decréscimo, seguido de um discreto aumento no tempo
final. Resultado similar foi encontrado por Silva et al. (2016) em seu estudo
sobre enriquecimento proteico no abacaxi verificou houve um declinio da taxa
de °Brix em relac&o ao valor inicial, em seguida um aumento, e novamente um
declinio foi observado, esse fato é associado provavelmente devido a presenca
da levedura no meio, que levou ao consumo de carboidratos durante a

fermentacao.

A quantidade de &gua no meio fermentativo semissoélido é um fator
limitante e afeta diretamente as necessidades do microrganismo, além do tipo
de produto final (ALCANTARA et al., 2007).

As relacdes de atividade de agua na fermentacéo em estado semissolido
devem ser avaliadas criticamente, pois a Aw do substrato tem influéncia
determinante na atividade microbiana. Em geral, o tipo de microrganismo que

pode crescer em fermentacdo em estado semissolido € determinado pela Aw.
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O controle deste parametro pode ser utilizado para modificar a producao

metabdlica ou a excre¢do de um microrganismo (PANDEY, 2003).

O uso de Rhizopus em fermentacdes de alimentos requer um cuidado
diferenciado com fungos, que podem ser potencialmente prejudiciais. Os
esporangiosporos (esporos), por exemplo, sdo transportados no ar e a
contaminagao poderia assim, ocorrer facilmente, tornando a garantia de
qualidade importante (JENNESSEN et al., 2008).

Um dos fatores que podem ter influenciado o resultado do estudo foi a
granulometria do residuo de caju, pois foi utilizado da forma proveniente da
fabrica de polpa de frutas, ou seja, sua granulometria ndo foi alterada. Segundo
Alcantara et al. (2007) o tamanho médio das particulas de residuo no meio
fermentativo deve ser obtido de forma que ndo se tenha nem particulas
grandes, nem particulas pequenas, pois as particulas com tamanho menor
promovem uma maior transformacdo devido a maior area superficial e as
particulas maiores promovem mais espacos interparticulas, diminuindo o

rendimento da absorcéo dos nutrientes pelos microrganismos.

Vale ressaltar que a escolha do uso do residuo in natura se deu pelo fato
de que processos tecnoldgicos sofisticados para producdo de proteina
microbiana podem n&o ser comercialmente atrativos, especialmente em

regides mais carentes, devido ao desenvolvimento econémico da regido.

A fermentacéo do residuo do caju utilizando o Rhizopus microsporus ou
Candida albicans pode permitir a sua melhor conservacdo aumentando o
tempo de vida desse residuo, e por outro lado pode permitir obter novos
produtos com propriedades nutricionais e sensoriais diferentes das

caracteristicas do residuo in natura.
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5 PROSPECCAO TECNOLOGICA SOBRE PROTEINA
MICROBIANA SOB O ENFOQUE EM DOCUMENTOS DE
PATENTES

5.1. Introducgao

Atualmente, os consumidores estdo mudando os seus habitos
alimentares, e entre as novas demandas ha um interesse por produtos
saudaveis, sustentaveis e confiaveis. O desenvolvimento de produtos com
alegacdo funcional oportuniza as industrias melhorarem ou desenvolverem
novos produtos, além de agregar valor ao produto e trazer inovacdo e
diferencial tecnoldgico, proporcionando bem-estar ao consumidor.

Uma alimentacdo saudavel associada a outros habitos saudaveis esta
diretamente ligada a promoc¢édo da saude e aumento da qualidade de vida. A
qualidade dos produtos alimenticios e a sua influéncia sobre a nutricdo e a
saude humana vém apresentando destaque nos meios cientificos. A
preocupacado se deve ao numero de produtos alimenticios existentes e a uma
tendéncia de se ingerir produtos naturais (MOREIRA et al., 1999; BOSQUESI
et al., 2016).

Pesquisas indicam que consumidores tém procurado por uma
alimentacdo mais saudavel e de qualidade, isto tém sido evidenciado por um
significativo aumento na demanda por alimentos nutritivos e seguros. A
ingestdo de alimentos balanceados é a maneira correta de evitar ou mesmo
corrigir problemas de saude, como: obesidade, diabetes, desnutricao,
cardiopatias, entre outros que tém origem, em grande parte, nos erros
alimentares (POZZO, 2012; GUYTOSKY, 2006).

A prospeccdo tecnolégica serve como um meio sistematico de
mapeamento cientifico e tecnoldgico capazes de influenciar de forma
significativa uma industria, a economia ou a sociedade como um todo
(MAYERHOFF, 2008).

Dados como publicacdes bibliométricas e patentes sdo comumente
utilizados para avaliar o cenario cientifico e tecnolégico mundial, assim como

classificar empresas que fazem uso de PD&l. De acordo com o Manual de
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Frascatti (OECD, 2005), as patentes representam em maior medida o produto
da investigacdo tecnologica e empresarial, uma vez que protegem 0S
conhecimentos com potencial de interesse econdmico. Com relacdo a
publicacdo de artigos cientificos, representa maior aproximacao entre o produto
e a pesquisa académica (HAYASHI et al., 2006; BORGES et al., 2010;
MACHADO et al., 2016).

Existem alguns estudos sobre prospecgdo tecnolégica no Brasil
baseados em publicagcdes de patentes. Reis et al. (2011) em seu estudo
objetivou mapear as pesquisas desenvolvidas com filmes incorporados de
glicerol como plastificante em uma matriz biodegradavel, obtida a partir de
amido, e que tenham propriedades funcionais. Machado et al. (2012) realizou
estudo prospectivo da prépolis e tecnologias correlatas sob o enfoque em
documentos de patentes depositados no Brasil.

Machado et al. (2012) em seu estudo sobre o mapeamento tecnoldgico
da goma xantana detectou que o Brasil ainda possui poucas patentes na area,
sendo necessarios mais incentivos que visem aumentar o cenario inovativo do
pais.

O desenvolvimento de produtos com alegacdo funcional oportuniza as
industrias melhorarem ou desenvolverem novos produtos, além de agregar
valor ao produto e trazer inovacdo e diferencial tecnolégico, proporcionando o
bem-estar ao consumidor.

Dentro desse contexto, esse trabalho teve como objetivo realizar um
estudo de prospeccéao tecnolégica relacionado ao desenvolvimento e obtencdo
de proteina microbiana a partir de diferentes fontes, através da analise de

documentos de patentes depositados em todo o mundo.

5.2. Metodologia

Para a pesquisa da tecnologia de interesse, protegida ou descrita em
documentos de patentes, foi elaborada uma estratégia de busca utilizando a
opgcao Smart Search-Topic da ferramenta Thomson Innovation© que definiu
como as palavras-chaves utilizadas para a busca os seguintes termos: "SOLID
FERMENTATION", "MICROSPORUS", "RHIZOPUS", "CASHEW", "PROTEIN",
"UNICELLULAR", "CANDIDA ALBICANS", "RESIDUE", "SEMI SOLID",
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"INDUSTRIALIZATION?", visto que estas palavras poderiam representar a forma
como o desenvolvimento e obtencdo de proteina unicelular poderiam ser
encontrados nos documentos de patentes.

A base de patentes em questdo compila o acervo de patentes
depositados em todo o mundo. O levantamento foi realizado a partir da
pesquisa dos termos selecionados no titulo e resumo dos documentos de
patentes. A obtencdo dos graficos foi realizada pela plataforma Thomson
Innovation© - THOMSON REUTRS (USA) do SENAI CIMATEC que possui
licenca para a utilizacdo. A pesquisa foi realizada em abril de 2017. Destaca-se
que o termo documentos de patentes envolve as patentes depositadas,
expiradas ou concedidas.

5.3. Resultados

Foi identificado um registro de 1.000 documentos principais encontrados
em um universo de 106.647.583 documentos pesquisados. Os documentos em
guestao estavam distribuidos em 330 familias de interesse. Considera-se uma
familia de patentes o conjunto de documentos de patente publicados em
diferentes paises relacionados com uma mesma invencgdo, dessa forma, 0s
documentos duplicados nédo foram considerados.

Com os dados do levantamento na base de patentes da tecnologia de
interesse, foi possivel identificar a evolugdo anual do depdsito de patentes, 0s
principais paises depositantes, bem como, as principais empresas e
pesquisadores depositantes da tecnologia pesquisada, além da distribuicdo das
principais areas de aplicacdo de acordo com a classificacdo internacional de
patentes.

De acordo com a evolugdo anual do depdésito de patentes da tecnologia
pesquisada, pode-se observar um aumento consideravel do numero de
patentes a partir de 2002 (Figura 10), chegando a 158 patentes no ano de
2015. O ano de 2017 se apresenta com poucas patentes, provavelmente pelos
dados terem sido coletados em abril do ano corrente e também devido ao
periodo de sigilo das patentes (18 meses).

O crescimento de registros de patentes pode estar associado ao

aumento da conscientizagdo ambiental visando minimizar residuos solidos de
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agroindustrias, além de agregar qualidade nutricional ao produto final visto que
os residuos podem ser fontes de nutrientes e servir de ingredientes na
fabricacdo de novos produtos.

Coelho et al. (2016) em estudo prospectivo, nos Bancos de dados do
Europen Pantent Office (EPO) no Espacenet®, e no Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI), avaliando a utilizacdo do fruto e casca do
maracuja concluiram que o reaproveitamento do residuo do maracuja é uma
alternativa para explorar o seu alto valor nutricional e para a obtencédo de
produtos inovadores de alto potencial de mercado, onde o maior destino
industrial para aproveitamento das cascas de maracuja tem sido em produtos
alimenticios (68%).

No estudo sobre prospeccao tecnologica de alimento em forma de
barras de cereais utilizando residuos, Uchoa & Caminha (2015) encontrou um
registro de patente sobre a utilizacdo de residuos da industria de polpa de
manga na composicao da barra de cereal e foi depositada pela Universidade
Estadual de Maringa, Brasil.
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Figura 10 - Evolucd@o anual do depdsito de patentes da tecnologia pesquisada entre os
anos de 1992 e 2017.

Fonte: Thomson Innovation©

A utilizacdo de residuos agroindustriais para enriquecimento proteico é
percebida por diversos autores aravés de pesquisas em artigos cientificos
sobre a utilizacédo do residuo de caju. Monteiro et al. (2015) avaliou a cinética
do enriquecimento de proteinas por Saccharomyces cerevisiae, de misturas
constituidas de residuo de caju, abacaxi e maracuja em camara com condi¢des

controladas de umidade relativa do ar (UR). Campos et al. (2005) estudaram o
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enriquecimento proteico utilizando apenas o bagaco do pedunculo do caju por
fermentacdo semissolida.

Ja Lima et al. (2015) estudaram a pré-hidrolise e hidrdlise acida do
bagaco do pedunculo do caju e a remoc¢do dos compostos toxicos do licor
hidrolisado usando a lignina residual como adsorvente e fermentacéo alcodlica
dos licores para a producéo de bioetanol de segunda geracéo.

Em relacdo aos principais paises depositantes, os Estados Unidos se
destaca por ser o principal detentor dos documentos de patentes acerca do
desenvolvimento e obtencéo de proteina unicelular (Figura 11). O Brasil possui
apenas uma patente depositada no periodo pesquisado, esse resultado pode
estar associado a pouco incentivo no desenvolvimento de novas tecnologias e
a promocao de inovacdo no mercado brasileiro.

Os Estados Unidos também se destaca em outras areas do
conhecimento como maior detentor de patentes, a exemplo: do processo para
obtencdo de nanocristais, principais fontes e aplicacdo dos mesmos em filmes
biodegradaveis (COSTA et al., 2016); na area de producao, caracterizacao e
aplicagbes da goma xantana (MACHADO et al., 2012); e, se destaca, ainda,
acerca dos filmes biodegradaveis plastificados por glicerol e com propriedades
especificas (REIS et al., 2011).

Ainda de acordo com a Figura 11, os paises asiaticos encontram-se
como o segundo detentor de patentes acerca do assunto pesquisado. Fato
justificavel, pois em sua cultura existe o habito de consumir alimentos
fermentados a partir do uso de fungos filamentosos, a exemplo do tempeh,

misso, sake ou a combucha.
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Top Country Code @ United States (767}
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Brazil (1)
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Figura 11 - Depésitos de patentes relacionadas a proteina microbiana por pais de
origem/regidao dos depositantes entre 1992 e 2017 (WO = PCT: Patent Cooperation
Treaty; EP: Organizacdo Europeia de Patentes).

Fonte: Thomson Innovation©

Dentre os principais depositantes de patentes na tecnologia pesquisada
encontram-se empresas de desenvolvimentos de ingredientes para alimentos e
de solucdes tecnolégicas e biotecnologia (Figura 12), tendo destaque em
numero de patentes as empresas Novoenzymes®, as quais possuem dominio
sobre o mercado mundial de enzimas, e 0s principais inventores encontram-se
ligados a essas empresas (Figura 13).
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Figura 12 - Depésitos de patentes relacionadas a proteina microbiana relacionados aos
principais depositantes.

Fonte: Thomson Innovation©
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Figura 13 - Depésitos de patentes relacionadas a proteina microbiana relacionados aos
principais inventores.

Fonte: Thomson Innovation©

Notou-se que a IPC mais empregada nos documentos de patentes foi 0
C12N e C12P (Figura 14), a qual esta dividida em diferentes subgrupos de
acordo com a IPC correspondente. Vale salientar que um unico documento

pode ser classificado em diferentes categorias, incluindo classes, subclasses e

subgrupos distintos.
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Figura 14 - Distribuicdo dos principais cédigos de classificacdo internacional de
patentes (IPC) identificados nos documentos sobre proteina microbiana.

Fonte: Thomson Innovation©

De acordo com a Tabela 7, o cédigo C12N refere-se a microrganismos
Oou enzimas e suas composi¢cdes, ja o coédigo C12P a processos de
fermentacdo ou processos que utilizem enzimas para sSintetizar uma
composi¢cdo ou composto quimico desejado ou para separar isbmeros opticos

de uma mistura racémica.
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Tabela 7 — Descricdo dos cédigos da Classificagao Internacional de Patentes — IPC

IPC

Descricdo da Classificac8o Internacional de Patentes — IPC

C12N

MICRO-ORGANISMOS OU ENZIMAS; SUAS COMPOSICOES (biocidas, repelentes
ou atrativos de pestes, ou reguladores do crescimento de plantas contendo micro-
organismos, virus, fungos microbianos, enzimas, fermentados, ou substancias
produzidas por, ou extraidas de, micro-organismos ou material animalAO1N 63/00;
preparado medicinaisA61K; fertilizantesCO5F); PROPAGACAO, CONSERVACAO,
OU MANUTENCAO DE MICRO-ORGANISMOS; ENGENHARIA GENETICA OU DE
MUTACOES; MEIOS DE CULTURA (meios de ensaio microbiol6gicoC12Q 1/00)

C1z2p

PROCESSOS DE FERMENTACAO OU PROCESSOS QUE UTILIZEM ENZIMAS
PARA SINTETIZAR UMA COMPOSIGAO OU COMPOSTO QUIMICO DESEJADO
OU PARA SEPARAR ISOMEROS OPTICOS DE UMA MISTURA RACEMICA [3]

CO7H

ACUCARES; SEUS DERIVADOS; NUCLEOSIDEOS; NUCLEOTIDEOS; ACIDOS
NUCLEICOS (derivados dos &cidos aldbnicos ou sacaricosC07C,C07D; acidos
alddnicos, é&cidos sacéaricosCO7C 59/105,C07C 59/285; cianidrinasC07C 255/16;
glicaisC07D; compostos de constituicdo desconhecidaC0O7G; polissacarideos, seus
derivadosC08B; DNA ou RNA concernentes a engenharia genética, vetores, p. ex.
plasmideos ou seu isolamento, prepara¢do ou purificacgdoC12N 15/00; industria do
acucarC13).

C11D

COMPOSICOES DE DETERGENTES; USO DE SNUBSTANCIA~S ISOLADAS
COMO DETERGENTES; SABAO OU FABRICACAO DO SABAO; SABOES DE
RESINA; RECUPERACAO DO GLICEROL

Fonte: Publicagéo Oficial Classificagdo Internacional de Patentes (IPC) - INPI


http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C07C
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C07D
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C07C0059105000
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C07C0059285000
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C07C0255160000
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C07D
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C07G
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C08B
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C12N0015000000
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub?version=20160101&lang=br&symbol=C13
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub/glossary?version=20160101&lang=br&symbol=C11D&term=DETERGENT
http://ipc.inpi.gov.br/ipcpub/glossary?version=20160101&lang=br&symbol=C11D&term=DETERGENT
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Conclusodes

O residuo de caju in natura possuia umidade de 88,77% + 0,37DP;
atividade de agua de 0,95 + 0,01DP; lipidios de 0,85 + 0,11 DP; proteina de
0,80 + 0,05 DP e sdlidos soluveis totais de 4,07°Brix £ 0,12DP.

Nas condi¢cbes que a fermentacéo foi conduzida, neste estudo, maiores
quantidades de proteina bruta no residuo da industrializacdo do caju foram
obtidas utilizando 10° de esporos/ml de C.albicans, considerando pH de 3,46, o
tempo de fermentacdo foi de 48 horas, com producdo de proteina bruta de
2,33%, aumentando em 2,9 vezes seu conteldo e para R.microsporus a
producdo de proteina bruta foi de 2,46%, aumentando em 3,1 vezes seu
conteudo.

A partir do mapeamento tecnoldgico realizado neste estudo, percebe-se
que o desenvolvimento e obtencdo de proteina unicelular sdo estudados ha
algumas décadas e tem registros crescentes de patentes. Os Estados Unidos
possui mais patentes do que os demais paises, onde algumas empresas na
area de biotecnologia e desenvolvimento de ingredientes para alimentos se

destacam no registro de patentes.

6.2. Atividades Futuras de Pesquisa

Recomenda-se como atividades futuras realizar:

e Estudos de otimizac&o do processo de enriquecimento proteico de
a partir de residuos de caju;

e Pesquisa visando realizar o escalonamento do processo
otimizado para escala piloto e posteriormente, para escala

industrial e,

e Estudos sobre a insercdo da proteina microbiana fabricada a

partir de residuos agroindustriais em produtos, tendo em vista que
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a formulacdo de barra nutricional proteica utilizando a proteina
microbiana € uma op¢do para 0 aumento da demanda de
producgéo de alimentos com potencial de alimento funcional. Essa
barra pode possuir vantagens de ser pratica de transportar e
armazenar, além de ser uma opcdo de lanche util e rapido,

necessitando de estudos futuros.
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