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GLOSSARIO

Biomassa - quantidade de matéria viva, presente em determinado habitat,
comumente expressa como peso de organismos por unidade de area do habitat, ou
como volume ou peso de organismos por unidade de volume do habitat.
Carbonatacéo — dissolucdo de CO, na cerveja afim de se obter espuma.
Fermentacdo - reacdo espontanea de um corpo organico pela presenca de um
fermento que o decompde.

Flavour — combinacgao de sabor e odor.

Malte — produto da malteac&o; grao germinado a ser utilizado na fermentacéo.
Mosto — mistura agucarada destinada a fermentacé&o alcodlica.

Residuo — produtos remanescentes ou que restam ao fim de um processo.
Sapréfito — organismo que obtém nutrientes de matéria organica em decomposicao.
Substrato — meio nutriente para o desenvolvimento de um organismo.

Trub — residuo denso presente no mosto de fermentacao da cerveja.
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RESUMO

O Brasil produz cerca de 2,5 milhdes de toneladas/ano de residuos Umidos (bagaco
de malte e levedura residual) oriundos de cervejarias. A levedura residual de
cervejaria possui cerca de 70-80% de umidade, 45-50% de proteinas totais e 10-
20% de nitrogénio soluvel, sendo uma possivel fonte de compostos nitrogenados. O
objetivo deste trabalho foi processar o residuo de levedura cervejeira visando seu
aproveitamento como fonte nutricional para crescimento do microrganismo Bacillus
sp. em fermentacdo submersa. O residuo Umido de cervejaria foi recuperado,
desamargado, autolisado, fracionado e seu extrato bruto foi purificado. O residuo foi
caracterizado quanto ao pH, composicdo de nitrogénio e proteina total. Apds
preparacdo do residuo, este foi acrescentado em meios de cultura. Neste
experimento, foi realizada fermentacdo submersa com trés grupos diferindo na fonte
de nitrogénio: Grupo A (extrato de levedura comercial), Grupo B (extrato de levedura
cervejeira + amonio) e Grupo C (extrato de levedura cervejeira). As amostras foram
avaliadas quanto o pH, peso seco e consumo de substrato. Foram calculados o

Mmaximo, Px € Yys. O extrato de levedura cervejeira apresentou em sua caracterizagéo
4,5% de nitrogénio total e 39% de proteina total, com pH de 6,41. Durante a
fermentacédo houve diminuicdo do pH para os Grupos A e B. O Grupo C preservou o
pH entre 6,6 e 6,8. Analisando-se os parametros, o Grupo A apresentou maior valor
para 0 Pmaximo € 0S Grupos B e C, mesmo utilizando um residuo, apresentaram o Y s
semelhantes aos do controle. Os Grupos B e C apresentaram Py superiores ao
Grupo A. Esses resultados evidenciam que o uso de levedura cervejeira tem
potencialidade como fonte de nitrogénio organico no processo de fermentacéo

submersa por Bacillus sp.

Palavras-chave: Levedo de cerveja. Residuo de cervejaria. Fermentacdo submersa.

Fonte alternativa de nitrogénio. Extrato de levedura.



ABSTRACT

Brazil produces about 2.5 million tons / year of wet waste from breweries. Brewer's
yeast residue has about 70-80% moisture, 45-50% total protein and 10-20% soluble
nitrogen, being a possible source of nitrogen compounds. The objective of this work
was to process the brewer's yeast residue to be used as a nutritional source for the
growth of the Bacillus sp. in submerged fermentation. The wet brewery residue was
recovered, autolysed, fractionated and its crude extract purified. The residue was
characterized in terms of pH, nitrogen composition and total protein. After preparation
of the residue, it was added in culture media. In this experiment, submerged
fermentation was carried out with three groups differing in the nitrogen source: Group
A (commercial yeast extract), Group B (brewer's yeast extract + ammonium) and
Group C (brewer's yeast extract). Samples were evaluated for pH, biomass and

substrate consumption. Were calculated PUmax, Px € Yys. The yeast extract presented

in its characterization 4.5% of total nitrogen and 39% of total protein, with pH of 6.41.
During fermentation there was a decrease in pH for Groups A and B, Group C
preserved pH between 6.6 and 6.8. Analyzing the parameters, Group A presented
higher value for pmax and Groups B and C, even using a residue, presented the Y s
similar to those of the control. Groups B and C presented Py higher than Group A.
These results show that the use of brewer's yeast has potential as a source of
organic nitrogen in the fermentation process submerged by Bacillus sp.

Keywords: Brewer's yeast. Brewery waste. Submerged fermentation. Alternative

source of nitrogen. Yeast extract.
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1 INTRODUCAO

A cerveja é uma bebida de ampla producédo e consumo no mundo, conhecida
desde os tempos remotos em diversos paises. Na antiguidade, difundiu-se entre os
povos da Suméria, Babilénia e Egito. A bebida chegou ao Brasil, trazida pela familia
real Portuguesa em 1808. Atualmente, se comparado a paises como a Alemanha e
Republica Tcheca, o Brasil apresenta baixo consumo per capita. Entretanto, este
consumo vem aumentando ao longo dos anos (MEGA, NEVES e ANDRADE, 2011).

De acordo com o Sindicato Nacional da Industria de Cerveja, o Brasil esta
ocupando no ranking global o terceiro lugar de producédo desta bebida, com mais de
10 bilhdes de litros/ano, perdendo apenas para China, Estados Unidos e Alemanha
(CERVBRASIL, 2014). Segundo Matos (2011), o processo industrial de cerveja
consiste em trés etapas: preparo do mosto, que inclui moagem do malte, mosturacéo,
filtracdo, fervura e clarificacdo, processo fermentativo e 0 acabamento da cerveja, o
gual consiste em filtracdo, carbonata¢céo, modificagcdes no aroma, sabor e cor. No final
do processo, além da cerveja, obtém-se o residuo Umido cervejeiro, composto sélido
da matéria prima usada na fermentacéo e a levedura que cresceu no meio (SANTOS
& RIBEIRO, 2005). O Brasil produz cerca de 2,5 milhdes de toneladas/ano de
residuos oriundos de cervejarias (STEFANELLO et al.,, 2014). O descarte desses
residuos no meio ambiente resulta em uma série de transtornos para o ecossistema,
devido a sua rica composi¢cdo em matéria organica (MATHIAS, MELLO e SERVULO,
2014).

O residuo umido cervejeiro € um subproduto do processamento de cerveja,
geralmente, destinado para o0 uso em racdo animal, ou até mesmo descartado
diretamente ao solo ou em aterros sanitarios. Todavia, devido as caracteristicas de
sua composicdo, apresenta significativo potencial para aplicacgdo em bioprocessos
(MATHIAS, MELLO e SERVULO, 2014). Atualmente, ha uma crescente pressao pela
reducdo dos subprodutos/residuos de origem industrial, buscando-se novas
alternativas para seu uso, visto que certos residuos intrinsecos a producéo de cerveja
dificilmente tém reducéo de sua quantidade gerada, como o bagaco de malte, o trub
(particulas densas sedimentadas no mosto cervejeiro) e a levedura residual
cervejeira, onde o volume produzido ndo apresenta sazonalidade (BROCHIER e
CARVALHO, 2009).
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A levedura cervejeira € 0 microrganismo responsavel pela conversdo do
mosto em cerveja. Durante o processo fermentativo, a massa da levedura tende a
triplicar ou quintuplicar no biorreator (BRIGGS et al., 2004), promovendo a
degradagdo dos aclUcares do mosto e formacdo de etanol. Quando o processo
fermentativo é encerrado, segue-se um periodo de repouso a baixas temperaturas, na
qual ocorre a precipitacdo da biomassa celular. Esta biomassa é descartada na
industria quando ndo consegue ser reutilizada em novos ciclos fermentativos
(MATHIAS, MELLO e SERVULO, 2014).

A levedura residual de cervejaria € a matéria organica que possui em sua
composicdo de 70-80% de umidade, 45-50% de proteinas totais e 10-20% de
nitrogénio soltvel (MATHIAS, MELLO e SERVULO, 2014; CABALLERO-CORDOBA e
SGARBIERI, 2000), sendo uma possivel fonte de compostos nitrogenados.

Os residuos industriais vém sendo utilizados em processos biotecnoldgicos
de diversas formas. Os trabalhos mais abordados visam o uso de residuos soélido do
processamento rico em matéria organica, visando sua utilizacdo como substrato
(fonte de carbono) tanto em processos fermentativos em estado sélido quanto em
submerso. Um exemplo desta aplicacdo de residuos em processos fermentativos é a
utilizacdo do bagaco da cana-de-acucar, que ao longo dos anos vem sendo explorado
como substrato em meios de cultivo de microrganismos para geracdo de produtos
industriais com valor agregado, como enzimas, antibioticos, massa proteica e
biossurfactantes (MONTEIRO et al., 1991; BARRIOS-GONZALEZ et al., 1988).

Mediante o exposto, o0 objetivo deste trabalho foi preparar a levedura residual
do processamento de cerveja artesanal, a fim de proporcionar a sua utilizacdo como

fonte de nitrogénio adequada para o cultivo de Bacillus sp.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Processar o residuo de levedura cervejeira visando seu reaproveitamento

como fonte nutricional para crescimento do microrganismo Bacillus sp.;
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2.2 Objetivos especificos

Realizar o processamento do residuo de levedura cervejeira por autolise;
Utilizar o residuo processado de levedura cervejeira na composi¢do do meio
de cultura para o desenvolvimento do microrganismo Bacillus sp;

Determinar a biomassa obtida do Bacillus sp. através de métodos
gravimétricos e épticos nos dois sistemas propostos;

Determinar os parametros cinéticos (Mmaximo, fator de conversdo de substrato

em células e produtividade em células) do cultivo da linhagem de Bacillus sp.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Processo fermentativo submerso

Processo fermentativo pode ser definido como um conjunto de etapas, onde o
meio de cultura esterilizado é preparado com o objetivo de fornecer ao microrganismo
0S nutrientes necessarios para seu desenvolvimento. O processo de fermentacao é
controlado (pH, temperatura, agitacdo, concentracdo de nutrientes, entre outros
limitantes) de modo a manter favoravel esse crescimento e formacdo do produto
desejado. Por ultimo, completado o processo, o caldo fermentado passa pelos
tratamentos finais, visando a separacao dos produtos e subprodutos (BORZANI et al.,
2008).

Segundo Alonso (2001), o processo fermentativo submerso tem como
caracteristica a utilizacdo de meio de cultura liquido, onde os nutrientes propicios para
o desenvolvimento do microrganismo se encontram sollveis. Este processo
apresenta facilidade de cultivo em grande escala, garantindo homogeneidade do meio
e facilidade de controle de parametros do processo (COUTO & SANROMAN, 2006).
Entretanto, Alonso (2001) cita que existe maior probabilidade de contaminacao, além
dos produtos extracelulares se encontrarem diluidos no meio, necessitando de etapas

de purificagcdo mais laboriosas.
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3.1.2 Microrganismos utilizados na fermentacédo submersa

3.1.2.1 Bacillus sp.

As espécies do género Bacillus sdo bastonetes com extremidades retas ou
arredondadas, de tamanhos variaveis, espiralados, Gram positivos ou Gram
negativos. Sao geralmente saproéfitos e ndo patogénicos para os animais (HOLT et al.,
1994). A classificacdo taxondmica do Bacillus sp. esta apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo taxonémica do Bacillus sp.

‘ CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Reino Bacteria
Sub-reino Posibacteria
Filo Firmicutes
Classe Bacilli
Ordem Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Espécie Bacillus sp.

3.2 Meio de cultura

Nas condicfes artificiais de laboratério o crescimento de microrganismos é
conseguido pela semeadura dos mesmos em meios de cultura, cuja composicao deve
atender as necessidades nutritivas de cada espécie. Devem ser considerados 0s
nutrientes responséaveis pelo crescimento celular.

As fontes de carbono e nitrogénio séo fatores limitantes no cultivo de
microrganismos. O modo de aplicacdo e selecdo de fontes de carbono sdo um dos
fatores criticos dos processos fermentativos, pois muitos compostos, especialmente

acucares, podem causar intensa repressao catabolica da sintese de varias enzimas,
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além da reducéo na velocidade de crescimento de determinados organismos (PINTO,
2008).

Os processos biotecnoldgicos sdo geralmente mais dispendiosos que o0s
processos quimicos convencionais, pois demanda matéria prima mais cara para a
composicdo dos meios de cultura como aminoacidos, vitaminas e carboidratos. A
composicdo de meio que atendam as necessidades nutricionais do microrganismo
utilizado torna o processo mais caro. Contudo, a utilizacdo de meios alternativos que
atendam a suplementacdo nutricional e econdémica pode tornar o processo de
obtencdo de bioprodutos mais competitivo no mercado industrial. Para tanto, os
subprodutos/residuos de processamento industrial com alto valor nutricional sdo uma
alternativa barata e ecologicamente correta para serem utilizados nos processos

biotecnolégicos.

3.2.1 Fontes de carbono e nitrogénio

A maioria das bactérias é heterotrofica, exigindo fontes organicas de carbono
para promover as reacdes bioquimicas do seu metabolismo originando produtos de
interesse industrial. Das fontes de carbono, a mais comum sdo os carboidratos,
particularmente a D-Glicose, embora outras fontes como 0s aminoacidos, acidos
monocarboxilicos, lipidios e até mesmo alcoois também podem ser utilizados como
substrato (BORZANI et al., 2008).

O crescimento celular e o acumulo de produtos metabdlicos sdo fortemente
influenciados pelos constituintes do meio como, por exemplo, a fonte de carbono e
nitrogénio (PINTO, 2008). As fontes de carbono do meio podem influenciar a sintese
de diversos metabdlitos de interesse, como o0s biossurfactantes, antibidticos e
complexos enzimaticos, por exemplo (PINTO, 2008).

No meio de cultura deve possuir também concentracdes necessarias de
fontes de nitrogénio. H& necessidade da presenca de nitrogénio no crescimento da
biomassa fermentativa (PINTO, 2008). Nos estudos de Igcgen et al. (2002), eles
relatam sobre a influéncia de diferentes fontes de nitrogénio em meio de cultura de
Bacillus thuringiensis, que o crescimento e formacdo de produto do cultivo deste

Bacillus € influenciada pela fonte de nitrogénio, seja ela organica ou inorganica.
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Dependendo da quantidade de nitrogénio fornecida ao meio de cultura a
biomassa bacteriana aumentara ou diminuira. Em meios de cultura para crescimento
de B. thuringiensis var. israelenses, o meio de cultura industrial é rico em proteinas,
tanto de origem animal quanto vegetal, afim de fornecer uma fonte rica em nitrogénio
e de baixo custo, como € o caso do uso de extratos de soja, licor de milho,
hidrolisados de caseina (PRABAKARAN e HOLTI, 2008).

Ainda, estudos bioquimicos mostram que a composi¢cao do substrato, fonte de
nitrogénio esté relacionada particularmente com a diferenciagdo e esporulacdo das
células na fase vegetativa de crescimento (ANDERSON e JAYRAMAN, 2003).

3.3 Crescimento microbiano

Considera-se como crescimento em sistemas biolégicos, o aumento de
massa resultando de um acréscimo ordenado de todos os componentes do
protoplasma. Assim, os aumentos de tamanho em decorréncia de fendmenos como
absorcdo de 4gua ou acumulo de material de reserva ndo podem ser considerados
como crescimento (BORZANI et al., 2008).

Ainda, o crescimento microbiano pode ser avaliado pelo aumento da massa
celular ou pelo numero de células, e é o resultado de uma série de eventos altamente
coordenados e enzimaticamente catalisados. A expressdo maxima do crescimento
microbiano € dependente do transporte dos necessarios nutrientes, fontes de
carbono, nitrogénio, vitaminas e sais minerais, que se transferem as células e das
condicbes ambientais do sistema de producdo, como temperatura e pH, que devem
ser mantidos em seus valores 6timos durante a fermentacdo (FALANGHE et al.,
1975).

Quando o microrganismo é inoculado no meio de cultura favoravel ao seu
crescimento, observa-se um comportamento caracteristico de concentracédo celular,
gue pode ser dividido em fases (HISS, 2001):

e Fase 1: laténcia, que segue imediatamente a inoculagdo do meio de cultura
com o microrganismo de interesse. Este é um periodo de adaptacédo, durante o
gual a célula sintetiza enzimas necessarias ao seu crescimento. Nesta fase
n&o héa reproducdo celular. E apenas uma fase adaptativa;

e Fase 2: transi¢do, onde se observa o inicio gradual da reproducéo microbiana;
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e Fase 3: logaritmica ou exponencial, em que a velocidade de crescimento é
maxima,

e Fase 4: linear de crescimento, com velocidade de reproducéo constante;

e Fase 5: desaceleracao, devido ao esgotamento dos nutrientes do meio de
cultura e ao acumulo de inibidores, em que a velocidade de crescimento
diminui até se anular;

e Fase 6: Os nutrientes estdo ficando escassos e 0s produtos toxicos estdo se
tornando mais abundantes no meio. Nesta etapa, ndo ha crescimento da
populacdo, onde o numero de células que se dividem € igual ao niumero de
células que morrem;

e Fase 7: declinio ou lise. A velocidade de morte é maior que a velocidade de

producao de novas células.

Na figura 1 é apresentado o gréfico referente a curva de crescimento

microbiano em um processo fermentativo caracteristico.

Figura 1. Curva de crescimento microbiano em cultivo descontinuo, representada em
ordenadas lineares (A) e semilogaritmica (B). (Fonte: HISS, 2001)
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Além da analise da evolucdo dos valores de concentracdo da biomassa
microbiana, tem-se a mudanca nas concentracdes de outros componentes
importantes do processo fermentativo, como os nutrientes do meio de cultura, o
substrato (S), e os produtos oriundos da fermentacdo, os metabdlitos principais (P).
Todos esses componentes do sistema sédo avaliados tendo como parametro o tempo
de cultivo (HISS, 2001).

Como apresentado na figura 1, conforme ocorre o aumento da biomassa
microbiana (X), o substrato tende a diminuir sua concentracdo (S), devido ao
consumo e metabolismo dos microrganismos. Ainda, em processos fermentativos que
visam a obtenc&o de um produto final, € observado o aumento das concentra¢cées do
metabolito de interesse (P) conforme a concentracao celular e tempo de fermentacao

(Figura 2).

Figura 2. Curvas de ajuste de resultados de uma experiéncia idealizada de
fermentacdo. X, P e S s&o as concentragcdes do microrganismos, produto e substrato
residual no meio, respectivamente. (Fonte: HISS, 2001).
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3.3.1 Velocidades de crescimento

Devido ao fato de que a concentracdo microbiana X aumenta durante um
cultivo fermentativo, é possivel quantificar a velocidade especifica (uyx) deste

crescimento conforme a equacéo (1):

Bx =% 2t (1)

Outra definicdo de velocidade que visa a avaliagdo do desempenho de um
processo fermentativo, € a produtividade em biomassa, expressa na equacao 2,

mostrando que a produtividade representa a velocidade média de crescimento

referente ao tempo final de fermentacao, {;.
P, = (2)

Além disso, é possivel quantificar no cultivo os fatores de conversédo. O fator
de conversao de substrato em células (Yys), descrito por MONOD (1949), esta

expresso na equacéo 3.

X-Xo
So—S

Yx /s - (3)

Em que: X é a concentracao final de células, Xo a concentracao inicial, So a
concentracdo inicial de substrato e S a concentragéo final de substrato no final do
processo fermentativo. Com o uso desta equacgdo, € possivel conhecer quanto de
substrato € consumido para alcancar uma concentracao celular pontual.

Ainda, € possivel caracterizar o crescimento da fase logaritmica da curva de
crescimento bacteriano. Esta fase, citada anteriormente, pode ser caracterizada por
uma linha de tendéncia linear em um grafico semi-logaritmico de Ln (X) versus tempo

de fermentagdo, durante o qual, a velocidade de crescimento especifica uy, €
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constante e maxima, caracterizando a velocidade especifica maxima de crescimento
celular (Mmaximo) (HISS, 2001).

3.4 Residuo de cervejaria

3.4.1 Indlstria da cerveja

No Brasil, 0 habito de tomar cerveja se iniciou com a vinda da familia real
portuguesa, que no século XIX trouxe a cerveja, iniciando a cultura do consumo desta
bebida. Até entdo, a cerveja consumida no Brasil era importada dos paises europeus.
Entretanto, em 1888, foi fundada a primeira cervejaria do Brasil, a Manufatura de
Cerveja Brahma, e anos depois, em 1891, foi fundada a Companhia Antartica
Paulista, criada na cidade de Sao Paulo (VENTURINI FILHO & CEREDA, 2001). Com
isso, foram surgindo novas marcas.

Segundo Associagao Brasileira da Industria da Cerveja (CERVBRASIL, 2014),
o Brasil produziu 13,5 bilhdes de litros de cerveja em 2013 e ocupa o terceiro lugar no
ranking mundial de producgéo, atras apenas de China e Estados Unidos. No ano de
2013, as companhias produtoras de cerveja foram responsaveis por 2% do PIB
nacional, gerando um faturamento de R$ 70 bilhes o que ressalta a grande
importancia da industria cervejeira para a economia brasileira (BARBOSA, 2016).

A cerveja é composta, tradicionalmente, por agua, malte de cevada, lapulo e
levedura. Determinados paises do mundo permitem alteracdo desta formulacao
classica, entretanto, outros, mesmo ao passar dos séculos, preservam estes
constituintes da bebida, como é o caso da Lei da Pureza (Reinheitsgebot), uma norma
(aprovada em 23 de abril de 1516 em Ingolstadt, na Baviera, Alemanha) que instituiu
gue a cerveja deveria ser fabricada apenas com o0s seguintes ingredientes: agua,
cevada (malte), lapulo e levedura.

Entretanto, independente da nacionalidade da bebida, o componente
essencial para a sua formulacdo final € a levedura. Shotiprulka et al. (2005)
comentam em seu estudo, que devido ao aumento na produ¢cdo mundial de cerveja, a
levedura residual do processo fermentativo vem sendo descartada, e considerada um

residuo industrial. A levedura residual €, geralmente, direcionada ao uso em racao
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animal, depois de sua inativacdo por calor. Entretanto, este residuo é rico em
vitaminas, sais minerais e proteinas que pode ser utilizado como fonte de nutrientes
para obtencdo de produtos com maior valor agregado através de processos
fermentativos (CHAE et al., 2001).

3.4.2 Levedura

As leveduras empregadas no processo fermentativo de cerveja (Tabela 2) séo
do género Saccharomyces, em especial a espécie S. cerevisiae. Com 0 progresso da
tecnologia de bebidas, as linhagens de levedura vém sendo selecionadas segundo
caracteristicas desejaveis ao processo e ao produto. A produtividade e a eficiéncia de
fermentacdo, a tolerAncia ao etanol e a temperatura, a resisténcia as altas
concentracbes de acUcares, a habilidade de flocular e de produzir ou néo certos
componentes do aroma das bebidas (flavour) e a propriedade de produzir metabalitos,

como etanol, sdo constantes fontes de interesse (Hammond, 1995).

Tabela 2. Taxonomia da levedura

‘ CLASSIFICACAO TAXONOMICA

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Classe | Saccharomycetes

Ordem | Saccharomycetales

Familia | Saccharomycetaceae

Género | Saccharomyces

Como citado por Chae et al. (2001), a levedura € um microrganismo com

elevados niveis de proteina e outros compostos organicos e inorganicos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Reino_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fungi
https://pt.wikipedia.org/wiki/Filo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ascomycota
https://pt.wikipedia.org/wiki/Classe_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetes
https://pt.wikipedia.org/wiki/Ordem_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetales
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae
https://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Saccharomyces
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3.4.3 Extrato de Levedura

As células de leveduras oriundas de cervejaria possuem cerca de 40 a 60%
de proteinas, além de ser uma fonte de nitrogénio barata e geralmente reconhecida
como uma fonte segura (Chae et al., 2001).

Para obtencdo destes nutrientes, a levedura € submetida a processos
diversos a fim de se obter o extrato de levedura. Geralmente, a producdo de extrato
de levedura envolve a ruptura das células, seguida pela remocdo de detritos de
células a partir de produtos soluveis por centrifugacdo ou filtracdo. O rompimento
celular pode ser realizado por meios quimicos, tais como hidrélise acida, alcalina,
autolise enzimatica ou por plasmdélise, onde envolve o aumento na concentracédo de
sais do meio (SHOTIPRULKA et al., 2005).

Sgarbieri et al. (1999), descrevem procedimentos necessarios para 0
fracionamento da biomassa de levedura, apos ter sido submetida a autdlise, além da
caracterizacdo quimica das principais fracdes obtidas. Sgarbieri et al. (1999), lista
algumas etapas para obtencdo deste produto, tais como: i) Recuperagcdo e
desamargamento da biomassa; ii) Autdlise e fracionamento da biomassa limpa e
desamargada; iii) Clarificacdo e desidratacdo do extrato de levedura. Nestas trés
etapas sdo mencionadas formas de retirada dos produtos adsorvidos na superficie da
célula durante o mosto fermentativo (taninos, resinas, etc.), autdlise por meio de
solucao indutora de lise e métodos de purificacao e liofilizagdo do extrato obtido.

Ainda, Sgarbiere et al. (1999), avaliaram a composi¢cao centesimal do extrato

de levedura, dados apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Composicéo centesimal aproximada do extrato de levedura de residuo de

cervejaria.
RNA 6,90
Lipidios 1,89
Cinzas 12,50
Fibra total 2,70
Fibra soluvel 2,70
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Fibra insoltvel 0,00

N&o determinado 19,20
Fonte: Sgarbieri et al., (1999).

Em outros estudos, como o realizado por Yamada e colaboradores (2003),
foram feitas outras andlises centesimais do extrato de levedura, obtendo-se
resultados semelhantes aos apresentados nos estudos de Sgarbieri et al. (1999).
Devido ao seu alto valor nutritivo, alguns estudos tém sido realizados utilizando a
levedura residual da producao de cerveja no cultivo de bactérias. Martins (2008) o uso
de levedura residual cervejeira na producao de bioinseticida por Bacillus sphaericus.
Saksinchai et al. (2001) avaliaram o crescimento e esporulacdo de Bacillus
thuringiensis subsp. Kurstaki em um meio de fermentacdo no qual foi utilizado um
extrato de levedura produzido a partir do residuo de cervejaria. Saksinchai et al.
(2001), apresentou em seu trabalho a analise quimica do extrato de levedura de
cerveja quando comparado ao extrato de levedura comercial, chegando a conclusao
gue a relacdo carbono nitrogénio (C:N) € maior no extrato de levedura residual,
guando comparado ao comercial, no que se refere a quantidade de carboidratos,
entretanto, apresentou menor concentracao de nitrogénio total.

Devido a elevada concentracdo de proteinas, o extrato de levedura se torna
uma possivel alternativa para obtencdo de fontes de nitrogénio para diversas

finalidades, como no uso em meios de cultura para microrganismos.

4. METODOLOGIA

4.1 Preparo do residuo

Os residuos Uumidos da cervejaria foram doados por uma cervejaria artesanal
da cidade de Jodo Pessoa, PB. Os experimentos deste trabalho foram realizados no
Laboratério de Engenharia de Bioprocessos (LEBp), localizado no Centro de
Biotecnologia (CBiotec) da UFPB, em colaboracdo com o Laboratério de Tecnologia
de Alimentos (LTA) e o Laboratério de Bioengenharia do Centro de Tecnologia (CT)
da UFPB.
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A fonte de nitrogénio deste residuo foi obtida a partir do desamargamento e
autdlise das leveduras Saccharomyces cerevisiae (Fermentis®) oriundas da

fermentacéo, obtendo-se o extrato de levedura.

4.1.1 Recuperacado e desamargamento da biomassa

A suspenséo de células foi submetida a centrifugagdo de 2500 rpm (1020g,
rotor 12436, Centrifuga MPW-350, USA), para recuperacdo das células (SGARBIERI
et al., 1999).

A massa celular obtida (Figura 3), foi submetida a uma série de lavagens e
centrifugacdes (Figura 4), a fim de se obter a biomassa limpa e desamargada (Figura
5). Neste processo, todos os sobrenadantes obtidos dos ciclos de centrifugagéo foram

descartados.

Figura 3. Biomassa centrifugada de levedura residual cervejeira.
Fonte: Autor
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Figura 4. Esquema do processo de limpeza (lavagens) e desamargamento de

biomassa de levedura (Sacharomyces cerevisiae) proveniente de cervejaria artesanal
(SGARBIERI et al. 1999, modificado). Fonte: Autor

RECEBIMENTO DA AMOSTRA

SUSPENSAO DE CELULAS

+ Centrifugagdo (2500 rpm/10min
em tubos falcons de 50 mL).

v

BIOMASSA
com residuos de mosto

* Ressuspensdoem agua Milli-Q;

* Homogeinizagdo com bastdo de
vidro;

» Centrifugagéo (2500 rpm/10min

\ em tubos Falcon de 50 mL).

Lavagem repetida 2x

BIOMASSA
limpa

Ressuspensdo em solugdo de
NaOH 0,2% 1:1 (p/v);

» Homogeinizagéo por 30 min;

* Centrifugagéo (2500 rpm/10min
em tubos falcons de 50 mL).

BIOMASSA DESAMARGADA

Como apresentado na Figura 5, apds o processo descrito acima, a biomassa

desamargada foi transferida a um béquer (500 mL), onde se permitiu a realizacdo da
etapa seguinte.
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Figura 5. Biomassa desamargada em béquer (500 mL), para realizacao da autélise.
Fonte: Autor

4.1.2 Autdlise e fracionamento da biomassa limpa e desamargada

A biomassa limpa desamargada foi ressuspensa em solucdo de autdlise
(Figura 6), em Erlenmeyer de 250 mL, sob agitacdo de 100 rpm a 55 °C por 24 horas
(SGABIERE et al., 1999, modificado).

Ap6s autdlise, a suspensdo foi submetida a centrifugacdo em tubos de
centrifuga de 50 mL (Falcon) a 3500rpm por 10 min. Ao final do processo, foi obtida
uma frac&o insoluvel (parede celular) e outra soltvel (extrato bruto da levedura).

A fracao soluvel foi utilizada como fonte de nitrogénio em meio de cultura para

o desenvolvimento de Bacillus sp.



30

Figura 6. Esquema da autdlise da biomassa desamargada (SGARBIERI et al., 1999,
modificado). Fonte: Autor

BIOMASSA DESAMARGADA

* Ressuspensdo em solugado de
etanol 7%, NaCl 2% 1:1 (p/v);

* Homogeinizagéo por 30 min;

+ Agitagdo por 24h, 100 rpm, 55
°C.

A

AUTOLISADO

* Centrifugagdo (3500 rpm/10min
em tubos falcons de 50 mL).

PAREDE CELULAR EXTRATO BRUTO

(insoluvel) (soltvel)

4.1.3 Purificacdo do extrato bruto solavel

O extrato bruto, por ter sido submetido & autélise em solugédo contendo etanol,
existe a necessidade da retirada deste &lcool da amostra. Para isso, o extrato foi
submetido a evaporacédo do alcool e agua em Rota Evaporador (Buchi Labortechnik
AG R-ll) a 60 °C, 20 rpm, no vacuo por uma hora. Entretanto, este tempo de
evaporacao pode variar de acordo com o volume a ser evaporado. ApOs este
processo, se obteve o extrato de levedura solavel (Figura 7).
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Figura 7. Extrato de levedura soluvel pés-evaporagcédo em rotaevaporador.
Fonte: Autor

L
5

4.1.1 Caracterizacdo do residuo

A caracterizacao fisico-quimica dos residuos quanto ao teor de pH, nitrogénio

e proteina total foi realizada com base nas metodologias descritas a seguir.

4.1.1.2 pH

O pH do extrato de levedura de cervejaria artesanal foi quantificado com
auxilio de um potenciémetro digital (AKSO — AK 90) previamente calibrado com

solucdes padrdes.
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4.1.1.4 Nitrogénio e proteina total

A quantificacdo de nitrogénio e proteina total foi determinada usando o
método de Kjeldahl, realizada no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) do
Centro de Tecnologia (CT) da Universidade Federal da Paraiba. Esta metodologia

consiste em trés etapas: digestéo, destilagcdo da amostra e titulacao.

4.2 Microrganismo

O microrganismo empregado foi o Bacillus sp., linhagem isolada do solo
canavieiro, cedido gentilmente pelo Laboratério de Biotecnologia Celular e Molecular
da UFPB.

A cultura de Bacillus sp. foi mantida em meio soélido agar Luria-Bertani (Tabela
3) em tubos inclinados com 3 mL de meio (pH 6,8). A renovacao das células foi feita
periodicamente e realizada por repique em meio e incubadas a 37 °C durante 24

horas. Em seguida, armazenadas a 4 °C para sua conservacao.

Tabela 4. Composicédo do meio Luria-Bertani
Composicéo ‘g/L
Triptona| 10

Extrato de Levedura | 5
Agar | 20
Fonte: Cold Spring Harbor Protocols (CSH protocols).

4.2.1 Grupos avaliados

Neste experimento foi avaliada a cinética de crescimento em meio de cultura
mineral (Tabela 5), onde diferiram apenas na composicdo da fonte de nitrogénio e

foram separados em grupos: Grupo A, B e C, compostos por extrato de levedura
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comercial (1 g/L), extrato levedura cervejeira (1,4 g/L) acrescida com sulfato de

amonio (0,5 g/L) e apenas extrato de levedura cervejeira (1,4 g/L), respectivamente.

Tabela 5. Composi¢c&do meio de cultura mineral.

Componentes ‘ Concentragéao (g/L)

Glicose 20,000
KH,PO, 3,000
K,HPO, 7,000
MgSO, (7 H,0) | 0,200

4.2.2 In6culo

A cepa de Bacillus sp. foi inicialmente cultivada em frasco erlenmeyers de
125mL contendo 80mL de meio conforme a tabela 6 e o pH ajustado para 6,8.

Todos os in6culos para o cultivo de cada um dos diferentes grupos com suas
respectivas fontes de nitrogénio, foram preparados através da transferéncia, com alca
de platina, de coldnias isoladas a partir de tubos inclinados com meio solido agar
Luria-Bertani, e incubados a 37°C sob agitacdo de 150rpm.

O crescimento bacteriano foi acompanhado pela determinacdo da densidade
optica do meio de cultivo a 600nm (D.O. 600nm). A suspensao celular foi utilizada
guando a D.O. 600nm atingiu absorbancia entre 0,6 e 0,8 (DAS & MUKHERJEE,
2007).

Tabela 6. Composicdo do meio de cultura utilizado no in6culo

Componentes Concentracao (g/L)

Extrato de levedura comercial | 1,000

Glicose 20,000
KH>PO4 3,000
KoHPO4 7,000

MgSOy, (7 H,0) 0,200
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4.2.3 pH das amostras

O pH do caldo fermentado foi determinado com auxilio de um potencidmetro

digital (AKSO — AK 90) previamente calibrado com solugdes padrdes.

4.3.4 Quantificacdo de biomassa

O crescimento microbiano foi acompanhado através do método turbidimétrico
a 600nm e gravimétrico por peso seco.

O peso seco consistia em utilizar um microtubo de massa conhecida e
adicionar 2 mL de caldo fermentado. O microtubo foi submetido a centrifugagéo
(20000 rpm por 10 minutos). Ao final da centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado.
O pellet sedimentado foi pesado e levado a estufa (OLIDEF-CZ) a 85 °C por 24h. Em
seguida, o pellet livre de umidade é pesado. O procedimento foi realizado em

triplicata. O peso seco foi determinado de acordo com a equacgéo 4.

massa do microtubo+pellet livre de umidade)—massa do microtubo
Peso seco (i) = ¢ 4 ) 4)

mlL volume da amostra

4.3.5 Quantificacao do substrato

Para determinacdo dos acucares redutores utilizou-se o método DNS (acido
3,5-dinitro salicilico) descrito por Santos (2007) e que esta de acordo com o protocolo
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), Agroindastria Tropical.
Essa metodologia foi, originalmente, proposta por Miller (1959) e baseia-se na
reducdo do acido 3-amino-5-nitrosalicilico, em que h&a a oxidacao do grupo aldeido do
acucar a grupo carboxilico. O reagente DNS possui uma cor amarelada, apos o
aquecimento, torna-se avermelhado de acordo com a concentragcdo de acgUcares
redutores presente na solucdo, o que permite sua leitura em espectrofotbmetro a

540nm. A curva padrao foi obtida realizando o método DNS, utilizando diferentes
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diluicdes da solucdo de glicose a 1g/L. Com os valores de absorbancia obtidos, foi
construida a curva de absorbancia versus concentracao.

Inicialmente, o caldo fermentado foi submetido a centrifugacédo a 3600 rpm
por 10 minutos. Apds este processo, 0 sobrenadante foi armazenado. Em tubos de
ensaio, adicionou-se 0,5 mL deste sobrenadante e 2,5 mL do composto DNS. A
amostra foi levada ao banho termostatizado a 100 °C por 10 minutos. Apos
aquecimento, os tubos sao incubados em banho de gelo por 5 minutos. Por dltimo,
adiciona-se 3 mL de &agua destilada a amostra. A andlise é realizada em
espectrofotometro (NOVA — ABBE REFRACTOMETER) a 540 nm. A amostra padréao
€ composta de 0,5 mL de agua ao invés do sobrenadante. Cada amostra foi realizada

em duplicata.

4.3.6 Determinacdo dos parametros cinéticos

Os parametros cinéticos analisados foram a velocidade especifica maxima de
crescimento (Mmaximo), Produtividade em células (Py) e o fator de conversdo de
substratos em células (Yyxs).

A velocidade especifica maxima de crescimento (L) foi estimada pelo método
de deteccgéo da fase de crescimento exponencial.

A produtividade em células e o fator de conversdo de substrato em células
foram determinados pelas Equacdes 05 e 06, respectivamente (SCHMIDELL et al.,
2001).

p. = Xméx_xﬂ (5)
x tf
X—Xo
Yx/S - So—S (6)

Em que:
Xmax — Concentracdo maxima de células [g.L™]; Xo — Concentracdo inicial de

células [g.L"]; t; — tempo final de fermentacéo [h]; Yxs — Fator de conversdo de
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substrato em células [gs.0x']; So — Concentracdo inicial de substrato [g.L"]; S -

Concentracao final de substrato [g.L™]; Px— produtividade em células [g.L.*h™]

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao do residuo

A caracterizagcdo do extrato de levedura oriundo de residuo de cervejaria
guanto ao pH e concentracdo de nitrogénio e proteinas totais esta apresentada na
Tabela 7.

Tabela 7. Caracterizacdo do extrato de levedura cervejeira

‘ Composicéo

Nitrogénio Total | 4,5%
Proteina Total (Kjeldahl) | 39%
pH] 6,41

Fonte: autor

A caracterizacdo do extrato obtido do residuo de mosto cervejeiro foi
necessaria para o conhecimento das quantidades nitrogénio necessarias para a
suplementacao nutricional suficiente para o desenvolvimento da linhagem de Bacillus
sp. utilizada neste trabalho. Entretanto, quando comparado com resultados de
experimentos de outros autores, como Caballero-Cordobora et al. (1997), Costa et al.
(2012), Sgarbieri et al. (1999) e Yamada et al. (2003), foi observado que o percentual
de concentracdo de proteinas neste experimento foi inferior aos citados por esses
autores (45%, 51%, 61,54% e 50,7% de proteinas no extrato da levedura,
respectivamente). Ainda, quando comparado o percentual de nitrogénio total, foi visto
gque o extrato de levedura cervejeira deste experimento apresentou valores
percentuais inferiores ao das analises de Saksinchai, Suphantharika e Verduyn
(2001), no qual o percentual de nitrogénio total foi de 8,2%.

Esses baixos percentuais, tanto de nitrogénio total quanto de proteina total,

podem estar associados a forma de obtencdo da fonte de nitrogénio. Com excecao de
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Sgarbieri et al. (1999) e Costa et al. (2012), as metodologias empregadas pelos
demais autores citados foram diferentes a empregada neste trabalho. Caballero-
Cédobora et al. (2000) e Yamada et al. (2003), utilizaram autblise mecanica com o
uso de moinho de bolas, onde este ultimo autor ainda liofilizou o extrato de levedura
obtido. Durante a composicdo centesimal destes extratos, pode ter havido a
guantificacdo de proteinas presentes na membrana e parede celular da levedura,
estrutura esta descartada por centrifugacdo da nossa amostra de extrato de levedura
cervejeira.

Ainda, estes baixos percentuais podem estar envolvidos com a diferenca de
obtencdo dessas leveduras residuais. Neste experimento, a levedura residual foi
obtida de cervejaria artesanal, possivelmente, a linhagem de levedura utilizada néo
seja tdo optimizada para o processo fermentativo quanto as utilizadas pelos autores
citados acima, acarretando nessa diferenca de resultados. Outro fator que levado em
consideracdo, € a espécie da levedura utilizada. Caballero-Cédobora et al. (2000),
Costa et al. (2012) e Sgarbieri et al. (1999) utilizaram Saccharomyces sp. Apenas
Yamada et al. (2003) utilizou a mesma espécie de levedura deste experimento,
Saccharomyces cerevisiae. As espécies podem diferir na composi¢ao protéica.

Por fim, foi visto que o pH da amostra tendeu a valores ndo muito abaixo dos

ideais para o pH dos meios de cultura utilizados.

5.2 pH das amostras

A variacdo de pH, apresentada nas Figura 8, 9 e 10, sdo inerentes aos

processos fermentativos dos grupos A, B e C, respectivamente, ao longo de 60 horas

de cultivo.
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Figura 8. pH referente ao meio de cultura composto com extrato de levedura
comercial (Grupo A).
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Figura 8. pH referente ao meio de cultura composto com extrato de levedura
cervejeira acrescido de amoénio (Grupo B).
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Figura 9. pH referente ao meio de cultura composto com extrato de levedura
cervejeira (Grupo C).
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Durante o cultivo microbiano, com o passar do tempo de fermentacédo, sao
produzidos metabolitos secundarios inerentes ao metabolismo celular como alguns
acidos organicos, que podem ser o acido acético, succinico e latico, aumentando a
acidez do meio de cultivo conforme se acumulam na suspensao (MOSER, 1996). O
Gnico grupo que nao apresentou queda dos valores de pH foi o Grupo C.

Possivelmente, o grupo C, por possuir apenas o extrato de levedura cervejeiro
como fonte de nitrogénio, ndo produziu metabdlitos acidos tdo quanto os demais
grupos. A producdo de metabdlitos em um processo fermentativo pode variar tanto
em funcgéo da linhagem utilizada quanto pela composi¢do quimica do meio de cultura
(MARTINS, 2008). Ainda, vale ressaltar a complexidade dos compostos né&o
guantificados presentes na fonte de nitrogénio utilizada no Grupo C, que podem ter
atuado de maneira tamponante do meio de cultura, influenciando a manutencéo do
pH entre 6,6 e 6,8.
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5.3 Crescimento bacteriano

O perfil de crescimento microbiano e consumo de substrato estd demonstrado

das Figuras 11 a 16.

Figura 10. Curva de crescimento do Bacillus sp. do cultivo de 48 horas, utilizando
como fonte de nitrogénio extrato de levedura comercial comparado ao consumo de
substrato (Grupo A).
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Figura 11. Linha de tendéncia linear para obtengdo do Umaximo para o grupo A.
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Figura 12. Curva de crescimento do Bacillus sp. do cultivo de 60 horas, utilizando
como fonte de nitrogénio extrato de levedura cervejeira acrescida de amonio
comparado ao consumo de substrato (Grupo B).
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Figura 13. Linha de tendéncia linear para obtengédo do Pmaximo para o grupo B.
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Figura 14. Curva de crescimento do Bacillus sp. do cultivo de 60 horas, utilizando
como fonte de nitrogénio extrato de levedura cervejeira comparado ao consumo de
substrato (Grupo C).
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Como apresentado nas figuras anteriores, tanto o grupo B quanto o C
mostraram concentracdo maxima de células no término do cultivo superior ao grupo
A. O grupo B apresentou a maior concentracdo de células de Bacillus sp. de
aproximadamente 3g/L em 60 horas de cultivo. Entretanto, ao observar os valores do
Mmaximo d€ cada grupo, é visto que o Grupo A apresentou a maior velocidade
especifica de crescimento (Umaxmo = 0,1271 h™) em sua fase exponencial, onde o
Mx=Mmaximo € constante. Dos grupos suplementados com extrato de levedura
cervejeira, o Grupo C foi o que apresentou melhor resultado quanto ao Pmaximo-

Como apresentado na Tabela 9, é possivel observar os valores dos fatores de

conversao.

Tabela 8. Valores do fator de converséo de substrato em células (Yys) e produtividade
em células (Py), para todos os grupos experimentais.

Parametro Unidade Grupo A
Yys 0x/Js 0,289408 0,252386 0,242821
P, gLth? 0,013597 0,037111 0,027153

Fonte: autor

Observa-se, ainda, que para cada grama de substrato consumido é formado
aproximadamente 0,29 g de massa celular para o Grupo A. Este resultado é o padréo
de nossa comparacado, visto que este grupo é composto por fonte de nitrogénio
comercial, e ja utilizado fielmente em varios centros de pesquisa como nutriente para
formulacdo de meio de cultura para microrganismos.

Os dois grupos suplementados com extrato de levedura cervejeira, por mais
gue os resultados brutos aparentem diferir, estatisticamente eles estdo dentro do erro
padrdo de 5%. Assim, é possivel concluir que a conversao de substrato em células
dos Grupos B e C, mesmo utilizando uma fonte de nitrogénio residual de cervejaria,
nao foram interferidas quanto sua produtividade celular, quando comparado ao Grupo
A utilizando extrato de levedura comercial.

Em relacdo a produtividade em células (Py), foi visto que os Grupos B e C,
suplementados com extrato de levedura cervejeira, apresentaram os melhores
resultados, onde a cada hora, foi produzido aproximadamente 0,04 g/L e 0,03 g/L de
células, respectivamente, durante o processo fermentativo, superando o Grupo A.
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Evidenciando, que o residuo de levedura cervejeira, acrescida ou nao por fonte de
nitrogénio inorganico, mostrou-se favoravel ao cultivo de Bacillus sp. durante
fermentagao controlada por 60 horas.

Tabuchi (2013) utilizando Bacillus thurinigiensis var. kurstaki, relata que o
maior crescimento celular esteve relacionado quando a relacdo C:N foi baixa. Nessas
condicbes, o consumo de carbono pela bactéria aumentou. Entretanto, em seus
experimentos, foi utilizado glicerol residual da producdo de biodiesel, e a
concentracéo de extrato de levedura cervejeira no meio de cultura foi de 30 g/L. Essa
justificativa pode estar relacionada ao consumo de substrato pelo Grupo B, onde este
apresentou o maior consumo dentre os trés grupos estudados, por possivelmente
possuir uma fonte de nitrogénio a mais, que nao esta presente nos demais.

Saksinchai, Suphantharika e Verduyn (2001) em seus experimentos com
Bacillus thurinigiensis var. kurstaki, observaram que utilizando 2,5% (m/v) de glicose e
extrato de levedura cervejeira a 1% (m/v), foi produzida baixa concentracdo celular,
guando comparado com o ensaio utilizando extrato de levedura comercial.

Tabuchi (2013) relata que sua concentragdo maxima de células apresentou
valores menores quando foi utilizado o residuo industrial de cervejaria (10 g/L),
concluindo que para se obter maiores concentracdes celulares e maiores
produtividades volumétricas, parametros importantes na producdo industrial, é
necessario utilizar o extrato de levedura residual de cervejaria em concentracfes

superiores a 10 g/L.

6. CONCLUSAO

A utilizagéo de extrato de levedura residual de cervejaria artesanal como fonte
de nitrogénio organico no processo de fermentacdo submersa por Bacillus sp.
mostrou-se favoravel a formacao de biomassa bacteriana.

A baixa concentragcdo na composicao de nitrogénio total e proteina total no
extrato de levedura cervejeira podem estar associadas a fonte de origem da levedura,

linhagem e forma de obtencéo do extrato.
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O fator de converséo de substrato em células mostrou-se favoravel ao cultivo,
assim como a produtividade em células dos grupos suplementados com extrato de
levedura cervejeira.

Para otimizag&o de processos fermentativos utilizando esta fonte de nitrogénio,
faz-se necessario o aumento das concentracdes desta, diminuindo a relacdo C:N do
meio de cultura utilizado.

Os resultados obtidos, neste trabalho, fornecem dados iniciais para trabalhos

futuros, a fim de otimizar este tipo de cultivo.



46

REFERENCIAS

ANDERSON, R.K.I.; JAYRAMAN, K. Influence of Carbon and Nitrogen Sources on the
growth and sporulation of Bacillys thurgiensis var Gallariae for biopesticide production.
Chem. Biochem. Eng., v.17, n.3, p. 225-231, 2003.

ALONSO, F.O.M. Efeito da agitacdo e aeracdo na producdo de lipases por Yarrowia
lipolytica (IMUFRJ 50682). Dissertacdo de mestrado, Centro de Ciéncias da Saude —

Universidade Federal do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro-RJ, 2001.

BARBOSA, T. M. Desenvolvimento de cerveja artesanal com polpa de maracuja
amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa deg) e avaliacdo da imobilizacdo de células de
Saccharomyces cerevisiae no processo de fermentacdo alcéolica. Monografia de

Concluséo de Curso (Universidade de Brasilia), 54 f., 2016.

BARRIOS-GONZALEZ, J.; TOMASINI, A.; VINIEGRA-GONZALEZ, J.; LOPEZ, J.
Penicilin production by solid state fermentation. Biotechnol. Lett., v.10, n.11, p.793-
798, 1988.

BORZANI, W.; SCHMIDELL, W.; LIMA, U.A.; AQUARONE, E. Biotecnologia Industrial,
volume 1, Editora Edgard Blucher LTDA, 2008.

BRIGGS, D. E.; BOULTON, C. A,; BROOKES, P. A.; STEVENS, R. Brewing Science
and Practice. Flérida: CRC Press LLC and Woodhead Publishing Limited, 2004. 863p.

BROCHIER, M. A; CARVALHO, S. Efeito de diferentes propor¢des de residuo umido
de cervejaria sobre as caracteristicas da carcaca de cordeiros terminados em
confinamento. Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.61, n.1, p.190-195, 2009.

CERVBRASIL, Associacdo Brasileira da Industria da Cerveja, 2014. Disponivel em:
<http://cervbrasil.org.br/arquivos/anuariofinal2014.pdf>.Acesso em: 28/08/16.



47

CHAE, H.J.; JOO, H.; IN, M.J. Utilization of brewer’s yeast cells of the production of
food-grade yeast extract. Part 1: effects of different enzymatic treatments on solid and
protein recovery and flavor characteristics. Bioresource Technology, v. 76, p. 253-258,
2001.

COUTO, S.R.; SANROMAN, M.A. Application of solid-state fermentation to food
industry — a review. Journal of Food Engineering. 2006.

FALANGHE, H. Producdo de microrganismos. In: LIMA, U.A.; AQUARONE, E,;
BORZANI, W. Biotecnologia: Tecnologia das fermentacoes, v. 1, p-246-245, 1975.

HALASZ, A.; LASZTITY, R. Use of yeast biomass in food production. Boca Raton:
CRC Press; 1991. 312p.

HAMMOND, J.R.M. Genetically-modified brewing yeasts for the 21st century.
Progress to date. Yeast, v.11, n.16, p.1613-1627, 1995.

HISS, H. Cinética de processos fermentativos In: SCHMIDELL, W.; LIMA, U.A,;
AQUARONE, E.; BORZANI, W.R (Coord.) Biotecnologia Industrial. S&do Paulo: Edgard
Blucher, 2001. p.93-122.

HOLT, J.G.; KRIEG, N.R.; SNEATH, P.H.A.; STALEY, J.T.; WILLIAMS, S.T. Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology. 9th ed., Baltimore, Maryland, USA, 1994.

ICGEN, Y.; ICGEN. B.; OZCENGIZ, G. Regulation of crystal protein biosynthesis by
Bacillus thuringiensis: Il. Effects of carbon and nitrogen sources, Res. Microbiol.
V.153, p.605- 609, 2002.

MARTINS, C.D.C. Desenvolvimento de meios de cultivo alternativos para producao de
Bacillus sphaericus toxicos contra larvas de Culex quinquefasciatus
(Diptera:Culicidae). 2008, 129 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Escola de
Quimica — UFRJ, Rio de Janeiro, 2008.



48

MATHIAS, T.R.S.; MELLO, P.P.M.; SERVULO, E.F.C. Caracterizacdo de residuos
cerveijeiros. XX COBEQ - Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica,

Florianépolis, Santa Catarina, 2014.

MATOS, R. A. G. Producdo de cervejas artesanais, avaliacdo de aceitacdo e
preferéncia e panorama do mercado. Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC),

Universidade Federal de Santa Catarina, 90 p., 2011.

MEGA, J.F.; NEVES, E.; ANDRADE, C.J. A producéo de cerveja no Brasil. Vol. 1, n.
1, 2011.

MONTEIRO, J. B. R, SILVA, D. O., MORAES, C. A. Producao de biomassa protéica
de Trichoderma reesei e Rhizopus oligosporus em bagaco de cana-de-agucar. Rev.
Microbiol., v.22, n.2, p.164-169, 1991.

NOBRE, T.P.; HORII, J.; ALCARDE, A.R. Viabilidade celular de Saccharomyces
cerevisiae cultivada em associacdo com bactérias contaminantes da fermentacéo

alcodlica. Ciénc. Tecnol. Aliment. Campinas, 27(1): 20-25, jan.-mar. 2007.

PINTO, M. H. Producao de biossurfactantes bacteriano e flngico por fermentacdo em
estado sélido e submersa utilizando residuos agroindustriais. 2008. 147 f. Dissertacao
(Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) — Universidade Federal do Rio
Grande, Rio Grande do Sul, 2008.

PRABAKARAN, G.; HOTI, S.L. Influence of amino nitrogen in the culture medium
enhances the production of d - endotoxin and biomass of Bacillus thuringiensis var.
israelensis for the largescale production of the mosquito control agent. J. Ind.
Microbiol. Biotechnol. v.35, p.961-965, 2008.

SAKSINCHAI, S.; SUPHANTHARIKA, M.; VERDUYN, C. Application of a simple yeast
etract from spent brewer’s yeast for growth and sporulation of Bacillus thuringiensis
subsp. kurstaki: a physiological study. World Journal of Microbiology and
Biotechnology, v.17, p. 307-316, 2001.



49

SANTOS, M. S. dos; RIBEIRO, F. de M. Cervejas e Refrigerantes. Sdo Paulo:
CETESB, 2005.

SANTOS, S.F.M. Estudo da producéo de pectinases por fermentacdo em estado
sélido utilizando pedunculo de caju como substrato. 2007. Tese (Doutorado) —
Programa de Pos-graduacdo em Engenharia Quimica, Universidade Federal do Rio
Grande do Norte. Natal, RN.

SGABIERI, V.S.; ALVIM, I.D.; VILELA, E.S.; BALDINI, V.L.S; BRAGAGNOLO, N.
Producdo Piloto de Derivados de Levedura (Saccharomyces sp.) para Uso como
Ingrediente na Formulacdo de Alimentos. Brazilian Journal of Food Technology, v. 2,
n. 1, p.119-125, 1999.

SHOTIPRUK, A.; KITTIANONG, P.; SUPHANTHARIKA, M.; MUANGNAPOH, C.
Application of rotary microfiltration in debittering process of spent brewer’s yeast.
Bioresource Technology, v. 96, p. 1851-1859, 2005.

STEFANELLO, F.S.; FRUET, A.P.B.; SIMEONI, C.P.; CHAVES, B.W.; OLIVEIRA, C.;
NORNBERG, J.L. Residuo de cervejaria: Bioatividade dos compostos fendlicos;
Aplicabilidade na nutricdo animal e em alimentos funcionais. Revista Eletronica em
Gestéo, Educacgédo e Tecnologia Ambiental, v. 18, Ed. Especial de Maio, p.01-10,
2014.

TABUCHI, S. C. T. Utilizacdo de extrato de levedo de cerveja como suplemento de
meio a base de glicerol residual para producdo de bioinseticida por Bacillus
thuringiensis. 2013. Dissertacdo (mestrado) — Programa de Pdés-Graduagdo em
Biotecnologia Industrial na area de Microbiologia Aplicada, Escola de Engenharia de

Lorena da Universidade de Sdo Paulo. Lorena, SP.

VENTURINI FILHO, W. G.; CEREDA, M. P. Cerveja. In: LIMA, U. A. et al
Biotecnologia Industrial: biotecnologia na producdo de alimentos. Sdo Paulo: Edgar
Blucher, v.4, p. 91-144, 2001.



50

YAMADA, E. A.; ALVIM, I. D.; SANTUCCI, M. C. C.; SGARBIERI, V. C. Composi¢ao
centesimal e valor proteico de levedura residual da fermentacdo etanodlica e de seus
derivados. Revista de Nutrigdo, v.16, n. 4, p. 423-432, 2003.



