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Apresentacao

O The Good Food Institute (GFI) ¢ uma
organizagao internacional sem fins lucrativos
que trabalha para transformar o sistema
de producdo de alimentos. Nés atuamos
no Brasil, Estados Unidos, india, Israel, em
paises da Europa e da regido Asia-Pacifico
para construir um mundo onde proteinas
alternativas nao sejam mais alternativas.
Somos financiados por filantropia, e todo
nosso trabalho é prestado gratuitamente
a sociedade. Nos existimos para tornar
os sistemas alimentares melhores para o
planeta, para as pessoas e para 0s animais.
Para isso, identificamos as solugdes mais
efetivas, buscamos recursos e talentos e
empoderamos parceiros em todo o sistema
de alimentos, a fim de tornar as proteinas
alternativas mais acessiveis.

Reimaginar a forma obtemos
proteina para consumo humano é urgente
e fundamental. Produtos analogos aos de
origem animal obtidos a partir de plantas
sao uma das alternativas concretas para
ajudarmos o Brasil na sua transicao para

como

uma agricultura segura, justa e sustentavel.
Lado a lado com as proteinas sustentaveis
de origem animal, podemos formar uma
resposta consistente do nosso pais e da
nossa economia agricola ao novo cenario,
no qual diferentes fontes de obtencao de
proteina para consumo humano conviverao.

SFI ““,,/Brasil

Esse € um mercado “e” e nao um mercado
“ou”: ha espaco e demanda para atuacao de
todos.

A importancia de uma compilacao robusta
de dados sobre o estado-da-técnica no
desenvolvimento deste segmento motivou
o GFI Brasil, em parceria com o Instituto
de Tecnologia de Alimentos (Ital), a lancar
este fasciculo da Série Tecnoldgica em
Proteinas Alternativas, abordando uma
revisdo bibliografica abrangente sobre a
tecnologia de fermentacao para obtencao
de ingredientes e produtos proteicos. Sao
apontadas as principais caracteristicas
técnicas dos processos fermentativos, que
englobam a fermentacao tradicional, a
fermentacao para producao de biomassa
e a fermentacao de precisao, aplicados as
proteinas alternativas. Refere-se a uma
revisao bibliografica de artigos internacionais
publicados em anos recentes, com foco
nos métodos de processos fermentativos,
microorganismos usados e parametros
operacionais, relacionados a essa
tecnologia. Esperamos que este fasciculo da
Série Tecnoldgica em Proteinas Alternativas
seja uma fonte de conhecimento sobre a
tecnologia de producao de alimentos feitos
de plantas analogos aos produtos de origem
animal, partindo desse conjunto Unico de
informacoes cientificas aqui apresentado.
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1. Introducao
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Carne produzida com fermentacao de biomassa. Crédito: Meati Foods.
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Ha centenas de anos a fermentagao tem
sido usada para conservar alimentos e
melhorar seu valor nutritivo. No século
XX esse processo expandiu-se para uma
gama muito mais ampla de aplicacoes,
abrangendo quimica industrial, biomateriais,
medicamentos, combustiveis e aditivos
alimentares avancados. No século XXI esta
ocorrendo um novo salto tecnoldgico, com
a producdao em larga escala de proteinas
alternativas as de origem animal e vegetal
tradicionais.

O termo fermentacao aplicado a
industria de proteinas alternativas
refere-se ao cultivo de microrganismos
com a finalidade de processar um
alimento ou ingrediente, obter mais
do préprio microrganismo como fonte
primaria de proteina (biomassa) ou
obter ingredientes especificos, como
aromatizantes, enzimas, proteinas
e gorduras, para incorporagao em
produtos feitos de plantas ou carne
cultivada.

Visao microscopica de fungo Aspergillus. Fonte: Adobe Stock.

Os agentes de fermentacao sao
microrganismos amplamente distribuidos
na natureza, incluindo bactérias, fungos
e algas. As bactérias sdao microrganismos
unicelulares procariontes usados
tradicionalmente na fabricacao de produtos
lacteos, carneos e vegetais fermentados,
como iogurte, salame e chucrute, por
exemplo. Ja os fungos sdao microrganismos
eucariontes divididos em dois grupos: as
leveduras, fungos unicelulares muito usados
nafermentacao de paes e bebidas alcodlicas;
e os fungos filamentosos (também chamados
de bolores), pluricelulares, compostos de
longos filamentos de células (hifas) que se
ramificam e se entrelacam formando os
micélios. Os bolores sao tradicionalmente
usados na fabricacao de queijos (curados
por fungos azulados ou brancos) e alimentos
orientais como tempeh, natto e misso. As
algas constituem um grande e diversificado
grupo de organismos, incluindo espécies
autotréficas unicelulares ou multicelulares,
que produzem a energia necessaria ao seu

metabolismo por meio de fotossintese.
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Gordura obtida por fermentagao de
precisao. Crédito: Melt&Marble

A fermentagao tem sido utilizada atualmente de trés
formas para incrementar o suprimento de proteinas
na dieta humana:

a) Fermentacao tradicional, na qual sao adicionados
microrganismos vivos a uma matriz proteica de
origem vegetal ou animal, com a finalidade de,
por meio da sua multiplicagao e da producao
de compostos de metabolismo, desenvolver
caracteristicas sensoriais mais atrativas e/ou
melhorar o valor nutricional e a biodisponibilidade
das proteinas.

b) Fermentacao para producao de biomassa, na qual
saoadicionados microrganismosvivosaumsubstrato
nutritivo natural ou a um meio de cultura formulado,
com a finalidade de promover a multiplicacao das
células microbianas e, posteriormente, utilizar o
préprio microrganismo (ou seja, a biomassa celular)
como fonte de proteinas e outros constituintes de
interesse alimentar.

c) Fermentacao de precisao, na qual o material
genético que codifica uma determinada proteina
em uma planta ou animal (doador) é inserido em um
microrganismo (hospedeiro) de crescimento rapido
e eficiente, que é entdo cultivado por fermentacao
para formar a proteina desejada em grande
quantidade. Essa pode ser subsequentemente
separada das células hospedeiras e purificada,
resultando numa molécula idéntica a produzida na
planta ou animal, com as mesmas caracteristicas
sensoriais e funcionais da original nos alimentos aos
quais seja incorporada. A fermentacao de precisao,
além de ser utilizada para producao de proteina,
também é aproveitada na producao de importantes
ingredientes para o setor de plant-based, como
aromas, gorduras, vitaminas, pigmentos, entre
outros.
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2. Processos de
fermentacao
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Imagem ilustrativa de um laboratorio. Fonte: Adobe Stock.
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Ha trés formas basicas de conduzir um
processo de fermentacao: fermentacao em
estado solido; fermentagao em superficie
de meio liquido; e fermentacdao submersa.
Qualquer um desses processos permite a
obtencao tanto de biomassa microbiana
quanto de proteinas.

2.1 Processo de fermentacao
em estado solido

A fermentacdo em estado solido é definida
por Chen (2013) como aquela na qual
o substrato é fermentado em condicao
solida e umidificado por um filme liquido. O
processo originou-se nas formas tradicionais
de fermentacao, usados, por exemplo, na
producao do pao, que envolve o crescimento
de Saccharomyces cerevisiae na massa
solida, dos queijos curados, com o cultivo
de fungos azulados ou brancos durante a
cura, do tempeh, que utiliza do cultivo do
fungo Rhizopus oligosporus em graos de
soja cozidos ou do ang-kak, ou do “arroz
vermelho”, que aproveita do cultivo do fungo
Monascus purpureus em arroz cozido.

A partir desses usos tradicionais o processo
foiaprimorado paramuitas outrasaplicacoes,
particularmente com a introducao de
suportes solidos inertes para ancorar o
crescimento microbiano. Na moderna
fermentacao em estado solido o substrato

pode ser de dois tipos:
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Imagem ilustrativa de biorreatores. Fonte: Adobe Stock.

a) Nutritivo, como no uso tradicional,
servindo tanto como estrutura fisica para o
crescimento do microrganismo, quanto como
fonte de nutrientes. As inovacoes nesse caso
sao resultantes da variedade de substratos
usados (farelos e tortas prensadas obtidas
na extracdo de dleo de varios graos, por
exemplo), como também da finalidade da
fermentacdo, que ultrapassou o classico
enriquecimento nutricional e/ou sensorial
de matérias primas comestiveis, passando a
ser também usado na producao de biomassa
microbiana e na fermentacao de precisao na
area de alimentos.

b) Poroso inerte, como espuma de
poliuretano, resina macroporosa, perlita ou
vermiculita, servindo apenas de suporte,
enquanto os nutrientes sao fornecidos
por meio de cultura fluido, distribuido nas
lacunas do suporte poroso. Essa inovagao
permite maior controle na pureza dos
insumos nutritivos e maior facilidade na
colheita das células ou dos bioprodutos
gerados pelos microrganismos.
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O conteddo de agua do substrato sélido
pode ser mantido na faixa de 12% a 80%,
normalmente ficando em torno de 60%.
Em contraste, o conteldo de agua tipico da
fermentacao liquida é acima de 95%.

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos
podem crescer em substratos solidos, mas
os Ultimos sdao os organismos mais bem
adaptados e dominam as aplicacoes praticas.
Omododecrescimentodas hifasofereceuma
grande vantagem a esses microrganismos na
colonizacao do substrato e na utilizacao dos
nutrientes disponiveis, dada sua capacidade
de penetrar no material sélido.

2.2 Processo de fermentacao
em superficie de meio liquido

Esse tipo de fermentacao foi patenteado em
2017 para o cultivo de fungos filamentosos
na superficie de um meio de cultura liquido,
sem qualquer suporte solido (Patente WO
2017/151684A1). O processo é baseado na
caracteristica de crescimento dos fungos
filamentosos que, quando cultivados em
um caldo nutritivo estatico, formam uma
camada de biomassa micelial na superficie
do liquido, denominada biomata. Isso
aplica-se a fungos dos géneros Fusarium,
Aspergillus, Trichoderma, Penicillium,
Mucorales, Rhizopus, entre outros.

Esse processo pode ser usado para a
producdao de biomassa e também de
enzimas e outras proteinas, carboidratos,
lipideos, aminoacidos, vitaminas e qualquer
outro produto de metabolismo de fungos,
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geneticamente modificados ou nao. A
biomassa pode ser consumida diretamente
como ingrediente alimentar ou as proteinas
podem ser extraidas e purificadas.

a) Condicoes do processo

Producao de biomassa de fungo em reator de bandejas.
Crédito: Nature’s Fynd

Para o crescimento do fungo é usado um
reator de bandejas, com bandejas de plastico
rasas acomodadas numrack de aco revestido
de cromo. A dimensao das bandejas pode
ser adaptada ao usuario (por exemplo, ha
reatores com bandejas de 41,27 x 31,75
x 2,54 cm ou 61,28 x 41,27 x 2,54 cm). O
rack com as bandejas é envolto por um filme
plastico transparente, criando uma espécie
de camara de fermentacao, cuja finalidade
€ minimizar a contaminacao pelo ambiente
e controlar as condicdes de temperatura,
umidade e fluxo de ar. Ar umidificado estéril
é continuamente insuflado na camara a
velocidade controlada, de forma a garantir
aeracao e umidade e, por arraste, remover
o CO, e o calor gerado na multiplicacao dos
fungos. A temperatura da camara é mantida
a 25 + 2 °C durante toda a fermentacao.
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b) Meio de cultivo

Imagem ilustrativa de meio de cultivo. Fonte: Adobe Stock.

O meio de cultivo pode estar na forma
liqguida, em gel (com todos os nutrientes
dissolvidos, inclusive as fontes de carbono)
ou na forma de uma base nutritiva liquida, na
qual a fonte de carbono é adicionada como
substrato solido particulado em suspensao.
Também pode ser usada a base liquida
nutritiva cobrindo o substrato sélido, fonte
de carbono. Nesse Ultimo caso, o substrato
solido é submerso sob a superficie da base
liguida, de modo que a biomata cresce na
superficie do liquido usando o carbono
derivado do sélido submerso. Enzimas
extracelulares excretadas pelos fungos
degradam o substrato de carbono sélido,
liberando carbono soluvel que pode ser
absorvido pelabiomatanainterface biomata/
liquido. Em geral, a camada de liquido acima
da fonte de carbono submersa deve ter cerca
de 0,01 a 1,0 cm de profundidade.

Dependendo da fonte de carbono utilizada,
a composicao do meio base é ajustada para
acomodar a contribuicao de nutrientes
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originada da fonte de carbono. Os fungos
podem ser cultivados sem a adicao de
qualquer antibiotico ao meio de cultura, com
pouca ou nenhuma contaminagao, a qual é
normalmente causada, no meio artificial, por
outros microrganismos (bactérias, leveduras
e bolores indesejaveis), algas, plantas e
insetos.

Apos a fermentacao, que leva de trés a 12
dias a depender da espécie de fungo, a
biomassa pode ser coletada da superficie do
liguido sem adicao de qualquer solvente e
encaminhada a tratamentos posteriores, de
acordo com a finalidade de uso.

2.3 Processo de fermentacao
liquida submersa

A fermentacao liquida submersa é definida
por Renge, Khedkar e Nandurkar (2012)
como o cultivo de microrganismos submersos
em um caldo rico em nutrientes (0 meio
de fermentacao), em reatores fechados e
normalmente sob agitacao, para manter uma
alta concentracao de oxigénio. Parametros
como temperatura, pH, consumo de
oxigénio e formacao de dioxido de carbono
sao medidos e controlados para otimizar a
fermentacao. A maior parte dos processos
submersos utiliza reatores do tipo tanque
com agitacao mecanica, promovida por um
eixo vertical com varios agitadores em forma
de pa, conforme mostrado na Figura 1.

Na Figura 1, Arnau, Yaver e Hjort (2020)
descrevem as etapas basicas de um
processo genérico de fermentacao submersa
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para producao de enzima por um fungo
hospedeiro geneticamente modificado. O
fungo em geral é cultivado em um meio
pré-definido esterilizado. A linhagem é
inicialmente inoculada em um frasco e,
apdés cinco a dez dias, dependendo do
microrganismo, os esporos ou células sao
coletados e transferidos para um tanque de
fermentacao de médio porte. Decorridos um
a quatro dias, a cultura é entdo adicionada
a um tanque maior, em que a producao da
enzima é induzida por alimentacdao com um
indutor. Tanto o pH como a temperatura do
meio sao controlados, sendo a temperatura
mantida por agua resfriada (Arnau et al.,
2020). Além das enzimas, outras proteinas
de interesse nutricional podem ser obtidas
da mesma forma.

Agua

Mistura do
meio nutriente I_-_l

Exaustdo
Esterilizagdo /—— “{

Agua de
i resfriamento

/" Cadeia de fermentagdo

Frasco WCB
I

&.._.

Frasco de

—

o
of
o
rocdesse Tanquede !5

fermentagio

Ar +Q + O Caldo fermentado
para recuperagéo

Compressor Filtro estéril da enzima

Figura 1. Visao geral de um processo de fermentacao
de precisao submersa para producao de proteina em
um fungo hospedeiro.

Fonte: Adaptado de Arnau et al. (2020).
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Resumidamente, uma cultura advinda de
um banco de culturas é cultivada em um
meio sélido a fim de gerar uma quantidade
de esporos suficiente para inocular um
tanque de fermentacao de médio porte (seed
fermenter). Nessa etapa é gerada biomassa
fungica suficiente paraa producdaoem grande
escala, mas ainda sem inducao da producao
de enzima. A biomassa é entdao usada como
indculo para o tanque de fermentacao
principal (de 5000 L ou maior), no qual ocorre
ainducao da producao de enzima.

A etapa seguinte é a recuperacao da enzima.
Na maioria dos processos fermentativos
envolvendo fungos, as enzimas sao
secretadas no meio de cultura durante a
fermentacao, nao exigindo a ruptura celular
(lise) para a liberagao. Uma vez terminada a
fermentacao, a enzima pode ser recuperada
diretamente do meio ou do caldo de cultura,
o que envolve varias operacoes (Figura 2).
O caldo fermentado é tratado para remover
o microrganismo (floculagcao seguida de
fillracdo ou centrifugacao) e o material
é, entdo, concentrado por ultrafiltracao,
seguindo-se uma etapa de estabilizacao
e subsequente esterilizacao por filtracao
(remocao de contaminantes microbianos).
O caldo contendo a proteina é usado para a
formulacao de um produto liquido ou sélido

(granulado) (Arnau et al., 2020).
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Pré-tratamento

Caldo
fermentado

Ultrafiltragéio

Filtragdo em tambor
ou centrifugacéo

Estabilizacao

Adicio de floculante / Agente filtrante

Bﬁ

Produto liquido

Filtragio
bacteriana

Concentrado para
granulagio

Figura 2. Visdo geral das etapas de recuperacao da proteina apds a fermentacgao

Fonte: Adaptado de Arnau et al. (2020).

Inicialmente é adicionado ao caldo um
agente floculante, para floculagcao dos
residuos celulares e posterior remocao
do material floculado por filtracao em
tambor ou centrifugacao. O caldo livre de
células é, entao, submetido a uma etapa de
ultrafiltracao, para concentracao da enzima.
Em seguida o material é estabilizado e
esterilizado por filtracio em membrana (para
remocao de contaminantes microbianos)
e pode ser desidratado ou concentrado em
sua forma final.

As enzimas ou outras proteinas obtidas por
meio desse processo sao um concentrado
do sobrenadante do meio de cultura, sem
separacao fisica/bioquimica de moléculas
puras. Em funcao disso, impurezas e
compostos do metabolismo do fungo,
como micotoxinas, devem ser controlados
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e monitorados durante todo o processo, na
intencao de garantir a seguranca do produto
final.

2.4 Processo de fermentacao
submersa em reator airlift para
producao da biomassa

O reator airlift é outro tipo de reator usado
na fermentacao submersa, em que nao sao
utilizados agitadores para a aeracao do
meio liquido. Esse processo, chamado de
airlift fermentation, é bastante utilizado na
producao de biomassa, e um dos exemplos
de sua aplicacao é a producao da biomassa
do fungo filamentoso Fusarium venenatum,
denominada micoproteina. O produto foi
lancado com a marca registrada Quorn™,
pertencente a Marlow Foods Ltd, uma joint
venture formada em 1984 entre as empresas
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britanicas Ranks Hovis McDougall (RHM) e Imperial Chemical Industries (ICI), que ja usava
esse processo para produzir uma biomassa celular bacteriana (Pruteen®) para ragao animal.

O processo de airlift fermentation usado para a producao da Single Cell Protein (SCP) Quorn™ foi
descrito por Moore, Robson e Trinci (2000) e encontra-se esquematizado na Figura 3.

O CO. produzido pela respiragdo
fangica & continuamente extraido

- -

A medida que o O, & consumido,
e 0 COy liberado, a densidade da

cultura aumenta, fazendo com —() As bolhas do gas injetado na base
que ela desga pela coluna do reduzem a densidade da cultura,
fermentador fazendo com que ela suba pela
coluna do fermentador
i fg Fluxo
de O3

Um sistema de resfriamento
4—— dissipa o calor gerado pela
r— cultura, mantendo a temperatura
constante em 30°C

=

&1 T

I

Vaso de reducio
L——do RNA

Glicose, biotina e sais minerais
s30 bombeados a uma taxa
constante, para a obtencao de
uma diluiciio de 0 - 19 h-1

WAL Coleta de microproteina
\O _l com RNA reduzido
= i L
Injegéo de gas comprimido | |
(aménia e ar) na base |
R >
A coleta da cultura ocorre a uma taxa

equivalente a da entrada do meio no
fermentador

Entrada de vapor eleva a
temperatura até 649C

Figura 3. Esquema do processo de air lift fermentation usado na producao da micoproteina Quorn™
Fonte: Moore et al. (2000).
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O fermentador consiste num loop alongado
(riser) com duas secoes. O meio de cultura
¢ bombeado continuamente numa secao,
e uma mistura de gases comprimidos (ar
estéril e amonia) é injetada na outra secao.
A diferenga na carga hidrostatica entre
as secoes fornece a forca motriz para a
circulacao do liquido e a turbuléncia cria
excelentes condicoes para a transferéncia
de oxigénio da fase gasosa para a fase
liguida. Conforme o liquido sobe, o oxigénio
é consumido e CO, é produzido pela cultura,
sendo expulso pela redugcao da pressao no
topo do riser. Com o aumento da densidade
a cultura desce, sendo novamente insuflada
de ar, completando o ciclo de pressao.
A cultura com os filamentos de hifas
crescentes circula continuamente, sendo
mantida a cerca de 30°C por um trocador de
calor colocado no tubo de descida. A taxa de
suprimento de nitrogénio para o crescimento
(gds amonia na mistura gasosa) é regulada
por um monitor configurado para manter o
pH da cultura em 6,0. A taxa de suprimento
de glicose é operada para garantir que esse
composto esteja sempre em excesso, de
forma a obter velocidade de crescimento
especifica maxima (umax).

O fermentador funciona 24 horas por dia. Os
testes para a presenca de micotoxinas sao
feitos a cada 24 horas, usando um método
com sensibilidade para 2 ppb. Como o fungo
estd crescendo a pmax e as toxinas sao
metabdlitos secundarios produzidos por
crescimento lento ou culturas estacionarias,
a sintese de micotoxinas é evitada.
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Biorreator Airlift. Crédito: Sartorius

A massa celular é colhida continuamente,
mas antes passa por um tanque acoplado ao
fermentador, onde é tratada para reducao do
teor de acido ribonucléico (RNA). A massa
celular de fungos normalmente apresenta
um conteudo relativamente alto de RNA
em comparacao com fontes tradicionais de
proteina, como carne, peixe ou soja. O RNA
ingerido da origem a purinas e pirimidinas,
e as purinas sao subsequentemente
convertidas em acido Urico, composto que
potencializa o risco de gota e pedras nos rins
em individuos suscetiveis. O United Nations
Protein Advisory Group da Organizagao das

Nacoes Unidas (ONU) recomendou,em 1972,
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que proteinas de massa celular destinadas
ao consumo humano nao fornecam mais de
duas gramas de RNA por dia. A especificagao
para o nivel de RNA na microproteina é de no
maximo 2% da massa seca. Para a reducao do
RNA, a temperatura da biomassa é elevada
a 68°C por 20 a 30 minutos, interrompendo
o crescimento e ativando as RNAases
enddgenas, que quebram o RNA e liberam os
nucleotideos para o meio de cultura. Como
as RNAases sao mais resistentes ao calor
do que as proteases, a perda de proteinas
¢ minimizada, embora uma quantidade
significativa ainda seja perdida. Apds esse
processo, resta na micoproteina apenas 1%
de RNA (m/m), semelhante a quantidade
presente no figado animal e dentro do limite
superior de 2% (m/m) recomendado pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS).

Apos a reducao do RNA, a biomassa flingica
é colhida, apresentando, em base seca,
cerca de 44% de proteina, 18% de fibra
dietética e apenas 13% de gordura (os
valores para a carne bovina sao 68%, 0%
e 30%, respectivamente). Essa massa ou
“pasta” de micoproteina é entao tratada
para a formacao da textura semelhante a da
carne, que caracteriza a biomassa Quorn™.

Para a texturizacao podem ser adicionados
diferentes agentes gelificantes e firmadores,
como albumina de ovo (ou proteinas de
ervilha e batata em produtos veganos),
alginato, agar ou goma de alfarroba. O
gel é posteriormente congelado, sendo a
textura final alcancada apos o congelamento
inicial e durante cerca de duas semanas
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de armazenamento congelado. Ao final
o produto oferece a mesma sensacao de
“mastigacao” e suculéncia da carne.

O processo fermentativo foi originalmente
desenhado para funcionar indefinidamente,
mas na pratica é encerrado a cada mil
horas (cerca de seis semanas) apds o inicio
do fluxo continuo. Isso se da devido a
mutacgdes naturais que ocorrem na cultura: a
biomassa composta por mutantes apresenta
a mesma composicao quimica e nutricional
da linhagem parental, mas a textura da
micoproteina muda, tornando-se mais friavel
(mais facil de desintegrar-se). O processo
entao precisa ser encerrado, dando inicio a
um novo ciclo fermentativo.

2.5 Extracao e purificacao
de proteinas obtidas por
fermentacao

Na producao de biomassa o produto de
interesse obtido na fermentacao sao os
préprios microrganismos, enquanto na
fermentacao de precisdao sdo as proteinas
sintetizadas pelos microrganismos, que
precisam ser separadas das células e
recuperadas. Dois tipos de situacoes devem
ser consideradas na recuperacao: (a) se a
proteina é secretada no meio de cultura;
ou (b) se a proteina é acumulada no interior
das células. Ferraz (2010) apresentou
uma revisao das etapas de recuperacao
de enzimas, que se aplicam a qualquer
proteina e permitem uma visao geral dos
procedimentos nessas duas situacoes.
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Em ambos os casos a recuperagao tem
inicio no liquido fermentado ou, se a
fermentacao foi feita em estado sélido, no
liquido de extracao do substrato. A primeira
etapa é uma separacgao solido-liquido para
remocao das células do microrganismo,
que normalmente envolve operagdes como
floculagao, centrifugacao e filtracao.

No caso das proteinas extracelulares, o caldo
livre das células segue diretamente para
uma etapa subsequente de concentragao
das proteinas por ultrafiltracdo, na qual
sao utilizadas membranas filtrantes que
permitem a passagem dos compostos de
baixa massa molar e retém as proteinas.

Ja nas proteinas intracelulares as células
separadas do caldo sao submetidas a um
processo de lise paraliberacao das proteinas,
antes da concentracdo. Ha varios processos
que podem ser usados para romper as
células,comoultrassom, digestaocomalcalis
e digestao enzimatica, mas industrialmente
os mais aplicados sao a moagem em
moinhos de bolas de vidro e a ruptura sob
alta pressdo, métodos mecanicos que nao
envolvem compostos quimicos. Apds a lise é
feita uma nova separacao sélido-liquido para
eliminar os fragmentos insollveis de células.
O sobrenadante pode seguir direto para a
ultrafiltracao, porém é comum a necessidade
de etapas adicionais para remocao de outros
constituintes intracelulares, particularmente
acidos nucléicos.
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Dependendo do grau de pureza desejado,
o concentrado rico em proteinas pode
ser usado diretamente na formulacao de
ingredientes alimentares ou seguir para
etapas posteriores de purificagao, a fim de
obter a molécula quimicamente pura.

Os processos de obtencao de proteinas
puras quimicamente definidas sao os
mesmos aplicados a producao de enzimas
alimentares, podendo ser usados, entre
outros, precipitagao por salificacao (salting
out), precipitacao isoelétrica, precipitacao
por solventes, cromatografia de troca idnica,
cromatografia de afinidade, eletroforese,
dialise, ultrafiltracao e ultracentrifugacao.
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3. A fermentacao
tradicional

Imagem ilustrativa de espetinhos de tempeh. Fonte: Unsplash.
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Exemplos de fermentagao tradicional ja
foram citados anteriormente, na abordagem
do processo de fermentacao em estado
solido. Dentre eles, um tipo de produto que
se destaca como exemplo do potencial de
aplicacao da fermentacao tradicional na
ofertade proteinas é otempeh. Nesse produto
o micélio fungico é cultivado nos graos de
soja para reduzir o conteludo de fatores
antinutricionais, aumentar a digestibilidade
e melhorar o sabor, sendo a massa micelial
também consumida e funcionando como
fonte adicional de nutrientes.

Incontaveis fontes vegetais de proteinas
e residuos vegetais de processamento de
alimentos nao sao usados na alimentacao
humana em funcao dos mesmos problemas
de sabor, digestibilidade e conteldo de
fatores antinutricionais observados nasoja. A
aplicacao da fermentacao tradicional a essas
matérias primas pode permitir a obtencao
de novos ingredientes alimentares proteicos
adequados a formulacao de alimentos.

Por exemplo, a empresa Planetarians, de
Palo Alto, Califérnia, usa a fermentacao
tradicional para melhorar a digestibilidade,
o sabor, a textura e o perfil nutricional
de subprodutos agroindustriais de baixo
valor, como a torta prensada de girassol
resultante da producdo de oéleo (Ford,
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Imagem ilustrativa de tempeh. Fonte: Adobe Stock.

Ignaszewski, Oca, & Voss, 2020). A empresa
MycoTechnology, de Aurora, Colorado,
lancou um concentrado de proteina de
ervilha e de arroz fermentado por shiitake,
em que a biomassa micelial (inativada
pelo calor) e as proteinas fermentadas sao
concentradas e desidratadas para obtencao
de um ingrediente (Pure Taste®) com mais
de 75% de proteina, usado na formulacao de
diversos produtos alimenticios (analogos de
carne, misturas para panificacao, misturas
para sopas, produtos lacteos e analogos a
produtoslacteos, massas, frutas processadas
e sucos de frutas, vegetais processados e
sucos de vegetais, barras de cereais etc.) em
concentragoes que variam de 1% a 40% de
proteina (United States of America, 2020b). A
fermentacao reduz odor e sabor indesejaveis
da matéria-prima e confere propriedades
funcionais como texturizacao e retencao de
agua e oleo. A nova marca Planterra, da JBS,
lancou uma linha de produtos plant-based
usando o ingrediente da MycoTechnology na
formulacao (Ford et al., 2020).
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4. Fermentacao
para producao
de biomassa

Bacon produzido com fermentacao de biomassa. Crédito: MyForest Foods Co.
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A proteina da biomassa de microrganismos é
chamada de single cell protein (SCP), embora
muitos dentre os microrganismos produtores
sejam multicelulares, como os fungos
filamentosos e algumas algas. O termo SCP
foi criado para evitar as conotagées negativas
trazidas por denominacoes como “proteina
microbiana” ou “proteina bacteriana”
(Trinci, 1992). Segundo Garibay, Ruiz, Cruz e
Barzana (2014), o conceito de SCP é aplicado
ao crescimento massivo de microrganismos
paraconsumo humano ou animal. E um termo
genérico que se refere a proteina bruta ou
purificada originada de células de bactérias,
leveduras, bolores ou algas, que pode ser
consumida diretamente como biomassa
ou como um suplemento para aumentar o
teor proteico de outros alimentos (Finnigan,
Needham, & Abbott, 2017). A producao de
biomassa tem importantes vantagens sobre
outras fontes de proteinas: é produzida em
pouco tempo, requer pouco espago e nao
é afetada por condicoes climaticas. Além
disso, os microrganismos podem multiplicar-
se utilizando varias fontes de carbono.

Ao projetar um processo de fabricacao de
biomassa para consumo humano, varios
requisitos basicos devem ser considerados:

SF ““ Brasil

Produto carneo analogo produzido com fermentacgao de
biomassa. Crédito: Mycorena.

« A fabricacao deve ser economicamente
viavel paracompetircomoutrasalternativas
mais bem estabelecidas, como o tofu e
outros derivados da soja, por exemplo,
bem como a prépria carne e o leite.

« O organismo deve ser capaz de adequar-se
a producao em larga escala e multiplicar-
se para produzir quantidades suficientes
do produto.

-« Se o produto objetiva substituir fontes
convencionais de proteina, deve ser rico
em proteinas e fornecer varios aminoacidos
essenciais.

« O organismo nao pode ser patogénico nem
produzir toxinas durante o processo de
producao.

« Para suprir os niveis relativamente altos
de proteinas necessarios a dieta humana,
deve ser obtida preferencialmente a partir
de organismos que contenham pelo menos
30% de proteinas em sua biomassa.
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Dessa forma, a producao de SCP é restrita a um nimero relativamente pequeno de espécies,
ainda mais limitado devido a questdes de seguranca e a normas sobre alimentos para consumo
humano em comparacao a ragao animal (Finnigan et al., 2017).

4.1 Producao de hiomassa de fungos

Varias espécies de fungos ja foram avaliadas para uso como biomassa, conforme mostrado
no Quadro 1, que também traz os substratos utilizados na fermentacao e o teor de proteina
observado nas condicoes de cultivo.

Quadro 1. Fungos filamentosos e leveduras avaliados para a producao de biomassa para
alimentacao humana e animal.

Organismo Substrato proI:?;aie(%)

Actinomucor elegans NR*

Aspergillus fumigatus NR

Aspergillus flavus farelo de arroz 10
bagaco de maca 17-20
residuos de banana 18

Aspergillus niger farelo de arroz 10-11
stickwater 49
residuo de liquor 50

Aspergillus ochraceus farelo de arroz 10

Aspergillus oryzae (deoiled) farelo de arroz 24

Candida krusei soro de queijo 48

Candida lipolytica NR

Candida tropicalis melago 56
cama de frango 29

Candida utilis residuo de pimentdo em pé 48
residuo do processo de amido de batata 46

Chrysonilia sitophila lignina 39

Cladosporium cladosporioides farelo de arroz 10

Debaryomyces hansenii hidrolisado com alto teor de hemicelulose de graos ja usados de cervejaria 32

Fusarium moniliforme NR

Fusarium oxysporum NR

Fusarium semitectum farelo de arroz 10

Fusarium venenatum (Quorn) glicose a4

Geotrichum candidum NR
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Hanseniaspora uvarum

Kluyveromyces marxianus

Monascus ruber

Penicillium citrinum
Pestalotiopsis westerdijkiae
Phanerochaete chrysosporium
Pleurotus florida

Rhizopus oligosporus
Saccharomyces cerevisiae
Thielavia terrestris
Trichoderma harzianum
Trichoderma viride

Yarrowia lipolytica

frutos deteriorados de tamareiras 49
soro de queijo 43
bagaco de laranja, melado, graos usados de cervejaria, soro, polpa de batata 59
farelo de arroz 10
farelo de arroz 10
NR

NR

palha de trigo 63
NR

bagaco de laranja, melado, graos ja utilizados de cervejaria 24
NR

filtrado de soro de queijo 34
polpa citrica 32
inulina, dleo cru, hidrocarbonetos do residuo de processamento de glicerol 48-54

*NR = nao relatado

Fonte: Thrane (2007) e Ritala, Hakkinen, Toivari, & Wiebe (2017).

Produtos dos géneros Saccharomyces

e Fusarium ja estao  disponiveis
comercialmente, e uma SCP de Yarrowia
lipolytica também esta sendo fabricada em
pequena escala pela empresa polonesa
Skotan S. A., em colaboragao com as marcas

Yarrowia Equinox e Yarrowia GoodStart.

A SPC de Saccharomyces cerevisiae gerada
no processo de fermentacao para producao
de alcool de cana é amplamente usada
na producao de diversos ingredientes
alimentares. A Zilor, uma das maiores
produtoras brasileiras de etanol e aclcar de
cana, dispde de uma unidade de negbcios
especialmente dedicada a este setor, a
empresa Biorigin, que em 2008 adquiriu
a PTX Food Corp., nos Estados Unidos, e a
Immunocorp Animal Health, na Noruega,
ampliando e fortalecendo sua presenca
internacional. Dentre os produtos derivados
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da SPC de Saccharomyces cerevisiae ha
varios aromas, realcadores de sabor e uma
linha (Goldcell) com ingredientes usados
para aumentar o valor nutricional. Nessa
linha ha também um produto (Goldcell NY)
produzido com massa celular da levedura
Torula.

A biomassa de fungos tem sido
predominantemente utilizada na fabricacao
de produtos usados como ingredientes
em outros alimentos. HA uma classe de
produtos derivados da biomassa dos fungos
filamentosos, cuja funcao é aproveitar-
se da estrutura altamente ramificada do
micélio para criar textura semelhante a
da carne. Enquanto os analogos a carne
tradicionalmente produzidos (como
hamblrgueres e nuggets vegetarianos)
apresentam uma textura de carne finamente
moida, os analogos produzidos com a
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biomassa filamentosa buscam imitar a
textura dos musculos inteiros. Um produto
desse tipo é a micoproteina Quorn™, da
britanica Marlow Foods. Mais recentemente a
startup Meati Foods (anteriormente chamada
Emergy Foods), de Boulder, Colorado, criou

uma linha de bifes a base de fungos (Ford
et al., 2020). Desde o sucesso do Quorn™,
grupos
biomassa para consumo humano direto.

outros comecaram a produzir

No Quadro 2 sao mostrados alguns desses
produtos ja disponiveis comercialmente.

Quadro 2. Produtos comerciais de biomassa de fungo produzida por fermentacao.

Quorn™
Biomassa
de Fusarium
AVEGAN venenatum.

FILLETS

Marlow Foods, Reino
Unido?.

Promyc™
Biomassa.
Mycorena, Suécia?.

Abunda®
Biomassa.

! Recuperado de https://www.quorn.co.uk
2 Recuperado de https://mycorena.com
3 Recuperado de http://www.3fbio.com

3F Bio, Reino Unido?®.

FyProtein™
Biomassa de
Fusarium strain
flavolopis.

Nature’s Fynd, USA%.

Ferment IQ™
Biomassa de micélio
de shiitake.
MycoTechnology,
USAS.

Hickory Bacon
Biomassa.
Prime Roots, USA®.

4 Recuperado de https://www.naturesfynd.com
5 Recuperado de https://www.mycoig.com/
¢ Recuperado de https://www.primeroots.com/
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E importante salientar que a selecdo de
uma linhagem de fungo para producao de
biomassa deve levar em consideracao o
fato de que certos géneros tém uma alta
diversidade de metabdlitos secundarios
potentes e biologicamente ativos, incluindo
micotoxinas altamente toxicas, algumas
mais nocivas do que qualquer toxina sintética
feita pelo homem.

O Aspergillus fumigatus é conhecido como
altamente patogénico a humanos por
causar uma infeccao pulmonar conhecida
como aspergilose. A mortalidade da doenca
pode atingir até 85%,
em pessoas

principalmente
imunocomprometidas. Em
1977, Khor, Alexander, Lumsden e Losos
(1977), testando a viabilidade de produzir
proteinas a partir de micélio de A. fumigatus,
realizaram testes com ratos, mostrando
que a micoproteina produzida era segura.
Andlises sobre a presenca de aflatoxinas,
citrinina, ocratoxinas, zearalenona, toxina
T-2 e esterigmatocistina mostraram que
essa espécie nao produzia tais micotoxinas
(Reade & Gregory, 1975). No entanto, hoje
sabe-se que as micotoxinas testadas nao
sao as produzidas pelo fungo, e o uso dessa
espécie para producao de micoproteina nao
é recomendavel.

O Fusarium moniliforme foi apontado
como produtor de biomassa de alto valor
nutricional a partir de substratos de baixo
valor nos estudos de Drouliscos, Macris e
Kokke (1976) e de Macris e Kokke (1978).
Nesses trabalhos, os autores nao avaliaram
a producao de micotoxinas e, baseados
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em experimentos com ratos, concluiram
que o fungo nao apresentava efeitos
danosos. Estudos posteriores, entretanto,
mostraram que F. moniliforme, renomeado
como F. verticillioides, € um forte produtor
de fumonisinas, que sao carcinogénicas,
hepatotoxicas, nefrotoxicas, causadoras
de leucoencefalomalacia, relacionadas a
lesGes necroticas no cérebro em equinos e a
edema pulmonar em suinos. O consumo de
alimentos contaminados com fumonisinas
pode estar relacionado a casos de cancer
esofagico em humanos (Desjardins, 2006;
Murphy, Hendrich, Landgren, & Byrant,

2006).

Por suavez, o Aspergillus niger ¢ amplamente
utilizado na producao de enzimas e
ingredientes alimentares, sendo geralmente
considerado um fungo benigno. A biomassa
dessa espécie tem sido aproveitadaemracao
animal, utilizando como matérias-primas
o farelo de cacau e residuos de soja, entre
outros (Amorim, 2011). A. niger tem status
GRAS pela U. S. Food and Drug Administration
(FDA), mas estudos sobre o genoma e o
metaboloma do grupo Aspergillus section
Nigri mostraram que algumas cepas de A.
niger sao capazes de produzir as micotoxinas
ocratoxina A (OTA) e a fumonisinas B2, B4 e
B6 (Frisvad, Smedsgaard, Samson, Larsen, &
Thrane, 2007; Frisvad et al., 2011). A OTA é
nefrotoxica e possivelmente carcinogénica
(Grupo 2B) de acordo com a International
Agency for Research on Cancer (IARC) (IARC,
1993), e a fumonisina B2 é considerada
citotoxica (Gutleb, Morrison, & Murk, 2002).
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Considerando a seriedade dos metabdlitos
téxicos formados pelos fungos filamentosos,
estudos
mais aprofundados sobre o potencial de
producao de micotoxinas e patogenicidade
da cepa flngica sempre serdao necessarios.

é importante salientar que

Atualmente, a conservagao da sequéncia em
bancos de dados e a organizacao genomica
das vias de biossintese de micotoxinas
permitem a identificacao, a caracterizagao
e até a previsao do potencial de uma
determinada cepa para produzir micotoxinas,
com base em sua sequéncia de genoma e

pela bioinformatica (Desjardins, 2006; King,
Brown, Urban, & Hammond-Kosack, 2018).

4.2 Producao de hiomassa de
bactérias

Varias espécies de bactéria ja foram
avaliadas para uso como SCP, conforme
mostrado na Quadro 3, que também traz
os substratos utilizados na fermentacao e o
teor de proteina observado nas condicdes de
cultivo.

Quadro 3. Bactérias ja avaliadas para a producao de biomassa para alimentacao humana e animal.

Organismo

Substrato

Teor de proteinas (%)

Bacillus cereus
Bacillus licheniformis

Bacillus pumilus

Bacillus subtilis

Corynebacterium ammoniagenes

Corynebacterium glutamicum
Cupriavidus necator
Escherichia coli

Haloarcula sp.
Methylococcus capsulatus
Ralstonia sp.

Brevibacillus agri
Aneurinibacillus sp.
Methylomonas sp.

Bactérias diazotréficas

Rhodopseudomonas palustris

Fonte: Ritala et al. (2017).
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chifre de carneiro

residuo do processo de amido de batata
residuo do processo de amido de batata
chifre de carneiro

casca de soja

glicose + frutose

nao informado

meio de cultivo sintético

chifre de carneiro

agua residuaria da industria petroquimica
metano (gas natural)

metano (gas natural)

metano (gas natural)

metano (gas natural)

metano (sal)

agua residual de cervejaria

agua residual de processamento de borracha

68
38
46
71
12
61
57-70
40-46
66
76

67-73

69
> 55

55-65
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As bactérias tém um longo histoérico de uso
na producao de biomassa, porém a principal
aplicacao tem sido a alimentacao animal.
Numa busca no Inventario de Notificacoes
GRAS da FDA, no periodo de 1998 (quando
a agéncia comecou a inventariar as
notificacdes) até 20 de setembro de 2021,
apenas duas notificacoes foram registradas:
uma parauso como ingrediente em alimentos
(GRN no 415/2012), e outra para uso como
fonte de antioxidante (GRN no 700/2017).

A notificacao GRN no 415/2012 da Meiju Co.,
Japao, serefere ao produto “culturainativada
de Propionibacterium freudenreichii ET-3
em pod”, a ser usado como ingrediente em
bebidas e bases de bebidas, cereais matinais,
queijos, café e cha, gorduras e Oleos,
sobremesas e misturas lacteas congeladas,
gelatinas, doces, pudins e recheios, produtos
de graos e massas, produtos lacteos, frutas
processadas e sucos de frutas, vegetais
processados e sucos de vegetais e doces em
niveis que variam de 0,2 a 0,6 g por porcao.

Ja a GRN no 700/2017 da JX Nippon Oil
& Energy Corp., Japao, estd relacionada
ao produto “extrato de
carotinifaciens  contendo

Paracoccus
carotendides”
(biomassa desidratada), para uso como fonte
de astaxantina em produtos de panificacao
e misturas para panificacao, bebidas e
bases de bebidas, energéticos e isotonicos,
cereais e produtos a base de cereais, gomas
de mascar, café, cha, laticinios analogos de
produtos lacteos e outros, sobremesas e
misturas lacteas congeladas, balas, produtos
lacteos, frutas e sucos de frutas processados,
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vegetais e sucos vegetais processados, em
niveis que fornecem 0,15 mg de astaxantina
por porcao.

Na aplicacao pararacao animal, ao contrario,
a producdo de biomassa bacteriana é
muito bem estabelecida. Segundo dados
levantados por Ritala et al. (2017), a
biomassa bacteriana geralmente contém
50% a 80% de proteina em base seca e,
assim como os fungos, possuem alto teor de
acido nucleico (8% a 12%), especialmente
RNA. Portanto, requer processamento prévio
para uso como alimento ou ragdo. Além da
proteina, a SCP bacteriana fornece alguns
lipidios e vitaminas do grupo B.

4.3 Producao de hiomassa de
algas

A producao de microalgas para consumo
humano ou animal ¢é particularmente
promissora em funcao do alto teor de
proteinas que pode ser encontrado em suas
células, conforme mostrado no Quadro 4. O
conteudo de acido nucleico é relativamente
baixo (3% a 8%), e a biomassa também
fornece gorduras, carotendides, vitaminas A,
B, C e, sais minerais e clorofila (Ritala et al.,

2017).
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Quadro 4. Relatos sobre o conteudo de proteina de algumas algas de interesse como SCP.

Organismo

Teor de proteinas (%)

Aphanizomenon flos-aquae

Aphanothece microscopica

Arthrospira maxima (Spirulina maxima)
Arthrospira platensis (Spirulina platensis)
Chlorella pyrenoidosa

Chlorella sorokiniana

Chlorella spp.

Chlorella vulgaris

Euglena gracilis

Scenedesmus obliquus

Fonte: Ritala et al. (2017).

Além do alto valor nutricional das proteinas e
sua abundancia, outro fator que torna esses
organismos extremamente atraentes para
a producao de biomassa é sua capacidade
de utilizar eficientemente a luz como fonte
de energia (Grossmann, Ebert, Hinrichs,
& Weiss, 2018). As algas em geral sao
fotossintéticas e utilizam CO, como fonte de
carbono e luz solar como fonte de energia.
A producao por fotossintese em tanques é
a mais comum, embora algumas empresas
trabalhem com a fermentacao em reatores
na producao de seus produtos, como a
TerraVia, da Califérnia, com a fabricacao da
AlgaVia®.

também tém  sido
usados para a producao de algas frescas,

Fotobiorreatores

aproveitadas na aquicultura (moluscos,
camaroes e peixes) como fonte de acidos
graxos insaturados (como o Omega 3)
e carotenodides, embora o teor proteico
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60-75
42
60-71
46-63
45
46-65
62-68
42-55
50-70

30-50

também contribua para a nutricao (Ritala et
al., 2017).

A biomassa de microalgas é usada
principalmente na forma de suplementos,
disponiveis em capsulas, comprimidos e na
forma liquida. Ha, entretanto, um crescente
desenvolvimento de produtos no formato de
ingredientes, que podem ser adicionados
a massas, produtos de panificacao,
petiscos, entre alimentos. Os
produtos disponiveis comercialmente sao
derivados principalmente das seguintes
espécies: Arthrospira platensis e Arthrospira
maxima (comercializadas como spirulina);
Chlorella, Dunaliella salina (comercializada
principalmente como fonte de beta-
caroteno); e Aphanizomenon flos-aquae e
Euglena (comercializada principalmente
como fonte de beta-glucanos, mas ha
também produtos com células integras).

outros
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As algas verdes unicelulares do género
Chlorella, na forma de células intactas, tém
proteinas de baixa digestibilidade devido
a parede celular rigida. Varios métodos ja
foram aplicados para a ruptura das células,
como dissolucao alcalina, congelamento-
descongelamento, ultrassom e liquidos
ionicos (materiais semelhantes a sais
que podem ser utilizados a temperaturas
abaixo de 100°C na separacao e extracao
de materiais bioativos de plantas,
incluindo proteinas). Wang e Zhang (2012)
avaliaram a aplicacao de liquido idnico
e de alta pressao em baixa temperatura
para rompimento das células de Chlorella
pyrenoidosa, comparando a estratégia
aos métodos tradicionais. Os resultados
indicaram que a taxa de extracao com
liquido i6nico é moderada, mas alta pressao
em baixa temperatura pode aumentar
a taxa de extracao de proteina em 2 a 15
vezes. Os autores avaliaram também a
hidrélise das proteinas extraidas com trés
enzimas (papaina, tripsina e alcalase),
obtendo, em condicdes ideais, graus de
hidrélise de 18,31% com alcalase, 14,33%
com papaina e 8,47% com tripsina (Wang
& Zhang, 2012). Esses dados demonstram
o potencial dos hidrolisados protéicos de
Chlorella pyrenoidosa para aplicagao em
suplementos nutricionais.

Imagem ilustrativa de algas do género Chlorella.
Fonte: Adobe Stock.
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5. Fermentacao
de precisao

Almondega de micoproteina com gordura obtida por fermentacao de precisao. Crédito: Melt&Marble.
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Ingredientes derivados da fermentagcao
de precisao sao amplamente usados na
industria de alimentos. A maioria das
vitaminas em suplementos nutricionais e
alimentos processados fortificados, como as
vitaminas B12 e riboflavina, sao produzidas
por fermentacao, assim como muitos
componentes aromatizantes.

Uma das aplicagdes mais bem estabelecidas
desse processo é a fabricacdo de enzimas
alimentares, como a quimosina do coalho,
por exemplo, usada na producao de queijos.
A maioria das enzimas alimentares hoje
também sao predominantemente produzidas
a partir de microrganismos recombinantes.

Este processo, ja totalmente desenvolvido
tecnologicamente para a producao de
enzimas, passou a ser aplicado também na
obtencao de outras proteinas de alto valor
nutricional ou funcional para adicao em
analogos plant-based de produtos carneos,
lacteos e de ovos. Dentre os produtos ja
liberados pela FDA, ha a leghemoglobina de
soja produzida pela levedura Pichia pastoris,
lancada pela empresa Impossible Foods
para adicdo em hamburguer vegetal. Essa
proteina simula a fungao da mioglobina na
conferéncia de cor, sabor e outros atributos
da carne, produzindo um conjunto de
propriedades organolépticas tipicas no
produto, sendo mais notaveis a cor, o sabor
e suculéncia (juiciness) do produto frito ou
grelhado (United States of America, 2018).
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Gordura obtida por fermentagao de precisao.
Crédito: Melt&Marble

Também ja foi liberada a beta-lactoglobulina
do soro de leite, produzida por Trichoderma
reesel e lancada pela empresa Perfect Day,
de Berkeley, California, para substituir a
proteina do soro de leite tradicional e de
outros alimentos (United States of America,
2020a). Duas outras proteinas encontram-
se em fase de avaliacao pela FDA. Uma é a
ovomucoide (OVD) (glicoproteina localizada
na clara do ovo de galinha), produzida por
Pichia pastoris e fabricada pela empresa
Clara Foods, de South San Francisco,
Califérnia, para uso como fonte de proteina
em alimentos convencionais, incluindo
bebidas esportivas, suplementos proteicos
em poé e barras de cereais (United States of
America, 2021a). Outra é a mioglobina da
carne bovina produzida por Pichia pastoris,
fabricada pela empresa Motif Food Works,
de Boston, Massachusetts, para uso em
analogos de carne, como realcador de sabor

e aroma (United States of America, 2021b).
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A fermentacdao de precisao também é a
principal fonte de fatores de crescimento
substitutos dos de origem animal na
producao de carne cultivada. Além disso,
proteinas como o coladgeno e fibronectina
recombinantes  podem  servir como
scaffolding para produtos mais complexos

de carne cultivada (Ford et al., 2020).

Um fluxograma com as etapas basicas da
producao de proteinas por fermentacao de
precisdo é apresentado na Figura 4. Nessa
figura nao foram incluidas as etapas de
modificagao genética do microrganismo, mas
varias tecnologias disponiveis podem ser
encontradas no livro de Nevalainen (2020).

Preparacao do meio de cultivo

Inoculacao com a cepa microbiana
genetivamente modificada

Fermentacao / multiplicacao celular

Parada do processo via tratamento
térmico ou outro recurso (acidificacao)

Etapas de separacao das moléculas de interesse,
que pode ser feita por tratamentos diversos: salting
in, colunas anidnicas e/ou catidonicas, membranas de
ultrafiltragao, nanofiltracao ou dialise

Concentracao e secagem final do ingrediente
purificado - spray dryer ou liofilizacao

Figura 4. Etapas basicas do processo de producao de
proteinas por fermentagao de precisao
Fonte: Elaboracao propria.
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5.1. Microrganismos usados para
a producao de novas proteinas
por fermentacao de precisao

Os microrganismos que tém sido utilizados na
producado proteinas de alto valor nutricional
ou funcional para adicado em analogos
plant-based sao os fungos filamentosos e
as leveduras. As Saccharomyces cerevisiae
e Pichia pastoris, por exemplo, sao
consideradas particularmente adequadas,
pois apresentam a capacidade de produzir
proteinas maiores do que 50 kDa, com alto
rendimento e possibilidade de glicosilacao.
As leveduras também tém capacidade
de produzir chaperoninas, proteinas que
auxiliam no enovelamento de outras
proteinas,incluindoaquelasricasemligacoes
de dissulfeto. As propriedades funcionais
das proteinas dependem da estrutura
espacial resultante desse enovelamento e
do dobramento do filamento protéico sobre
si mesmo. Outra vantagem dos fungos é o
fato de que esses microrganismos secretam
apenas uma quantidade limitada de suas
préprias proteinas secundarias no meio,
facilitando as etapas subsequentes de
purificacdo das proteinas recombinantes
de interesse (Deckers, Deforce, Fraiture, &
Roosens, 2020).
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As bactérias sao organismos hospedeiros
simples e baratos, com muitos sistemas de
expressao disponiveis para recombinacao,
mas, devido a problemas relacionados ao
enovelamento, s6 podem produzir proteinas
pequenas e simples (Deckers et al., 2020).

A producdao de proteinas de interesse
nutricional ainda é restrita para avaliar os
microrganismos que poderao ser usados no
futuro. No caso das enzimas, ao contrario, ha
um histérico muito mais longo de aplicacao.
Segundo Deckers et al. (2020), 50% dessas
proteinas sdo produzidas por fungos,
35% por bactérias e as demais (15%) sao
derivadas de fontes animais ou vegetais.
Na Unidao Europeia, 50% das submissoes
para aprovacao de enzimas envolvem
apenas cinco espécies: Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae e Trichoderma reesei
(fungos filamentosos), Bacillus subtilis e
Bacillus licheniformis (bactérias). Cabe
destacar, entretanto, que apenas 43% de
todos os dossiés apresentados usam cepas
geneticamente modificadas. Dessas enzimas
recombinantes, 63% sao produzidas por
fungos, e 37% por bactérias.

Ilustracao 3D de levedura Saccharomyces cerevisiae.
Fonte: Adobe Stock.
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Saiba mais

Para saber mais sobre fermentacao e
processos fermentativos, acesse:

The science of fermentation

State of the industry report: fermentation

Carne produzida com fermentacao de biomassa.
Crédito: Meati Foods.
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https://gfi.org/resource/fermentation-state-of-the-industry-report/
https://gfi.org/science/the-science-of-fermentation/
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