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RESUMO 

 

DA SILVA, Jucilene Pinto. Produção de Single Cell protein (SCP) por 
leveduras utilizando o glicerol bruto como fonte de carbono.  
 

O glicerol bruto, gerado na proporção de 10% (v/v) durante a produção de 
biodiesel, pode ser utilizado por microrganismos para sua bioconversão em 
diversos produtos industriais, como biomassa ou Single Cell Protein (SCP). 
Este trabalho teve como objetivos avaliar a produção de SCP por leveduras 
utilizando o glicerol bruto como fonte de carbono, selecionar a levedura mais 
promissora e otimizar a produção de biomassa e de SCP. As leveduras 
utilizadas neste estudo foram Aureobasidium pullulans EBJ31, Candida 
(Metschnikowia) pseudointermedia CAC01, Rhodotorula mucilaginosa CCC31, 
Wickerhamomyces anomalus CCC32 e Trichosporon asahii EPB13. W. 
anomalus CCC32 foi a cepa mais promissora para a produção de SCP e foi 
selecionada para os estudos de otimização da produção de biomassa e de 
proteína bruta por meio de Delineamento Composto Central Rotacional 
(DCCR). Foi utilizado uma matriz de planejamento fatorial do tipo DCCR 23 e 
as variáveis estudadas foram glicerol bruto, NaNO3 e ureia. Após a otimização, 
a produção máxima de biomassa foi cerca de 20 g/L e a concentração de 
proteína bruta foi de 33% em 84 h, utilizando 25 g/L de glicerol bruto, 3,5 g/L de 
NaNO3 e 6,5 g/L de ureia, a 30 °C e 150 rpm. Os resultados indicaram que o 
glicerol bruto pode ser utilizado como substrato para produção de SCP por 
leveduras, sendo uma alternativa para agregar valor a esse resíduo. W. 
anomalus CCC32 apresentou características favoráveis para produção de SCP 
como crescimento rápido, alta produção de biomassa com alto teor de proteína 
bruta.  
 
 
Palavras-chave: Biodiesel, resíduo agroindustrial, fungos, fermentação 
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ABSTRACT 

 

DA SILVA, Jucilene Pinto. Production of single cell protein (SCP) by yeast 
using crude glycerol as carbon source. 
 

Crude glycerol, generated at the rate of 10% (v/v) during biodiesel production, 
can be used by microorganisms for their bioconversion in several industrial 
products, such as biomass or Single Cell Protein (SCP). The objective of this 
work was to evaluate the production of yeast SCP using crude glycerol as a 
carbon source, and select the most promising yeast and optimize the production 
of biomass and crude protein. The yeasts used in this study were 
Aureobasidium pullulans EBJ31, Candida (Metschnikowia) pseudointermedia 
CAC01, Rhodotorula mucilaginosa CCC31, Wickerhamomyces anomalus 
CCC32 and Trichosporon asahii EPB13. W. anomalus CCC32 was the most 
promising strain for SCP production and was selected for the optimization 
studies of biomass and crude protein production by Rotational Central 
Compound Design (DCCR). A factorial planning matrix of type DCCR 23 was 
used and the studied variables were crude glycerol, NaNO3 and urea. After 
optimization, the maximum biomass production was about 20 g/L and the crude 
protein concentration was 33% at 84 h, using crude glycerol 25 g/L, NaNO3 3.5 
g/L and 6.5 g/L urea, at 30 ° C and 150 rpm. The results indicated that the 
crude glycerol can be used as a substrate for the production of SCP by yeasts, 
being an alternative to add value to this residue. W. anomalus CCC32 
presented favorable characteristics for SCP production as fast growth, high 
biomass production with high crude protein content. 
 
 
Keywords: Biodiesel, agroindustrial residue, fungi, fermentation 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

O termo Single Cell Protein (SCP) foi criado em 1966 para introduzir a 

ideia de utilizar a biomassa de microrganismos como fonte de proteínas para a 

alimentação humana e animal. A ideia foi concebida devido ao rápido 

crescimento da população e o aumento da demanda por alimentos (RAJOKA et 

al., 2004). Ainda de acordo com a teoria de Thomas Robert Malthus “a 

população humana aumenta em uma progressão geométrica, enquanto que a 

oferta de alimentos cresce a uma taxa aritmética”, sendo assim, é criado uma 

grande lacuna entre a demanda e a oferta alimentos, tornando-se necessário a 

busca de alternativas para o suprimento de proteína (ANAPUMA, RAVINDRA, 

2000).  

Dessa forma, a produção de Single Cell Protein pode ser uma alternativa 

de fonte de proteínas não convencionais para alimentação humana e animal, 

uma vez que a biomassa microbiana é rica em proteínas com percentagem 

elevada de aminoácidos essenciais, vitaminas e outros nutrientes podendo 

substituir fontes de proteínas como farelo de soja e farinha de peixe (MOLK et 

al., 2002). A SCP apresenta vantagens em relação às proteínas animais e 

vegetais, pois o seu crescimento não é sazonal, não depende de clima, a 

produção é rápida, uma vez que o crescimento dos microrganismos é 

acelerado, e não requer extensa área para seu cultivo (RAJOKA et al., 2004). 

Uma variedade de microrganismos como bactérias, fungos, incluindo as 

leveduras, e algas, são utilizados para produzir SCP. Geralmente as leveduras 

possuem maior aceitabilidade uma vez que já são utilizadas para produção de 

alimentos comuns como pão e cerveja (GARCÍA-GARYBAI et al., 2014). As 

leveduras possuem características que favorecem a sua utilização na produção 

de SCP como crescimento rápido, capacidade de floculação, o que facilita a 

recuperação das células durante o cultivo e geralmente crescem em pH ácido 

que dificulta contaminação por bactérias (GAO et al., 2007; SHENG et al., 

2007). 

A produção de SCP a partir de resíduos agroindustriais torna o processo 

economicamente viável pois reduz os custos de produção e ajuda no processo 
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de reciclagem de resíduos (SISMAN et al., 2012). Dentre os substratos que 

podem ser empregados para produção de SCP, o glicerol bruto, resíduo das 

usinas de biodiesel, pode ser utilizado para produção de biomassa com alto 

teor de proteína bruta. O glicerol bruto é gerado durante a produção do 

biodiesel, na proporção 10:1, ou seja, para cada 10 litros de biodiesel 

produzido, aproximadamente 1 litro de glicerol é liberado. O excesso de glicerol 

bruto no mercado representa um problema para as usinas de biodiesel pois, 

devido ao alto teor de impurezas como sais, álcool residual (etanol ou metanol) 

suas aplicações na indústria química e farmacêutica são limitadas. Além disso, 

para o seu descarte no meio ambiente é necessário tratamento adequado, 

gerando custos adicionais a cadeia produtiva de biodiesel.  

Assim, a utilização do glicerol bruto como substrato para a produção de 

SCP dará destino correto a esse resíduo e agregara valor à cadeia produtora 

de biodiesel. A SCP produzida pode ser destinada para formulação de rações 

animais como componente nutritivo ou utilizada como aditivo alimentar para 

consumo humano. Portanto, os objetivos deste trabalho foram avaliar a 

produção de Single Cell Protein (SCP) por leveduras utilizando o glicerol bruto 

como fonte de carbono, selecionar a levedura mais promissora e otimizar a 

produção de biomassa e de proteína bruta. 
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REVISÃO DE LITERATURA 

 

1 SINGLE CELL PROTEIN (SCP) 

 

A biomassa microbiana ou Single Cell Protein (SCP) refere-se à matéria 

seca proveniente do crescimento de microrganismos como leveduras, 

bactérias, fungos filamentosos e algas a partir de diferentes fontes de carbono 

e que pode ser utilizada como componente nutritivo para alimentação humana 

e animal (ANAPUMA; RAVINDRA, 2000; SISMAN et al., 2012). Segundo Molk 

et al. (2002), a biomassa microbiana é rica em proteínas com percentagem 

elevada de aminoácidos essenciais, vitaminas e outros nutrientes (Tabela 1 e 

Tabela 2). Apresenta vantagens em relação às proteínas animais e vegetais, 

pois o seu crescimento não é sazonal, não depende de clima, a produção é 

rápida, uma vez que o crescimento dos microrganismos é acelerado, e não 

requer extensa área para seu cultivo. Com isso, a produção de proteína 

microbiana tem se tornado uma fonte alimentar alternativa devido ao rápido 

crescimento da população e ao aumento da demanda por alimentos (RAJOKA 

et al., 2004). 

 

 

Tabela 1: Composição nutricional dos principais grupos de microrganismos 
utilizados para produção de SCP em (% peso seco). 
 
Composição Bactéria Alga Levedura Fungo filamentoso 

Proteína 50-65 40-60 45-55 30-45 

Lipídeos 1-3 7-20 2-6 2-8 

Cinzas  3-7 8-10 5-10 9-14 

Ácidos 

nucleicos 

8-12 3-8 6-12 7-10 

Fonte: MILLER; LITISKY (1976) 
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Tabela 2: Composição média de aminoácidos essenciais (AE) (%) de SCP de diferentes grupos 
de microrganismos. 

Composição média de AE (%)  

SCP Arg Cyt His Iso Leu Lys Met Phen Thr Tryp Tyr Val 

Bacteria             

Pseudomonas/ 

Methylophilus ssp. 

3,67 0,41 1,50 3,34 5,43 4,30 1,75 3,07 3,29 0,80 2,70 4,16 

Fungo filamentoso             

Aspergillus oryzae 1,91 0,34 0,82 1,54 2,55 1,95 0,49 1,20 1,57 0,49 2,14 1,87 

Rhodotorula 

pilimanae 

3,53 0,11 1,25 2,01 3,32 4,11 1,19 1,60 2,52 0,15 1,27 2,53 

Levedura             

S. cerevisae 2,14 0,60 1,14 2,22 3,25 3,31 0,83 1,95 2,32 0,62 1,51 2,48 

Torula utilis 2,62 0,60 1,36 2,28 3,51 3,77 0,79 2,93 2,62 0,51 2,00 2,93 

Candida sp. 2,10 0,57 1,02 2,50 3,92 3,30 1,02 2,10 2,67 0,68 1,88 2,79 

Cultura mista de 
fungos 

            

Geotrichum 

candidum, 

Hansenula anomala, 

e Candida crusei 

 

2,24 

 

0,56 

 

1,04 

 

2,33 

 

3,63 

 

3,27 

 

0,53 

 

3,15 

 

2,39 

 

- 

 

1,91 

 

2,81 

Alga             

Spirulina maxima 3,93 0,24 1,09 3,63 4,84 2,79 0,85 3,02 2,79 0,85 2,42 3,93 

Fonte: http://www.fao.org/docrep/field/003/AB468E/AB468E05.htm 

 

O termo Single Cell Protein foi criado em 1966 por Carrol Wilson para 

introduzir a ideia de utilizar a biomassa microbiana como alimento, entretanto a 

produção de proteína microbiana já havia sido empregada pela primeira vez 

durante a Primeira Guerra Mundial na Alemanha em virtude da escassez de 

alimentos convencionais. A levedura Saccharomyces cerevisiae foi cultivada 

em melaço de cana-de-açúcar para o consumo humano e cerca de 60% da 

importação de alimentos foi reduzida no país. Além disso, durante a Segunda 

Guerra Mundial, o sulfito, resíduo da fabricação de papel, foi utilizado como 

substrato para produção de biomassa por Candida utilis (conhecida 
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anteriormente como Torula ou Torulopsis utilis) (GARCÍA–GARYBAI et al., 

2014).  

 

1.1 Microrganismos utilizados para produção de SCP 

 

A ideia da utilização de microrganismos como componente nutritivo pode 

ser rejeitada por algumas pessoas, entretanto, os microrganismos são 

amplamente empregados na biotecnologia de alimentos para produção de 

queijos, produtos lácteos fermentados, soja fermentada (NALAGE et al., 2016), 

dentre muitos outros. Uma variedade de microrganismos como bactérias, 

fungos, incluindo as leveduras, e algas, são utilizados para produzir SCP e 

algumas espécies estão apresentadas na Tabela 3. Microalgas como Spirulina 

e Chlorella e algas marrons possuem teor de proteína em torno de 40%, ácidos 

graxos, carotenoides, vitaminas, sais minerais (ZHENMING et al., 2006; 

GOUVEIA et al., 2008), e teor de ácidos nucléicos, relativamente baixo, entre 

3-8% (NASSERI et al., 2011). As microalgas são utilizadas na alimentação 

animal principalmente na aquicultura (moluscos, camarões, peixes) e na 

alimentação humana como suplementos, disponíveis em comprimidos, 

capsulas, aditivos alimentares, entre outros (ZHENMING et al., 2006; 

GOUVEIA et al., 2008).  

Embora as proteínas provenientes de algas sejam de alta qualidade e 

comparáveis às proteínas vegetais (GHASEMI; RASOUL-AMINI; MOROWVAT, 

2011), é considerada pouco atrativa quando comparada com a SCP de 

leveduras e de bactérias (RASOUL-AMINI et al., 2009) uma vez que 

apresentam parede celular rígida, que corresponde a cerca de 10 % do seu 

peso seco celular, o que dificulta a sua digestão. Além disso, a produção 

geralmente ocorre ao ar livre o que favorece contaminações por bactérias e 

protozoários e depende de condições climáticas favoráveis para o seu cultivo 

(CHI et al., 2006; HARUN et al., 2010). 
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Tabela 3: Microrganismos e substratos utilizados para produção de SCP. 
 

Microrganismos Substrato Conteúdo 

proteico 

(%) 

Referência 

Algas    

Spirulina platensis Vinhaça de beterraba 53-57 Coca et al. (2015) 

Fungos filamentosos    

Aspergillus flavus  Farelo de Arroz 10 Valentino et al. (2016) 

Trichoderma 

harzianum  

Soro de queijo 34 Sisman et al. (2013) 

Aspergillus niger Farelo de Arroz 11 Valentino et al. (2016) 

 

Aspergillus niger Resíduos de 
processamento de fécula 
de batata 

38 Liu et al. (2013), (2014) 

Fusarium venenatum  Glicose (Produto: QuornTM) 44 Wiebe (2002) 

Bactérias    

Bacillus licheniformis Resíduos de 
processamento de fécula 
de batata 38 Liu et al. (2014) 

B.  pumilis Resíduos de 
processamento de fécula 
de batata 46 Liu et al. (2013) 

Corynobacterium 
amoniagenes 

Glucose e frutose 61 Wang et al. (2013) 

Rhodopseudomonas 
palustris 

Resíduos de folha de 
borracha de látex 55–65 

Kornochalert et al.  
(2014) 

 

Leveduras  

   

Candida crusei  Soro de leite 48 Yadav et al. (2014) 

Candida tropicalis  Melaço de soja 56 Gao et al. (2012) 

Candida utilis  
 

Cama de frango 29 Zhao et al. (2010) 

Chrysonilia sitophilia  Lignina 39 Rodriguez et al. (1997) 

Debaryomyces 

hansenii  

Hidrolisado hemicelulósico 
de grãos da cervejaria 

32 Duarte et al. (2008) 
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Kluyveromyces 

marxianus  

Soro de Queijo 43 Yadav et al. (2014), 
(2016) 

Saccharomyces 

cerevisiae  

Polpa de laranja, melaço, 
grão de cervejaria 

24 Aggelopoulos et al. 
(2014) 

Yarrowia lipolytica  Inulina, glicerol bruto 48–54 Cui et al. (2011), 
Juszczyk (2013) 

Fonte: Adaptado Ritala et al. (2017) 

 

As bactérias geralmente apresentam maiores teores de proteínas bruta 

quando comparado com outros microrganismos empregados para produção de 

SCP como mostrado na Tabela 1. Entretanto, o uso de SCP bacteriana é 

limitado devido aos elevados teores de ácidos nucleicos em relação aos fungos 

e leveduras (ZHENMING et al., 2006; WANG et al., 2009). A ingestão de 

proteína microbiana contendo elevados teores de ácidos nucleicos pode 

ocasionar o desenvolvimento de doenças, como gota ou pedra nos rins em 

seres humanos, devido ao acúmulo de ácido úrico no corpo proveniente da 

degradação de purinas (YADAV et al., 2016). Entretanto, para os mamíferos, 

exceto monogástricos, repteis e moluscos, o consumo de proteína microbiana 

com alto teor de ácidos nucleicos não representa problema, pois possuem as 

enzimas uricase ou urease que são capazes de degradar o ácido úrico em 

ureia ou amônia (NAJAFPOUR, 2007). A remoção ou redução de ácidos 

nucleicos para níveis aceitáveis (entre 1-11%) pode ser feita por tratamentos 

químicos (por exemplo, com cloreto de sódio, hidróxido de amônio e hidróxido 

de sódio) e enzimáticos (ribonuclease e desoxirribonuclease). O processo 

também pode aumentar a qualidade e a digestibilidade de SCP após a 

destruição da parede celular (ANUPAMA, RAVINDRA, 2000).  

As características nutricionais da SCP fúngica são consideradas 

comparáveis com bactérias e leveduras, tendo como principal desvantagem de 

produção o crescimento lento dos fungos filamentosos (NIGAM; SINGH, 2014). 

Entretanto, diversos fungos filamentosos são estudados para produção de 

SCP, como apresentado na Tabela 3. A biomassa de fungos contem em torno 

de 30 a 50% de proteína bruta, teor de ácidos nucleicos de 1 a 10%, além de 

vitaminas do complexo B (NASSERI et al., 2011). O fungo filamento Fusarium 

venenatum é o microrganismo mais conhecido para a produção de SCP, sendo 
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comercializado como o produto QuornTM ou micoproteína, uma fonte de 

proteína aprovada para alimentação humana (GILANI et al., 2003). A 

Micoproteína está disponível no mercado desde 1985 no Reino Unido, Europa 

e Estados Unidos, apresenta características semelhantes a carne como 

formato e consistência e valor nutricional semelhante a soja (NIGAM; SINGH, 

2014). 

Algumas leveduras como Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, C. 

tropicalis, Cryptococcus aureus e espécies dos gêneros Hansenula, Pichia e 

Torulopsis podem ser utilizadas para produção de biomassa microbiana 

(ZHENMING et al., 2006; Gao et al., 2007). Candida utilis é amplamente 

utilizada como suplemento nutricional em rações para animais e S. cerevisiae é 

a única espécie de levedura totalmente aceitável para o consumo humano 

(BEKATOROU; PSARIANOS; KOUTINAS, 2006). Geralmente as leveduras 

possuem maior aceitabilidade para produção de SCP porque já são utilizadas 

para produção de alimentos comuns como pão e cerveja (GARCÍA-GARYBAI 

et al., 2014). Sua biomassa possui elevados teores de proteína, que pode 

substituir a farinha de peixe, além de ser fonte de vitaminas do complexo B, 

aminoácidos essenciais como lisina metionina, e leucina, minerais e outros 

componentes que podem estimular a resistência a doenças quando utilizadas 

em ração para animais marinhos (ZHENMING et al., 2006). Aproximadamente 

50 a 52% do peso seco celular consiste em proteínas, 30 a 37% de 

carboidratos, 4–7% de lipídios, 6–8% de ácidos nucleicos e 7–8% de minerais 

(NASSERI et al., 2011). As leveduras possuem características que favorecem a 

sua utilização na produção de SCP como crescimento rápido, células grandes, 

capacidade de floculação, o que facilita a recuperação durante o cultivo, e 

geralmente crescem em pH ácido que dificulta contaminação por bactérias 

(GAO et al., 2007; SHENG et al., 2007) e taxa de digestão de proteínas 

geralmente superior a 80% (ANAPUMA; RAVINDRA, 2000).  

 

1.2 Produção de Single Cell Protein (SCP)  

 

A produção de SCP a partir de resíduos agroindustriais torna o processo 

economicamente viável pois reduz os custos de produção e ajuda no processo 

de reciclagem de resíduos (ANAPUMA; RAVINDRA, 2000). Com isso, diversos 



17 

 

substratos vêm sendo utilizados para produção de biomassa com alto teor de 

proteínas. Como observado nos trabalhos de Gao, Li, Liu (2012), que avaliaram 

as condições ótimas para maximizar a produção de proteína microbiana por 

Candida tropicalis CGMCC a partir de melaço de soja. Sob condições ótimas, 

utilizaram 70 g/L de melaço de soja, 0,2 g/L de extrato de levedura, e 0,03 g/L 

de CaCl2, pH 5,5, 30 °C, 200 rpm, sendo obtidas 10,83 g/L de biomassa seca e 

6,11 g/L de proteínas totais após 30 horas de fermentação. Sun et al. (2012) 

isolaram a levedura Wickerhamomyces anomalus HN1-2 e cultivaram a cepa 

em fermentador de 5L contendo 30 g/L de glicose, 40 g/L de soja hidrolisada 

em pH 4,0, obtendo a produção de 7,3 g/L de biomassa e teor de proteína 

bruta de 56 g/100g. A biomassa de W. anomalus HN1-2 continha aminoácidos 

essenciais, como lisina (7,8%), metionina (1,8%) e leucina (9,0%). Gao et al. 

(2007) obtiveram a levedura marinha Cryptococcus aureus G7 e avaliaram o 

efeito das concentrações de extrato de alcachofra de Jerusalém suplementado 

com diferentes fontes de nitrogênio para a produção de proteína bruta. Os 

autores verificaram que utilizando 60 g/L de extrato de alcachofra de Jerusalém 

e 40 g/L de hidrolisado de farelo de soja, em pH 5,0, a 28 °C e 170 rpm, 

obteve-se 53,0 g de proteína bruta/100 g de peso seco celular. Após análises 

do perfil nutricional da biomassa, constataram aminoácidos como lisina (2,6%), 

metionina (3,1%) e leucina (9,1%), que são descritos por estimular o 

crescimento em peixes marinhos. Verificaram também 2,1 mg/100 g de peso 

seco celular de vitamina C e baixo teor de ácidos nucleicos (2,1%).  

A cultura mista de microrganismos também é empregada para converter 

resíduos agroindustriais em biomassa com alto teor de proteínas (PAUL et al., 

2002). Yadav et al. (2014) avaliaram a produção de SCP por meio da 

fermentação de soro de leite empregando cultura mista de Kluyveromyces 

marxianus e Candida krusei.  Utilizando uma concentração 17,5 g/L de lactose, 

40 °C e pH 3,5 para evitar contaminação por bactérias, obtiveram 47,4 % de 

proteínas com produtividade de 0,38 g/L/h. Ahmed; Ahamad; Hashmi (2010) 

avaliaram diferentes concentrações de palha de milho como fonte de carbono 

(0% a 8% p/v) na produção de proteína bruta pela cultura mista 

Arachniotus sp., e Candida utilis e constataram que a produção de proteína 

bruta atingiu máxima produção utilizando 6% (p/v) de palha de milho e relação 

de Nitrogênio: Carbono (C:N) 30:1. Empregando as condições otimizadas e 
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variando apenas a aeração em fermentações em reatores de 75 L, a biomassa 

obtida continha aproximadamente 23,51% de proteína bruta com perfil de 16 

aminoácidos. Hashem et al. (2014) relataram que o pH levemente ácido (4,0-

6,0) e temperatura a 25°C foram as condições ótimas para a produção de 

biomassa pelas leveduras Hanseniaspora uvarum KKUY-0084 e 

Zygosaccharomyces rouxii KKUY-0157. Além disso, a adição de diferentes 

concentrações de Mg ou Mn induziu a produção de biomassa das duas cepas, 

evidenciando a importância de metais para melhorar o crescimento das 

leveduras. Geralmente, a adição de elementos como potássio, manganês, 

zinco, ferro são importantes para o crescimento de muitos microrganismos 

(NASSERI et al. 2011), uma vez que são cofatores de coenzimas importantes 

no metabolismo celular. 

Li et al. (2009) empregaram a metodologia de superfície de resposta 

para otimizar as condições de cultivo para o crescimento de Candida utilis em 

águas residuais de bambu hidrolisado. Os autores verificaram que o pH inicial, 

o tempo de fermentação e a concentração de extrato de levedura foram os 

principais fatores que influenciaram na produção de biomassa por C. 

utilis. Após a otimização, a biomassa de C. utilis foi aumentada de 8,48 para 

14,82 g/L. Rajoka et al. (2004) observaram que a biomassa formada por C. 

utilis  utilizando farelo de arroz como substrato, continha 27,8% de proteína 

bruta, 0,27 % de RNA e mais de 16 aminoácidos, sendo que a quantidade de 

sete aminoácidos essenciais são comparáveis com o padrão de referência da 

FAO (1957).  

Zhao, Zhang, Zhang (2010) estudaram a produção de SCP pelas cepas 

C. utilis 1769, C. tropicalis 1253, S. cerevisiae 1027 e S. cerevisiae 1335 a 

partir de pó de capsicum gerado da extração de capsantina da China. As cepas 

do gênero Candida produziram mais proteína bruta que as do gênero 

Saccharomyces. C. tropicalis 1253 foi a levedura que apresentou maior 

produção de biomassa (14 g/L com 48% de proteína bruta). Além disso, os 

autores observaram que a biomassa produzida por C. utilis 1769 continha 

todos os aminoácidos essenciais que podem ser utilizados em rações para 

alimentação animal. De acordo com Pires et al. (2016), a biomassa formada 

pelas cepas CCMA 0137 e CCMA 0188 de S. cerevisiae utilizando vinhaça 

como substrato apresentou 53,31% de proteína, 2,3% de ácidos nucleicos e 
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todos aminoácidos essenciais, exceto metionina e cisteína. Além disso, 

verificaram que a biomassa possuía dez aminoácidos não essenciais, sendo 

que a prolina foi o mais abundante (32,07%). De acordo com as características 

nutricionais a biomassa pode ser utilizada como fonte de proteína, 

principalmente para alimentação de peixes. 

 

2 GLICEROL BRUTO 

 

O glicerol bruto ou glicerina é gerado a partir da produção de biodiesel 

numa proporção de 10 % (v/v) e é uma mistura constituída por glicerol e 

impurezas como, metanol ou etanol, sabão, ácidos graxos livres e triglicerídeos 

(LUO, et al., 2016). Sua composição pode variar de acordo com o processo de 

produção do biodiesel, matéria prima e catalisador utilizado (RODRIGUES, et 

al., 2016). É um líquido viscoso e apresenta cor variando de amarelo-claro a 

castanho-escuro (CIRIMINNA et al., 2014). O glicerol, ou 1,2,3-propanotriol, é 

um poliálcool cuja fórmula estrutural está apresentada na Figura 1.  

 

 

Figura 1: Estrutura química do glicerol (ARRUDA et al., 2007). 

 

O glicerol bruto geralmente é refinado a glicerol puro, que possui 

diversas aplicações nas indústrias de alimentos, farmacêutica e de cosméticos 

(WANG et al., 2001; CHATZIFRAGKOU et al., 2011). Entretanto, o processo de 

purificação apresenta alto custo, pois requer elevado consumo de energia 

tornando este processo inviável para pequenos e médios produtores de 

biodiesel (UPRETY et al., 2016). Por outro lado, o excesso de glicerol bruto no 
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mercado representa um problema para as indústrias, pois não pode ser 

descartado no meio ambiente sem tratamento adequado devido ao seu efeito 

poluente. Além disso, devido ao alto teor de impurezas, como sais e metanol 

possui aplicações limitadas na indústria química e farmacêutica 

(CHATZIFRAGKOU et al., 2010; METSOVITI et al., 2012). Assim, o 

desenvolvimento de processos de baixo custo para converter o glicerol em 

produtos industriais pode ser uma alternativa para a valorização biotecnológica 

deste resíduo, além de agregar valor à produção de biodiesel (DHARMADI; 

MURAKA; GONZALES, 2006; YANG; HANNA; SUN, 2012). 

 

2.1 Fermentação microbiana do glicerol 

 

Para da Silva et al. (2015), a assimilação do glicerol pelos 

microrganismos envolve o transporte passivo e transporte ativo através da 

membrana plasmática. Em bactérias, o glicerol é transportado através da 

difusão facilitada, enquanto que para as leveduras Saccharomyces cerevisiae e 

Candida utilis, ocorre por difusão simples. No entanto, C. utilis apresenta 

permeabilidade para o glicerol cerca de 105 vezes maior que S. cerevisiae 

(DILLS et al., 1980; GANCEDO; GANCEDO; SOLS, 1968). Segundo Neves; 

Lages; Lucas (2004) mecanismos de transporte ativo, do tipo simporte 

glicerol/H+ e simporte glicerol/Na+ dependentes de ATP, também podem ser 

descritos em várias espécies de leveduras. 

O glicerol pode ser metabolizado por leveduras através de duas rotas: 

via dihidroxiacetona ou a via glicerol-3-fosfato (AMARAL et al., 2009). A 

primeira é catalisada pelas enzimas glicerol desidrogenase (EC 1.1.1.6) e 

dihidroxiacetona cinase (EC 2.7.1.29), e a segunda via envolve as enzimas 

glicerol cinase (EC 2.7.1.30), codificada pelo gene gut1, e glicerol 3-fosfato 

desidrogenase (EC 1.1.5.3) mitocondrial dependente de FAD codificada por 

gut2 (WANG et al., 2001; RIVALDI et al., 2012). Em S. cerevisiae, o glicerol é 

fosforilado pela glicerol cinase (EC 2.7.1.29), formando glicerol-3-fosfato, que 

pode ser usado tanto como um precursor para a biossíntese de lipídios como 

para a conversão em dihidroxiacetona fosfato, que é uma molécula 

intermediária que pode ser transformada em gliceraldeído-3- fosfato pela triose 

fosfato isomerase no centro da rota metabólica, ou pode servir como substrato 
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para a síntese de outros metabólitos (GRAUSLUND; LOPES; RONNOW, 1999; 

AMARAL et al., 2009). 

Baseado nas diferentes rotas metabólicas, o glicerol bruto vem sendo 

empregado para produção de diversos compostos com valor agregado. Como, 

por exemplo, os ácidos orgânicos, que podem ser utilizados em indústrias de 

alimentos e farmacêuticas (LEVISON; KURTZMAN; KUO, 2007; DA SILVA; 

MACK; CONTIERO, 2009; CHATZIFRAGKOU et al., 2011), butanol, 1,3-

propanodiol (DE SOUZA et al., 2014; RODRIGUEZ et al., 2016; YANG et al., 

2017), lipídeos microbianos para produção sustentável de biodiesel (LIANG et 

al., 2010; SAENGE et al., 2011; HUANG et al., 2013), etanol (LIU; JENSEN; 

WORKMAN, 2012; ADNAN et al., 2014; THAPA et al., 2015), biomassa 

microbiana (TACCARI et al., 2012; JUSZCZYK et al., 2013), entre diversos 

outros (DA SILVA; MACK; CONTIERO, 2009).  

Uma opção para a utilização do glicerol é sua fermentação para 

produção de biomassa microbiana com alto teor de proteínas que pode ser 

destinada para formulação de rações animais. De acordo com Juszczyk et al. 

(2013), a biomassa formada pela cepa Yarrowia lipolytica a partir de glicerol 

como fonte de carbono, apresenta elevada quantidade de proteína bruta (42-

45%) e aminoácidos que podem ser utilizados na alimentação animal como 

componente nutritivo em ração. Dessa forma, é interessante estudar o 

potencial do glicerol bruto para a produção de biomassa com alto teor de 

proteínas, buscando aplicações para o glicerol bruto.  
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Resumo: 
Este trabalho teve como objetivos avaliar a produção de Single Cell Protein (SCP) por 
leveduras utilizando o glicerol bruto como fonte de carbono, selecionar a levedura mais 
promissora e otimizar a produção de biomassa e de proteína bruta. As leveduras 
avaliadas neste estudo foram Aureobasidium pullulans EBJ31, Candida 

(Metschnikowia) pseudointermedia CAC01, Rhodotorula mucilaginosa CCC31, 
Wickerhamomyces anomalus CCC32 e Trichosporon asahii EPB13. W. anomalus 
CCC32 foi a cepa mais promissora para produção de SCP. A otimização da produção de 
biomassa e de proteína bruta foi realizada por meio da metodologia experimental 
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Após a otimização, a produção 
máxima de biomassa foi cerca de 20 g/L e a concentração de proteína bruta foi de 33% 
em 84 h, utilizando 25 g/L glicerol bruto, 3,5 g/L de NaNO3 e 6,5 g/L de ureia, a 30 °C 
e 150 rpm. Dessa forma, o glicerol bruto mostrou-se como uma opção de substrato para 
produção de SCP por leveduras, sendo uma alternativa para agregar valor a esse 
resíduo. W. anomalus CCC32 apresentou características favoráveis para produção de 
SCP como crescimento rápido, alta produção de biomassa com alto teor de proteína 
bruta.  
 

Palavras-chave: Biodiesel, resíduo agroindustrial, fungos, fermentação 

 

1. Introdução  

 

Single Cell Protein (SCP) refere-se às células secas de microrganismos como 

leveduras, fungos filamentosos, algas e bactérias que podem ser utilizados como fonte 

de proteína para alimentação humana e animal (Sisman et al., 2012; Najafpour, 2015). 

SCP possui muitas aplicações nas indústrias de alimentos por conter alto teor de 

proteína, alta porcentagem de aminoácidos essenciais, vitaminas e outros nutrientes 

como sais minerais (Anapuma and Ravindra, 2000; Gao, et al., 2007; Wang et al., 

2009). Dessa forma, pode substituir fontes de proteínas convencionais como farelo de 

soja e farinha de peixe (Anapuma and Ravindra, 2000), tendo uma promissora aplicação 
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biotecnológica, tornando-se ainda mais vantajosa quando sua produção está associada à 

utilização de resíduos agroindustriais como substrato (Ponsano et al., 2003). 

Algumas leveduras como Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis, C. 

tropicalis, Cryptococcus aureus e algumas espécies dos gêneros Hansenula, Pichia e 

Torulopsis podem ser utilizadas para produção de SCP. Sua biomassa possui elevados 

teores de proteína, além de ser fonte de vitaminas do complexo B, minerais e outros 

componentes descritos por estimular a resistência a doenças quando utilizadas em ração 

para animais marinhos (Zhenming et al., 2006). S. cerevisiae além de possuir alto teor 

de proteína bruta, apresenta perfil de aminoácidos semelhantes àqueles descritos na 

farinha de peixe podendo ser empregada na aquicultura (Vidakovic et al., 2015). 

Segundo Juszczyk et al. (2013) a biomassa formada pela cepa Yarrowia lipolytica S6 

produzida a partir de glicerol bruto como fonte de carbono, apresentou elevada 

quantidade de proteína bruta (42-45%) e aminoácidos como lisina, treonina e 

fenilalanina que podem ser utilizados na alimentação animal como componente 

nutritivo em ração. 

 A produção de SCP a partir de resíduos agroindustriais torna o processo 

economicamente atrativo, pois reduz os custos de produção e ajuda no processo de 

reciclagem de resíduos (Anapuma e Ravindra, 2000; Sisman et al., 2012). Geralmente, 

diversos substratos são utilizados para produção de SCP como melaço de cana-de-

açúcar, soro de leite, vinhaça de beterraba, glicerol bruto, entre outros (Ritala et al., 

2017). O glicerol bruto, subproduto gerado a partir da produção de biodiesel numa 

proporção de 10% (v/v), consiste em glicerol, sais (como potássio) e álcool residual 

(metanol ou etanol) (da Silva et al., 2015). O glicerol bruto pode ser refinado obtendo-se 

o glicerol puro, que é amplamente utilizado nas indústrias farmacêuticas e de 

cosméticos (Galanakis, 2012; Uprety et al., 2016). Porém, o processo de refino requer 

elevado consumo de energia e apresenta alto custo, tornando esse processo inviável para 

pequenos e médios produtores de biodiesel (Uprety et al., 2016). Por outro lado, o seu 

descarte requer tratamento adequado, pois pode causar impactos ambientais, gerando 

custos adicionais à cadeia produtiva de biodiesel (Luo et al., 2016). Sendo assim, o 

desenvolvimento de processos para converter o glicerol bruto de baixo custo em 

produtos industriais é desejado, pois pode ser uma alternativa para a valorização 

biotecnológica deste resíduo, além de agregar valor à produção de biodiesel (Yang et 

al., 2012).  



31 

 

O glicerol bruto possui vantagens, como menor custo e grandes quantidades 

disponíveis, podendo ser utilizado em substituição a carboidratos tradicionais como 

sacarose, glicose e amido para obtenção de produtos de valor agregado como biomassa 

microbiana com alto teor de proteína bruta (Papanikolaou et al., 2008; Quin et al., 

2017). Sendo assim, os objetivos desse trabalho foram avaliar a produção de Single Cell 

Protein (SCP) por leveduras utilizando o glicerol bruto como fonte de carbono, 

selecionar a levedura mais promissora e otimizar a produção de biomassa e de proteína 

bruta. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Microrganismos e substrato 

 

As leveduras Candida (Metschnikowia) pseudointermedia CAC01, Rhodotorula 

mucilaginosa CCC31, Wickerhamomyces anomalus CCC32, Aureobasidium pullulans 

EBJ31 e Trichosporon asahii EPB13 foram obtidas da coleção de culturas do 

Laboratório de Biotecnologia de Microrganismos da Universidade do Estado da Bahia – 

Campus Senhor do Bomfim, Brasil. As cepas foram mantidas em glicerol P.A 40% 

(p/v) a -18 ºC para preservação. O glicerol bruto utilizado nos experimentos era 

composto por 81% de glicerol (p/v) e foi obtido de uma usina de biodiesel localizada na 

cidade de Candeias, Bahia, Brasil. 

 

2.2 Seleção das leveduras para produção de biomassa e proteína bruta a partir do 

glicerol bruto 

 

A seleção das leveduras para produção de biomassa e de proteína bruta foi 

realizada com o meio de cultura Extrato de Malte (YM) modificado, contendo (g/L): 

extrato de levedura (3,0), extrato de malte (3,0), peptona (5,0) e glicerol bruto (20,0). O 

inóculo foi preparado cultivando-se cada cepa em 50 mL de meio, com agitação de 150 

rpm, 30 ºC, durante 24 h. Em seguida, 10% do inoculo foram transferidos para frascos 

de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio, em pH 5,0, ajustado com HCl 2 

M. Os frascos foram incubados em shaker a 30 ºC e 150 rpm por 96 h, sendo retiradas 

amostras a cada 24 h. Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados 
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obtidos foram avaliados estatisticamente por meio da análise de variância (ANOVA) e 

teste de Tukey a 5% de significância pelo software R studio 3.3.4. 

 

2.3 Efeito de fontes de nitrogênio para produção de biomassa e de proteína bruta 

 

Diferentes fontes de nitrogênio foram avaliadas para a produção de biomassa e 

de proteína bruta pela levedura selecionada. Foi utilizado o meio com a seguinte 

composição (g/L): K2HPO4 (1,0), NaCl (1,0), MgSO4 (0,2), glicerol bruto (20,0) e 

diferentes fontes de nitrogênio a 10 g/L: (extrato de levedura, milhocina, peptona, 

nitrato de sódio (NaNO3), sulfato de amônio  (NH4)2SO4) e ureia). As fermentações 

foram realizadas em frascos de 250 mL contendo 50 mL de meio. Os frascos foram 

incubados em shaker a 150 rpm, a 30°C, por 24 h. Os experimentos foram realizados 

em triplicata e os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente por meio da 

análise de variância (ANOVA) e teste de Scott-Knott a de 5% de significância pelo 

software R studio 3.3.4. 

 

2.4 Métodos analíticos 

 

Após o cultivo, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g/ 20 min e a biomassa 

foi utilizada para determinar o crescimento celular e o teor de proteína bruta, e o 

sobrenadante foi congelado para posterior análise de glicerol por HPLC. O crescimento 

celular foi determinado utilizando curva padrão relacionando a massa seca x densidade 

óptica (600 nm). Para determinar a concentração de proteína bruta, a biomassa foi 

lavada com água destilada e seca a 65 °C até obtenção de peso constante. Em seguida, 

0,1 g da biomassa seca foi digerida em bloco digestor com uma mistura de 3,5 mL de 

ácido sulfúrico concentrado e 3,0 mL de peróxido de hidrogênio a 30 % (v/v), a 350 ºC 

por 1,5 h. O teor proteico total da biomassa foi determinado pelo método fenol-

hipoclorito, adotando-se o fator de 6,25 para a conversão a partir dos teores de 

nitrogênio total (Weatherburn, 1967; Felker, 1977). Glicerol residual e etanol foram 

analisados por Cromatografia Líquida de Alta eficiência (HPLC Dionex modelo 

Ultimate 3000, Alemanha) equipado com detector RI e coluna Rezex ROA H+ (300 x 

7,8 mm). A temperatura do forno foi mantida em 80 ºC e fase móvel de H2SO4 0,005 M 

com fluxo de 0,6 mL/min.  
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2.5 Otimização da produção de biomassa e proteína bruta utilizando Delineamento 

Composto Central Rotacional (DCCR) 

 

A otimização da produção de biomassa e de proteína bruta foi realizada 

empregando-se a Metodologia de Superfície de Resposta. A produção de biomassa 

(g/L) e a concentração de proteína bruta (%) foram as variáveis dependentes, e a 

concentração de glicerol bruto, NaNO3 e ureia foram as variáveis independentes. Uma 

matriz de planejamento fatorial completo 23 foi construída por meio de Delineamento 

Composto Central Rotacional (DCCR), resultando em 17 ensaios (Rodrigues e Iemma, 

2009). Dois níveis foram selecionados, sendo um superior (+1) e um inferior (-1), além 

de dois pontos axiais (+1,68 e -1,68) e um ponto central (0) que foi realizado em 

triplicata. Este modelo é representado por uma regressão polinomial de segunda ordem, 

Equação (1): 

 

Y= b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3 + b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 + b11X1
2 + b22xX2

2 + b33X3
2 

 

onde: y é a resposta predita da produção de biomassa e/ou produção de proteína bruta; 

X1, X2 e X3 são as formas codificadas (glicerol, NaNO3 e ureia, respectivamente); b0 

refere-se ao ponto de interseção; b1, b2 e b3 são coeficientes lineares; b12 coeficiente de 

interação dupla; b11, b22 e b33 são coeficientes quadráticos. Os valores dos níveis 

estudados foram calculados através da Equação (2):  

 

Xn = (X − X0) / X+1 − X-1 

 

Onde: Xn é o valor codificado; X é o valor real da variável independente; X0 o valor real 

do ponto central; X+1 é o valor do nível superior; X-1 é o valor do nível inferior. 

 O inóculo utilizado nos ensaios do planejamento experimental foi preparado em 

frascos de Erlenmeyers de 125 mL contendo 25 mL de meio composto por (g/L): 

K2HPO4 (1,0), NaCl (1,0), MgSO4 (0,2), extrato de levedura (1,0), NaNO3 (5,0), ureia 

(5,0) e glicerol bruto (20,0), incubados em shaker a 150 rpm, a 30°C, por 24 h. Os 

ensaios fermentativos foram realizados em frascos de Erlenmeyers de 250 mL contendo 

50 mL de meio de composição descrita acima e inóculo a 10% (v/v), incubados em 

shaker nas mesmas condições utilizadas para o inóculo. A concentração de glicerol 
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bruto, de NaNO3 e de ureia foram ajustados de acordo com cada ensaio do planejamento 

experimental (Tabela 2). 

Os resultados apresentados pelo modelo experimental aplicado foram avaliados 

através do programa Statistica versão 7.1. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

3.1 Seleção das leveduras para produção de biomassa e proteína bruta a partir do 

glicerol bruto 

 

A cinética da fermentação do glicerol bruto pelas leveduras avaliadas durante 96 

horas está apresentada na Fig. 1. Todas as leveduras, exceto T. asahii EPB13, utilizaram 

o glicerol bruto como fonte de carbono para produção de biomassa e proteína bruta. W. 

anomalus CCC32 consumiu todo substrato em aproximadamente 48 h, sendo que nas 

primeiras 24 h o glicerol foi utilizado para produção de biomassa, de proteína bruta e de 

etanol (2,82 g/L). Enquanto que A. pullulans EBJ31, C. pseudointermedia CAC01 e R. 

mucilaginosa CCC31 consumiram o glicerol após 72 h.  

W. anomalus CCC32 foi a levedura que atingiu maior produção de biomassa, 

cerca de 21,5 g/L; já o crescimento celular de A. pullulans EBJ31, C. pseudointermedia 

CAC01 e R. mucilaginosa CCC31 foi mais lento, provavelmente devido ao consumo 

mais lento do glicerol. T. asahii EPB13 não consumiu o glicerol e foi a cepa que 

apresentou menor produção de biomassa (5,24 g/L), sugerindo que seu crescimento 

ocorreu a partir dos outros nutrientes do meio de cultivo. 

Em relação à produção de proteína bruta, para todas as cepas, a produção 

máxima ocorreu em 24 h e não houve diferença estatística (p>0,05) entre A. pullulans 

EBJ31, C. (Metschnikowia) pseudointermedia CAC01 e W. anomalus CCC32. No 

entanto, em 24 h W. anomalus CCC32 produziu aproximadamente o dobro de biomassa 

(12,97 g/L) diferindo estatisticamente (p<0,05) das demais cepas, o que resulta em um 

rendimento maior de produção de proteína (Yp/s 0,05 g/g). Enquanto o Yp/s para A. 

pullulans EBJ31 e para as demais leveduras foi 0,02 g/g e 0,01 g/g, respectivamente. 

Considerando que W. anomalus CCC32 apresentou rápido crescimento em meio 

contendo glicerol bruto, melhores resultados para a produção de biomassa, consumo de 

glicerol e melhor rendimento na produção de proteína, essa cepa foi selecionada para os 

testes de otimização da produção de biomassa e de proteína bruta. 
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Fig. 1- Fermentação do glicerol bruto por W. anomalus CCC32 (A), A. pullulans EBJ31 (B), C. 

(Metschnikowia) pseudointermedia CAC01 (C), R. mucilaginosa CCC31 (D) e T. asahii EPB13 (E) a 

30°C, 150 rpm durante 96 h. 

 

 

W. anomalus (anteriormente Hansenula anomala e Pichia anomala) possui 

diversas aplicações com interesse biotecnológico e industrial. Essa levedura tem sido 

empregada no controle biológico de frutas (Olstorpe et al., 2010; Oro et al., 2014) 

certificada pela European Food Safety Authority (EFSA) (Cappelli et al., 2014), na 

produção de biocombustíveis (Walker, 2011), polihidroxialcanoatos, também 

conhecidos como plástico biodegradável (Ojha e Das, 2018), biossurfactantes (Souza et 

al., 2018), compostos aromáticos e sensoriais que melhoram o sabor de alimentos como 
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cacau e chocolate (Koné et al., 2016), cerveja (Basso et al., 2016), alimentos orientais 

(Zha et al., 2018), entre outros. Além disso, essa levedura é classificada no nível de 

biossegurança 1, o que a torna segura para as mais diversas aplicações industriais 

(Sundg e Melin, 2010). 

 
3.2 Fontes de nitrogênio para produção de SCP por W. anomalus CCC32 

 

Li et al. (2017) afirmaram que diversas fontes de nitrogênio, como amônia, 

ureia, peptona, extrato de levedura, milhocina, entre outros, podem aumentar o 

crescimento celular de leveduras, porém, nem todas as fontes contribuem de forma 

semelhante. Portanto, o efeito de diferentes fontes de nitrogênio foi avaliado para 

produção de SCP por W. anomalus CCC32 e os resultados estão apresentados na Tabela 

1. Verificou-se que o extrato de levedura levou à maior produção de biomassa (11,65 

g/L) e concentração de proteína bruta (37,33%), diferindo estatisticamente das outras 

fontes de nitrogênio (p<0,05). O extrato de levedura contém vitaminas, minerais e 

aminoácidos que favorecem o crescimento celular (Li et al., 2011). No entanto, o nitrato 

de sódio também favoreceu a produção de biomassa (10,37 g/L), não diferindo 

estatisticamente da peptona (p>0,05). Por outro lado, a ureia favoreceu a produção de 

proteína bruta, que atingiu 32,5%,  produzindo 4,54 g/L de biomassa.  

 

 
Tabela 1- Biomassa (g/L) e teor de proteína (%) por W. anomalus CCC32 após 24 de 
fermentação utilizando diferentes fontes de nitrogênio.  

 
Fonte de nitrogênio Biomassa (g/L) Proteína bruta (%) 

Extrato de levedura 11,65 *a 37,33 a 

Nitrato de sódio 10,37 b 22,67 e 

Peptona 10,18 b 29,67 c 

Milhocina 6,75 c 13,33 f 

Sulfato de amônio 6,13 d 26,67 d 

Ureia 4,54 e 32,50 b 

*Letras iguais não diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de significância. 
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Embora a maior produção de SCP por W. anomalus CCC32 tenha sido com o 

extrato de levedura, a produção com o nitrato de sódio e a ureia também apresentou 

bons resultados. Enquanto que o nitrato de sódio favoreceu a produção de biomassa, a 

ureia favoreceu a produção de proteína bruta por W. anomalus CCC32. Assim, devido 

ao alto custo comercial do extrato de levedura (e da peptona) que pode elevar o custo de 

produção de SCP, combinações entre o nitrato de sódio e ureia foram utilizadas como 

fonte de nitrogênio nos ensaios fermentativos. 

Ahmed, Hahmad e Hashimi (2010) e Ali et al. (2009) também relataram que a 

ureia favoreceu a produção de proteína bruta em leveduras. Gao et al. (2007) e Gao et 

al. (2012), avaliando diferentes fontes de nitrogênio para produção de SCP, verificaram 

que o extrato de levedura e a peptona também foram as melhores fontes de nitrogênio 

para a produção de SCP por diferentes leveduras. Entretanto, Gao et al. (2007) 

substituíram o extrato de levedura por hidrolisado de farelo de soja como fonte de 

nitrogênio nos experimentos de otimização por Cryptococcus aureus G7a. Para os 

autores a utilização de extrato de levedura e de peptona em larga escala aumenta muito 

o custo de produção de SCP devido ao alto valor comercial desses meios e o uso de 

substratos de baixo custo é um dos aspectos mais importantes para produção de SCP. 

 
3.3 Otimização da produção de biomassa e proteína bruta utilizando Delineamento 

Composto Central Rotacional (DCCR 

Os resultados obtidos no DCCR 23 mostraram a influência das variáveis para 

produção de biomassa e de proteína bruta por W. anomalus CCC32 após 24 h de 

fermentação (Tabela 2). Pode-se observar que maior produção de biomassa foi obtida 

no ensaio 7 (9,74 g/L) e maior concentração de proteína bruta nos ensaios 1, 5, 8 (30%).  

De acordo com as análises estatísticas, o glicerol bruto e a ureia apresentaram 

influência significativa, em seus termos lineares, para produção de biomassa (p<0,05). 

Entretanto, somente o glicerol bruto apresentou influência significativa na produção de 

proteína bruta, em seu termo quadrático (Tabela 3). O glicerol geralmente é 

transportado pela membrana celular por difusão passiva em altas concentrações e em 

baixas concentrações, por difusão facilitada (Sun et al., 2008). O efeito significativo do 

glicerol em baixas concentrações pode ser explicado devido à pouca quantidade de 

substrato disponível para reações enzimáticas (da Silva et al., 2015). E em 

concentrações elevadas, ocorre o aumento da pressão osmótica no meio e, 

consequentemente, redução no crescimento celular (Bzducha-Worobel et al., 2015). 
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Ainda, por se tratar da utilização de glicerol bruto neste estudo, a presença de 

contaminantes pode influenciar negativamente nos resultados nas maiores 

concentrações, sendo observada a redução da produção de biomassa por W. anomalus 

CCC32 quando a concentração de glicerol bruto ficou acima de 28 g/L. Kurcz et al. 

(2018) também relataram influência significativa da concentração de glicerol na 

produção de biomassa e de proteína bruta por C. utilis e verificaram que a máxima 

produção de SCP foi obtida empregando 5% (p/v) de glicerol em meio contendo água 

de batata como fonte de nitrogênio e minerais. Dos Santos et al. (2012) observaram que 

a concentração de glicerol bruto teve efeito significativo somente para produção de 

biomassa por Yarrowia lipolytica NRRL YB-423, porém não teve efeito significativo 

para produção de proteína bruta.  

 

Tabela 2- Matriz do delineamento contendo valores codificados, valores reais (em 
parênteses), e os resultados obtidos para produção de biomassa e proteína bruta. 

Ensaio Glicerol (g/L) NaNO3 (g/L) Ureia (g/L) Biomassa 

(g/L) 

Proteína (%) 

1 -1 (28) -1 (3,5) -1 (3,5) 8,6 30 

2 +1 (52) -1 (3,5) -1 (3,5) 8,08 26 

3 -1 (28) +1 (6,5) -1 (3,5) 8,17 28 

4 +1 (52) +1 (6,5) -1 (3,5) 7,7 28 

5 -1 (28) -1 (3,5) +1 (6,5) 9,34 30 

6 + (52) -1 (3,5) +1 (6,5) 8,47 23 

7 -1 (28) +1 (6,5) +1 (6,5) 9,74 26 

8 +1 (52) +1 (6,5) +1 (6,5) 8,77 30 

9 -1,68 (20) 0 (5) 0 (5) 8,88 29 

10 +1,68 (60) 0 (5) 0 (5) 8,00 27 

11 0 (40) -1,68 (2,5) 0 (5) 7,69 26 

12 0 (40) +1,68 (7,5) 0 (5) 9,20 22 

13 0 (40) 0 (5) -1,68 (2,5) 7,90 25 

14 0 (40) 0 (5) +1,68 (7,5) 8,57 21 

15 0 (40) 0 (5) 0 (5) 8,77 24 

16 0 (40) 0 (5) 0 (5) 8,54 25 

17 0 (40) 0 (5) 0 (5) 8,54 23 
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Tabela 3- Coeficientes de regressão para produção de biomassa e proteína bruta por W. 

anomalus CCC32. 

Fatores Coeficientes de 

regressão 

Erro padrão t(7) p-valor 

 Biomassa Proteína Biomassa Proteína Biomassa Proteína Biomassa Proteína 

Média 8,60 23,83 0,24 1,37 35,75 17,37 0,000000 0,000001 

Glicerol (L) -0,32 -0,76 0,11 0,64 -2,79 -1,17 0,026783 0,277173 

Glicerol (Q) -0,01 1,98 0,12 0,70 -0,06 2,80 0,957175 0,026591 

NaNO3 (L) 0,18 -0,27 0,11 0,64 1,57 -0,42 0,159364 0,684452 

NaNO3 (Q) -0,005 0,57 0,12 0,70 -0,04 0,80 0,968106 0,448302 

Ureia (L) 0,36 -0,71 0,11 0,64 3,17 -1,1 0,015630 0,305302 

Ureia (Q) -0,07 0,21 0,12 0,70 -0,63 0,30 0,543472 0,769702 

Glicerol x NaNO3 -0,006 1,87 0,15 0,84 -0,04 2,22 0,967411 0,061125 

Glicerol x Ureia -0,106 0,12 0,15 0,84 -0,71 0,14 0,495000 0,886096 

NaNO3 x Ureia 0,19 0,37 0,15 0,84 1,27 0,44 0,41787 0,669302 

 

 

A partir da análise de variância, o valor de F calculado para a produção de 

biomassa foi de 2,6, sendo inferior ao F tabelado (3,68), embora o R² tenha sido de 0,77. 

Assim como para biomassa, o valor de F calculado para a produção de proteína bruta 

(1,79) foi inferior ao F tabelado (3,68) e o R² igual a 0,7. Sendo assim, foram realizados 

novos ensaios variando as concentrações de glicerol (20, 22,5, 25, 27,5 e 30 g/L), 

fixando-se as concentrações de NaNO3 (3,5 g/L) e ureia (6,5 g/L) para confirmação dos 

valores de produção de biomassa e de proteína bruta. Na Fig. 2 está apresentada a 

produção de biomassa e de proteína bruta empregando as diferentes concentrações de 

glicerol. A produção média de proteína bruta foi em torno de 33% para as diferentes 

concentrações de glicerol bruto, não diferindo estatisticamente entre si (p>0,05). 

Também não houve diferença estatística (p>0,05) para a produção de biomassa, embora 

maior produção de biomassa (9,34 g/L) tenha sido atingida utilizando 25 g/L de glicerol 

bruto. Portanto, esses resultados confirmam que o glicerol bruto não afeta 

significativamente a produção de proteína, e nem influencia na produção de biomassa 

por W. anomalus CCC32. 
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Tabela 4- ANOVA para o modelo de regressão obtido pela superfície de resposta. 

Fatores SQ GL QM F  

 Biomassa Proteína Biomassa Proteína Biomassa Proteína Biomassa Proteína 

Regressão 4,01 91,29 9 9 0,44 10,14 2,6 1,79 

Resíduos 1,21 39,65 7 7 0,17 5,66   

Total 5,22 130,94 16 16     

F tabelado: 3,68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2- Produção de biomassa (g/L) e de proteína bruta (%) por W. anomalus CCC32 em diferentes 

concentrações de glicerol bruto a 150 rpm, 30°C, durante 24 h. (Letras iguais não diferem entre si 

pelo teste de Tukey a 5% de significância). 

 

A cinética da fermentação foi avaliada ao longo do tempo nas condições 

otimizadas (25 g/L de glicerol bruto, 3,5 g/L de NaNO3, 6,5 g/L de ureia, a 30 °C, 150 

rpm) durante 120 h. Durante o cultivo houve pouca variação do pH, que se manteve 

constante em torno de 6,0, o que evidencia a baixa produção de ácidos orgânicos por 

esta cepa e indica que grande parte do carbono disponível foi utilizada para produção de 

SCP ocorrendo poucos desvios do metabolismo celular para produtos não desejados no 

processo. A máxima produção de biomassa foi de cerca de 20 g/L, alcançada com 84 h 

de fermentação durante o estágio exponencial do crescimento, e a máxima produção de 

proteína bruta foi cerca de 33% com o rendimento Yx/p de 0,1 g/g e produtividade Yp de 

0,018 g/L/h (Fig. 3).  

a 
ab 

ab ab ab 

bc c a bc ab 
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Fig. 3- Cinética da produção de biomassa (g/L) e de proteína bruta (%) por W. anomalus CCC32 a 

25 g/L de glicerol bruto, 3,5 g/L deNaNO3, 6,5 g/L de ureia, a 30 °C, 150 rpm durante 120 horas. 

 

 

Dados na literatura também demonstraram elevada produção de biomassa por 

leveduras a partir do glicerol bruto, porém, empregando fontes orgânicas de nitrogênio. 

Taccari et al. (2012) utilizando extrato de levedura (10 g/L), peptona (20 g/L) e 

condições ótimas de concentração de glicerol bruto (60 g/L ou 38 g/L), constataram que 

a produção de biomassa por Y. lipolytica DiSVA C 12.1, Metschnikowia sp. DiSVA 50, 

Debaryomyces sp. DiSVA 45/9, R. mucilaginosa DiSVA C 7.1, foi de 25,7 g/L, 22 g/L, 

19,8 g/L, 20,5 g/L, respectivamente. Galvagno et al. (2011) relataram que a cepa 

mutante de Y. lipolytica Y-1095 produziu 17,84 g/L de biomassa em meio contendo 13 

g/L de glicerol bruto e 10 g/L de peptona após 48 h de incubação. Portanto, os 

resultados desse presente estudo evidenciam que fontes de nitrogênio inorgânico como 

NaNO3 e ureia podem ser utilizadas em meio contendo glicerol bruto para produção de 

biomassa comparável àquelas obtidas utilizando elevadas concentrações extrato de 

levedura e peptona que são meios de alto custo.  

Uprety et al. (2017) também relataram máxima produção de biomassa por 

Rhodosporidium toruloides ATCC10788 (21,16 g/L) em meio mineral contendo 42,8 

g/L de glicerol bruto após 168 h.  Duarte et al. (2013) verificaram que Candida sp. 

LEB-M3 produziu 19,7 g/L de biomassa utilizando 40 g/L de glicerol bruto em 192 h.  

Embora as produções de biomassa tenham sido semelhantes com a observada com W. 

anomalus CCC32 (20 g/L de biomassa), a máxima produção foi atingida em 84 de 
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fermentação, ou seja, metade do tempo relatado pelos autores demonstrando o 

crescimento rápido dessa cepa em meio mineral contendo glicerol bruto.  

Em relação à produção de proteína bruta, os resultados foram semelhantes aos 

observados por Kurcz et al. (2018) que mostraram que o teor de proteína bruta por C. 

utilis foi de 36,7% em meio contendo águas residuais de batata e glicerol a 5% (p/v) 

após 72 h de cultivo. No entanto, Santos et al. (2013) encontraram menor teor de 

proteína bruta (18,2%) com Y. lipolytica NRRL YB-423 utilizando glicerol bruto e 

sulfato de amônio como fonte de nitrogênio. Por outro lado, Juskzy et al. (2013) 

realizaram fermentações em biorreatores de 5L contendo 25 g/L de glicerol bruto e 

condições controladas como taxa de aeração (1 v/v/min) e pH 3,5, e maiores teores de 

proteínas foram alcançados. Os autores verificaram que em aproximadamente 12 h a 

produção de proteína por diferentes linhagens de Y. lipolytica foi em torno de 42,1 a 

46,8%. Provavelmente, a produção inferior de proteína bruta observada com W. 

anomalus CCC32 ocorreu devido às fermentações realizadas em frascos de Erlenmeyer 

onde taxa de aeração, por exemplo, não são controladas. A limitação de oxigênio para 

microrganismos aeróbicos reduz a taxa de crescimento, portanto, o fornecimento de 

aeração constante aumenta o crescimento celular e a taxa de produção de proteínas 

(Najafpour, 2015). Considerando que as fermentações foram realizadas em frascos de 

de Erlenmeyer e em shaker, e 20 g/L de biomassa e teor de proteína bruta de 33% foram 

alcançados, a produção de SCP por W. anomalus CCC32 é promissora e pode ser 

melhorada em fermentações em biorreatores em que outras condições, como por 

exemplo, taxa de aeração e taxa de oxigênio dissolvido (DO) podem ser controladas. 

 

Considerações finais 

 

Dentre as cepas avaliadas, W. anomalus CCC32 apresentou características 

favoráveis para produção de SCP a partir do glicerol bruto como crescimento rápido, 

alta produção de biomassa com alto teor de proteína bruta. Além disso, essa cepa 

apresenta vantagens como, por exemplo, nível de biossegurança 1. A otimização da 

produção de biomassa e de proteína bruta em meio mineral no lugar de meio complexo 

mostrou-se promissora para a produção de SCP, o que pode tornar o processo mais 

atrativo do ponto de vista econômico. A conversão do glicerol bruto em produtos de 

valor agregado, como SCP, é interessante para a valorização biotecnológica desse 

subproduto das usinas de biodiesel.  
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