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RESUMO

O desempenho da pecuaria na regido semiarida do nordeste do Brasil tem sido limitado
pela baixa disponibilidade de forragens, principalmente nos periodos de estiagem
prolongada, além de manejo inadequado dos animais, da ma utilizagdo dos recursos
forrageiros existentes na regido e os altos custos das ragdes comerciais. Sendo assim, a
palma forrageira (Opuntia ficus indica Mill) e o sisal (4gave sisalana Perrine) sdo
alternativas vidveis encontradas a serem utilizadas em qualquer época do ano, até
mesmo nos perfodos de estiagem. Essas forragens sdo caracterizadas por apresentarem
baixos teores proteicos quando comparadas a outras forragens. podendo trazer
consequéncias desfavoraveis ao rebanho, quando se faz o uso exclusivo, sendo
recomendado fornecé-las sempre associadas a um suplemento proteico na dieta animal.
O objetivo deste trabalho foi estudar o processo de enriquecimento proteico da palma e
do sisal por fermentagdo semissélida, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae,
visando a produgdo de um suplemento proteico para ragdo animal avaliando a
concentra¢do inicial de leveduras e concentragdo de sisal sobre o teor proteico,
aplicando-se o planejamento experimental e a metodologia de superficie de resposta. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica e Biotecnologia de
Alimentos (UFCG/CES). A coleta dos materiais foi realizada no sitio Bom Sucesso,
Sossego/PB. As raquetes de palma foram coletadas de acordo com a colheita feita
tradicionalmente na regido, coletando aquelas que apresentavam bom estado
fitossanitario. Do sisal foram retiradas as folhas e coletado o pseudocaule da planta,
parte interna do bulbo central. Em seguida, esses materiais foram levados ao laboratdrio
para serem processados, resultando em uma mucilagem. As fermentagdes semissélidas
(FSS) ocorreram em sistema de batelada, utilizando-se biorreatores retangulares de
plastico. Os biorreatores foram dispostos em estufa de circulagdo de ar forgado, a 35 °C,
durante 72 horas. Avaliaram-se as diferentes concentragdes iniciais de levedura (1,3 e 5
%) e concentragdo de sisal (0, 50 e 100 %) em rela¢do a massa do substrato. Fez-se uma
avaliagdo das varidveis estudadas e observou-se que, com confianga de 95 %, e um R’
de 0,94, o maior aumento proteico (135,73%), foi obtido com a adicdo de 5% de

levedura e concentragdo de 100% de sisal, apés 24 horas de fermentagdo.

Palavras-chave: Forragem, Opuntia ficus indica Mill, Agave sisalana Perrine,

Levedura e Aumento Proteico.
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ABSTRACT

The performance of livestock in the semiarid region of northeastern Brazil has been
limited by the low availability of fodder, especially during periods of prolonged
drought. and inadequate animal management, poor use of existing forage resources in
the region and the high costs of commercial pet food. Thus, the spineless cactus
(Opuntia ficus indica Mill) and sisal (Agave sisalana Perrine) are viable alternatives
found to be used at any time of year, even during the dry season. These forages are
characterized by presenting low protein levels when compared to other forages. may
bring negative consequences to the herd when it is the exclusive use and is
recommended to provide them always associated with a protein supplement in animal
diet. The objective of this work was to study the protein enrichment process of the
cactus pear and sisal for semisolid fermentation using the yeast Saccharomyces
cerevisiae, in order to produce a protein supplement for animal feed evaluating the
initial concentration of yeast and concentration of sisal on the content protein, applying
the experimental design and the response surface methodology. The experiments were
conducted at the Laboratory of Biochemistry and Biotechnology (UFCG/ CES). The
collection of materials was held at the site Bom Sucesso, Sossego/PB. Palm racquets
were collected according to the harvest traditionally made in the region, collecting those
that had plant health. Sisal leaves were removed and collected from the pseudostem
plant, inside the central bulge. Next, these materials were taken to the laboratory to be
processed, resulting in a mucilage. The semisolid fermentation (SSF) were batch
system, using bioreactors rectangular plastic. The bioreactors were placed in circulation
forced air oven at 35 °C for 72 hours. We evaluated the different initial concentrations
of yeast (1, 3 and 5%) and sisal concentration (0, 50 and 100%) compared to bulk
substrate. There was an evaluation of the variables studied and it was observed that,
with confidence level of 95% and an R* of 0.94, higher protein increase (135.73%) was
obtained with addition of 5% yeast and concentration of 100% sisal. after 24 hours of

fermentation.

Keywords: Forage, Opuntia ficus indica Mill, Agave sisalana Perrine, Yeast and

Protein Increase.
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1. INTRODUCAO

O desempenho da pecuaria na regido semiarida do nordeste do Brasil tem sido
limitado pela baixa disponibilidade de forragens, principalmente nos periodos de
estiagem prolongada, além de manejo inadequado dos animais, da mé utilizagdo dos
recursos forrageiros existentes na regido e os altos custos das ragdes comerciais. Tais
limitagdes tém levado os pecuaristas a buscarem alternativas de alimentagdo para os
animais, que seja de facil aquisi¢do e de baixo custo. A palma forrageira (Opuntia ficus
indica Mill) e o sisal (4dgave sisalana Perrine) sdo uma das alternativas viaveis
encontradas pelos criadores como fonte de alimento bésico para os seus rebanhos. pois
podem ser utilizados em qualquer época do ano, inclusive nos perfodos de estiagem
(ARAUIJO er al., 2009).

A palma se apresenta como recurso alimentar de extrema importincia, pois €
adaptada as condig¢des edafoclimaticas da regido, e tem sido frequentemente utilizada na
alimentagdo animal, principalmente nos periodos de estiagem prolongada. Apresenta
composi¢do quimica variavel de acordo com a espécie, idade, €poca do ano e tratos
culturais. E um alimento rico em carboidratos, sobretudo, carboidratos nio fibrosos,
apresenta altas produgdes de matéria seca por unidade de 4rea, embora possua baixos
teores de fibra em detergente neutro e proteina bruta (PB). Possuem ainda alto teor de
residuo mineral e 4gua, aspectos que devem ser levados em consideragdo quando for
utilizada na alimentagiio de bovinos (FERREIRA:; PESSOA: BISPO, 2011).

O sisal é uma planta resistente a aridez e ao sol intenso do sertdo nordestino. No
Brasil, as principais regides produtoras sdo os estados da Bahia e da Paraiba. Os
residuos do sisal (baga¢o e/ou polpa) sdo bastante utilizados na alimentagdo dos
rebanhos durante os periodos de escassez de pastagens. No entanto, Silva e Beltrdo
(1999) salientam o seu baixo valor nutricional, pois apresenta um alto teor de lignina e
baixo percentual de PB.

O aproveitamento de alimentos nd3o convencionais tem sido uma alternativa
bastante explorada em tempos de escassez de alimento, estimulando o homem do campo
a aproveitar e explorar a propria vegetagdo da regido. Esses alimentos. em sua maioria,
sdo carentes em teores nutricionais, sendo necessario o fornecimento associado a
suplementos proteicos comerciais, como torta e farelos, o que encarece o processo. No

entanto, alguns micro-organismos, como as algas, leveduras e fungos sdo considerados
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uma fonte de proteina unicelular, podendo ser utilizado na alimentagdo animal,
substituindo os suplementos proteicos comerciais (ARAUIO et al., 2005).

O processo de enriquecimento proteico utilizando micro-organismos pode ser
realizado através de fermenta¢do semissolida (FSS). A FSS apresenta diversas
vantagens quando comparada ao processo de fermentagdo submersa (FSm) devido a
seus aspectos fisico-quimicos, especialmente sua reduzida atividade de agua (ay), 0 que
torna o processo mais produtivo, além de requerer baixo investimento de capital e
energia e, praticamente ndo produzir residuos.

Diversos estudos vém sendo realizados com o objetivo de enriquecer
proteicamente diferentes substratos através da FSS utilizando a Saccharomyces
cerevisiae: residuos de casca e coroa de abacaxi pérola (OLIVEIRA: CAMPOS:
SILVA, 2006; OLIVEIRA, 2007), palma forrageira (CAMPOS, 2008), mandacaru sem
espinhos (ARAUJO et al.. 2009), bagaco do pseudofruto do caju (SANTOS er dl.,
2010), cladodios de facheiro (OLIVEIRA, 2014; SILVA, 2015), palma forrageira e sisal
(MACEDO et al., 2015a) e xiquexique (SILVA, 2015).

Diante da necessidade dos criadores em suplementar proteicamente a palma e o
sisal, o estudo do enriquecimento proteico dessas forragens de maneira que possa ser
viavel sua aplicagdo no campo, torna-se uma alternativa viavel e de baixo custo. Dessa
forma, o criador podera enriquecer proteicamente a forragem de que dispde em sua
propriedade, diminuindo os custos com a suplementagdo proteica da alimentagdo dos
animais, uma vez que ndo haveria despesas com aquisi¢do, transporte e estocagem de

concentrados proteicos comerciais.

[UFCG/BIBLIOTECA)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o processo de enriquecimento proteico da palma forrageira (Opuntia
ficus indica Mill) e do sisal (4gave sisalana Perrine) por fermentagdo semissolida,
utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, visando a produgéo de um suplemento

proteico para ragdo animal.

2.2 Objetivos especificos

v Caracterizar quimicamente a levedura (S. cerevisiae) utilizada no processo

fermentativo;

v' Caracterizar quimicamente os substratos (palma forrageira e sisal), antes,

durante e ap6s o processo de enriquecimento proteico;

v" Estudar a cinética do aumento proteico dos substratos, para verificar o tempo de

fermentagdo em que se obtém o maior aumento proteico;
v Empregar um planejamento experimental associado a metodologia de superficie

de resposta para verificar os efeitos das varidveis de entrada (concentragdo de

sisal e concentragdo de levedura) sobre o teor proteico.

UFCGIBIBLIOTECA)
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Palma Forrageira

A palma forrageira (Figura 1) ¢ uma cactdcea, de origem mexicana, plantada
pela primeira vez no Brasil no final do século XVIII, no estado de Pernambuco, através
de raquetes originarias do Texas/EUA (SIMOES et al., 2005), utilizada apenas para a
criagdo da cochonilha, produtora do corante carmim. Sua produgdo ampliou-se, sendo
hoje bastante comum a paisagem arida e semiarida do nordeste brasileiro (DATA
AMERICA, 2004). No entanto, apenas no inicio do século XX passou-se a ser cultivada
e utilizada como forragem (TEIXEIRA et al., 1999).

A palma pertencente a divisdo Embryophyta, subdivisdo Angiospermeae, classse
Dicotyledoneae, ordem Opuntiales, Familia Cactaceae, género Opuntia e espécie
Opuntia ficus indica Mill. Essa familia é composta por 178 géneros com
aproximadamente 2.000 espécies. As principais variedades de palma cultivada no
nordeste sdo: gigante (O. ficus indica), redonda (Opuntia sp.) e a miuda (Nopalea

cochenilifera) (SILVA e SANTOS, 2006).

Figura 1. Palma forrageira (Opuntia ficus indica Mill)

Fonte: Dados da pesquisa.

A palma gigante, como o proprio nome diz, apresenta porte maior que as outras

variedades, favorecendo a produtividade, e sdo mais resistentes a secas prolongadas.

[UFCG_{_EXEGGT_;}_\J
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A palma redonda (Opuntia sp.) tem tamanho médio, apresentando caules bem
ramificados e raquetes arredondadas (SILVA e SANTOS, 2006).

A palma miuda (N. cochenilifera) ¢ uma variedade resistente a cochonilha do
carmim, praga que vem colocando em risco a produtividade da cultura, apresenta maior
valor nutritivo e maior teor de rendimento de matéria seca dentre as cactaceas cultivadas
no nordeste. No entanto, ¢ menos resistente a secas e a cochonilha de escamas, sendo
mais indicada para o agreste (CAMPOS, 2008).

A composigdo quimica da palma depende de diversos fatores, tais como, a
espécie, idade, periodo do ano em que foi feita a colheita e do manejo das plantas
(FERREIRA ef al., 2003).

A Tabela 1 apresenta a composi¢do quimica de trés variedades da palma:

gigante, miuda e redonda.

Tabela 1. Composigdo bromatoldgica das trés variedades de palma forrageira

Palma Forrageira

Gigante Miuda Redonda
%o
Matéria seca 8.82 13,06 10,93
Matéria organica 89.79 93,00 88.71
Proteina bruta 5.02 3.34 5,14
Extrato etéreo 1,98 1;7] 1.78
Matéria mineral 10.21 7,00 11,29
Fibra bruta 12,32 7,17 8,72
Extrato ndo nitrogenado 70,31 77,97 72,77
Carboidratos 81.88 86,57 81,16
Fibra em detergente neutro 27,69 16,60 -
Fibra em detergente acido 17,93 13.66 -
Carboidratos ndo fibrosos 55,63 71,17 -

Fonte: Adaptada de VALADARES FILHO ez al., 2006.

O Brasil compreende a maior area plantada com palma do mundo, com uma érea
de cultivo superior a 500 mil hectares (MOURA et al.. 2011), sendo o nordeste o
principal produtor. A variedade mais cultivada ¢ a palma gigante, no entanto, se

comparado com outros paises apresenta uma baixa produtividade, cerca de 40 toneladas
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por hectares (MARCONATO, 2008). Fatores como fertilidade do solo, pluviosidade,
controle de ervas daninha, sele¢do das mudas, ataque de pragas e doencas e densidade
do plantio podem influenciar na produtividade (FERREIRA er al., 2003). Para um bom
desenvolvimento, a palma exige do solo caracteristicas fisico-quimicas especificas
como fertilidade, areas com solo arenoso a argiloso e que tenha uma boa drenagem, ja
que a mesma ndo suporta solos encharcados (GALVAO JUNIOR et al., 2014).

A palma mostra-se ser uma boa alternativa para os criadores de bovinos, ovinos
e caprinos das regides aridas e semiaridas do nordeste brasileiro, tendo em vista, que a
palma apresenta caracteristicas fisiolégicas particulares como absorg¢ao, aproveitamento
e perda de agua, sendo adaptada as condi¢des adversas da regido, tolerando grandes
periodos de secas (SILVA e SANTOS, 2006). A palma desempenha um importante
papel na dieta dos ruminantes no periodo de escassez de pastagens, pois proporciona
elevado teor de agua e minerais, além de boa digestibilidade, porém apresenta baixo
teor de proteina bruta, matéria seca e fibra em detergente neutro (SILVA, 2012). Por
proporcionas baixo valor nutritivo e de fibras, estudos recomendam fornecer a palma na
dieta animal sempre associada a um suplemento proteico, dispondo-a com até 50 % da
dieta (SILVA e SANTOS, 2006).

Uma caracteristica importante da palma é apresentar um alto teor de 4dgua, pois
no periodo da estiagem atende as necessidades de agua dos animais, principalmente, em
regides semiaridas (SANTOS et al., 2001).

Segundo Nunes (2011), a palma é uma fonte alternativa para a alimentagdo
humana, pois é capaz de combater a desnutri¢do em regides semiaridas e, auxiliar nos
tratamentos de saude por ser rica em vitaminas A, complexo B e C, além de minerais
como o cdalcio. magnésio, sédio e potassio. Também sdo encontrados 17 aminoacidos,
destes 8 sdo essenciais. Apesar do preconceito a respeito da palma, ela é bastante
nutritiva, comparada com outros alimentos como a banana, a couve e a beterraba, torna-

se um produto vantajoso por ser mais econdmico.

3.2 Sisal

O sisal (Figura 2), originario do México, é utilizado principalmente para a
produgdo de fibras, estrutura extraida das folhas, empregada na industria de cordoalha.

Até a Primeira Guerra Mundial, o México era detentor exclusivo do mercado de fibras.

emm———TT L e W
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Apenas nos anos de 1830, o sisal foi levado para a Flérida e, em seguida, para a Africa
Oriental. No entanto, em 1903 as primeiras mudas foram trazidas para o Brasil e, a
partir da década de 30, os primeiros plantios comegaram a aparecer através de campos
de experimentagdo e produgdo de mudas (CAMPBELL, 2007).

O sisal € um vegetal adaptado ao clima de regides aridas e semiéridas. Pertence a
classe Monocotyledoneae, familia Agavaceae, subfamilia Agavoideae, género Agave,
espécie Agave Sisalana Perrine (ANDRADE JUNIOR, 2006).

A planta de sisal atinge, em média, 1,2 m de altura, e é formada por um tronco
(pseudocaule), que da origem e sustentagdo as folhas e por um broto terminal. E coberto
por uma casca dura de, aproximadamente, 3 mm de espessura e seu interior ¢ composto
por tecido de consisténcia dura e na parte média superior do caule, encontram-se tecidos
menos fibrosos, de coloragdo esbranquigada. As folhas do sisal tem forma linear
pontiaguda, rigida, de cor verde escuro e comprimento que pode passar de 1,2 m,
largura entre 10 ¢ 15 c¢cm na sua parte média, possuindo um unico espinho na
extremidade e no seu interior estdo localizadas as fibras. No final do ciclo produtivo, a
planta produz folhas curtas e finas até que ocorra a inflorescéncia e brote em pedunculo
floral que pode atingir até 8 m de altura. Por se tratar de uma planta monocarpica,
floresce uma s6 vez durante o ciclo vegetativo, morrendo posteriormente (SILVA ef al.,
2008)

Figura 2. Sisal (4gave sisalana Perrine).

Fonte: Dados da pesquisa.

O cultivo nacional de sisal ocorre exclusivamente, na regido nordeste, sendo os

principais estados produtores a Bahia, Paraiba e Rio Grande do Norte, com produgdo de
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93.5: 3.5 e 3.0 %, respectivamente (MARTIN er al., 2009). Por ser uma cultura
resistente ao clima adverso da regido, caracterizado principalmente por longos periodos
de secas, o sisal tornou-se uma alternativa para os pequenos agricultores por ser uma
fonte de emprego e renda nos periodos que ndo ¢ possivel trabalhar com outras culturas
como, por exemplo, o milho e o feijdo, os mais tradicionais (ANDRADE JUNIOR,
2006).

Na Paraiba, ja existe uma preocupa¢do quanto a cultura do sisal, pois esta vem
perdendo espago e a produgdo vem caindo consideravelmente, causada principalmente
pela baixa rentabilidade, ma conservagdo dos campos existente ¢ pela falta de
investimentos em novos campos. Segundo a Secretaria de Ciéncia Tecnologia e
Inovagdo - SECTI, a Paraiba, no periodo de 1943 a 1976, era o maior produtor e
exportador do Brasil, no entanto, hoje produz apena 3,5 % do total produzido no pais
(SECTI, 2015).

Na regifo do curimatau paraibano ¢ comum em tempos de secas severas, onde as
forragens sdo limitadas, o uso do sisal na alimentagdo dos animais. Utiliza-se o
pseudocaule de onde sdo retiradas todas as folhas, verdes e secas, restando apenas a
parte branca do pseudocaule, este é cortado ou moido em maquina forrageira e ofertado
aos animais, ja o bagago, coproduto do sisal que fica acumulado ao lado das maquinas
de desfibramento é utilizado na forma in natura direto no campo, ou até mesmo as
folhas que sdo picadas em finos pedagos e fornecidos aos animais.

Essa pratica também ¢ corriqueira em regides sisaleiras da Bahia, principalmente
a utilizagdo do bagago, composto por uma quantidade significativa de fibras, que
quando ingerido em grandes quantidades podem causar a oclusdo do ramen do animal
(PEDREIRA e RIGO, 2009).

Segundo Silva e Beltrdo (1999), para a utilizagdo do sisal como alimento para 0s
animais ¢ indispensavel ter conhecimento da composigdo quimica e do valor nutricional
do mesmo, pois assim pode-se saber suas deficiéncias e se hd necessidade de se integrar
com algum suplemento.

A Tabela 2 apresenta os valores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB),
nitrogénio insolivel em detergente neutro (NIDN), nitrogénio insoluvel em detergente
4cido (NIDA) e matéria mineral (MM) dos componentes da planta e dos coprodutos do

desfibramento do sisal (CDS), determinado a partir da massa seca.
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Tabela 2. Composi¢do bromatologica dos componentes da planta e dos coprodutos do
desfibramento do sisal (CDS)

Tratamento MS (%) PB (%) NIDN (%) NIDA (%) MM (%)
Silagem do CDS 11,4 9.5 0,5 0,2 14,7
Feno do CDS 89.7 8.7 0,3 0.2 14,0
CDS amonizado 22.6 22,7 0,2 0,1 17,2
Bulbilho 323 10.5 0.0 0,0 4,2
Po da batedeira 87.1 5.9 0,2 0,1 12,5
Pseudocaule 25,9 2.7 0.0 0,0 5,4

Fonte: Adaptada de BRAN DAO et al.,2011.
3.3 Fermentacio Semissoélida (FSS)

Na industria, os processos fermentativos sdo empregados para a produgdo de
diversos produtos, tais como bebidas alcoolicas, vinagres, combustiveis, solventes,
medicamentos, vitaminas e diversos alimentos. Esse processo também ¢ utilizado no
enriquecimento proteico de diversos materiais (residuos de frutas, farinha, farelos) para
serem usados como ragdo animal. Além disso. algumas industrias usam os processos
fermentativos no tratamento biolégico dos seus residuos, esgotos ou lixos (BORZANI
etal., 2001).

O processo de fermentagdo semissolida (FSS). também conhecido como
fermentacdo em estado solido. fermentacdo em substrato sélido ou fermentagdo em
meio semissolido, é uma pratica utilizada a milhares de anos para a produgdo de
alimentos. Atualmente, essa técnica vem ganhando espago e despertando interesse de
pesquisadores europeus e americanos, no entanto, na industria esse processo ainda é
pouco utilizado para obtengdo de produtos (SCHMIDELL et al., 2001).

A FSS ¢ definida como o bioprocesso que ocorre na auséncia ou quase auséncia
de dgua livre. No entanto, o substrato deve possuir teor de agua suficiente para suportar
o crescimento e a atividade metaboélica do micro-organismo. O substrato pode ser uma
fonte de nutrientes, ou pode ser um material inerte para suportar o crescimento dos

micro-organismos (THOMAS:; LARROCHE; PANDEY, 2013).
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Segundo Schimidell (2001), o principal processo utilizado na industria brasileira
para a geragdo de produtos biotecnoldgicos ¢ a fermentagdo submersa (FSm), sendo
quase insignificante o ntimero de empresas que utilizam a FSS para estes fins.

A FSm abrangem uma grande diversidade de processos microbianos, onde a
biomassa ¢ completamente rodeada pelo meio de cultura liquido. Segundo Roussos
(1997). as principais diferengas entre o FSS e FSm estdo relacionados com as varias
caracteristicas fisico-quimicas, como:

1. A mistura e difusdo de substratos e produtos em relagdo a biomassa ¢ muito
menor em FSS:

2. Solubilidade e propaga¢do de oxigénio e outros gases € superior em FSS;

3. O deslocamento de calor ¢ muito menor em FSS;

4. O teor de agua ¢ menor em FSS.

Mesmo apresentando algumas vantagens em relacdo a FSm, a FSS apresenta
limitagdes que impedem seu uso em escala industrial: os tipos de micro-organismo que
podem ser usados sdo limitados, dificuldade de remogdo do calor proveniente do
metabolismo microbiano, controle na temperatura, dificuldade em medir pardmetros
como pH, oxigénio dissolvido, quantidade de agua, concentragdo do substrato no estado
solido e calcular o rendimento do produto (RODRIGUES, 2006).

As principais espécies de micro-organismos utilizados na produgdo comercial de
produtos derivados da FSS sdo as leveduras, fungos e bactérias, mesmo que nos ultimos
anos tenha ocorrido desenvolvimento de técnicas de cultura de células de animais e
plantas que possibilita a introdugdo de células mais complexas nos processos de

fermentagdo (WARD, 1993).
3.3.1 Parametros do processo

Existem vérios fatores importantes que causam enorme impacto sobre o sucesso
no desenvolvimento de qualquer bioprocessos e, sendo assim, na FSS ndo deve ser
diferente, portanto, logo devem ser considerados.

Para Pandey (2009), estabelecer as relagdes entre a fisiologia dos micro-
organismos e os fatores fisico-quimicos ¢ importante para desenvolver modelos
adequados para o processo. Algumas variaveis podem influenciar no processo de FSS,
incluindo a selecio de micro-organismos adequado para o substrato, o tamanho das
particulas dos substratos, a suplementagdo do meio de crescimento, a esteriliza¢do do
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meio de FSS. teor de dgua, a atividade da agua (aw), concentragdo de indculo,
temperatura, pH. agitagdo e aeracdo, tem um efeito significativo sobre a eficiéncia dos

processos FSS.

3.3.1.1 Substrato

A escolha do substrato a ser usado é fundamental para o sucesso do processo
fermentativo. Na escolha, devem-se levar em consideragdo alguns fatores como, o
produto que se deseja o método utilizado, a facilidade de se obter determinadas
matérias-primas e, se ¢ economicamente vidvel. Como substrato sdo empregadas
diversas matérias-primas e, dentre estas, diversos tipos de residuos agroindustriais.

O substrato deve apresentar algumas caracteristicas que permitam um melhor
resultado do processo. A principal peculiaridade ¢ o alto grau de acessibilidade do
micro-organismo a todo o meio e, logo a porosidade, tamanho e o formato das
particulas sdo caracteristicas muito importantes da matéria-prima (SCHMIDELL ef al..
2001).

No processo FSS, o substrato solido fornece os nutrientes necessarios para que a
cultura microbiana se desenvolva. Os substratos que fornecem todos os nutrientes para
0S micro-organismos crescerem sio considerados como substratos perfeito. No entanto,
alguns substratos podem ter deficiéncias de nutrientes, nesses casos. € necessario um
pré-tratamento (quimica ou mecanicamente) antes da utilizagdo em processos FSS

(PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000).

3.3.1.2 Teor de agua e Atividade de agua (aw)

O teor de agua do substrato tem influéncia direta no sucesso de uma FSS. A
dgua presente no substrato funciona como um filme superficial que facilitar a dissolugdo
e a transferéncia de nutrientes e de oxigénio. No entanto, entre as particulas devem
existir espagos que permitam a propagacdo de gases e a dissipagdo de calor, o aumento
do teor de agua implicara na diminui¢do desses espagos que ird resultar em uma menor
propagacdo de oxigénio e consequente decréscimo de trocas gasosas. Em contrapartida,
um baixo teor de dgua causara dificuldades na propagagdo dos nutrientes, causando

baixo crescimento dos micro-organismos (SCHMIDELL ef al., 2001).
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Segundo Lonsane et al. (1985) e Thiemann (1985), a natureza do substrato, as
necessidades do micro-organismo utilizado e o tipo de produto final desejado sdo os
principais fatores que determinam o grau de umidade que o substrato devera ter no
inicio e ao longo da fermentagdo.

O teor de agua é considerado 6timo no substrato saturado, e varia de 30 a 85%
dependendo do substrato. As principais causas da variagdo do teor de dgua sdo a
evaporag¢do devido ao calor metabolico e hidrolise do substrato, e produgdo de agua
metabdlica (DORTA ef al., 1994).

As necessidades de dgua do micro-organismo podem ser determinadas em
termos de aw em vez de teor de dgua no substrato. A aw ¢ definida como a relagdo entre
a pressdo do vapor de d4gua em um sistema, e a pressdo do vapor da agua pura. Logo, aw
indica a dgua disponivel para o crescimento do micro-organismo, e esta diretamente
ligada com o desenvolvimento da biomassa, das reagdes metabdlicas, e dos processos
de transferéncia de massa (MARTINS er al., 2011).

Segundo Robinson e Nigam (2003), as bactérias suportam valores de aw de até
0,75. as leveduras toleram valores de 0,62 a 0,64 e os fungos filamentosos crescem
rapidamente em meios relativamente secos, com aw inferior a 0,85 e até 0,61. No
entanto, segundo Bhargav er al. (2008), os fungos sdo incapazes de crescer em aw
inferior a 0,97. Sendo assim, o crescimento de fungos e sua produgdo de metabolitos
secundarios durante FSS sdo fortemente afetadas pela aw do substrato.

Segundo Sato et al. (1982), normalmente, em estudos de laboratério, a aw ¢
controlada colocando-se o biorreator em uma camara de cultura, cujo teor de dgua €
fixado através de solugdes salinas saturadas. Em maior escala, o biorreator € arejado

com agua-ar saturada.

3.3.1.3 pH

Outro parametro importante a ser considerado em um processo fermentativo € o
pH. pois tem influéncia direta no crescimento e desenvolvimento de micro-organismos,
uma vez que cada espécie de micro-organismo tem um valor 6timo de pH no qual
devera ser cultivado.

As variagdes no pH sdo resultados do consumo do substrato (por exemplo,
hidrélise proteica) e/ou produgdo de metabolitos (por exemplo, acidos orgéanicos). Ele ¢

o indicador das mudangas das atividades metabolicas (MAUREL et al., 2003).
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Em processos fermentativos, as variagdes bruscas do pH pode ser amenizada
utilizando substratos com boa capacidade tamponante ou a adi¢do de solugdes tampao.
Geralmente, utiliza-se écidos orgénicos como agentes tamponantes em meios que
apresentem valores de pH baixos. Ja para meios que apresenta pH entre 6,0 e 7.5, usa-se
fosfato inorgénico adicionado em excesso por causa da sua boa capacidade de
tamponamento. O pH também pode ser controlado com a adigdo de hidroxidos. amonia
liquida ou gasosa, e acidos sulfiirico e cloridrico (WARD, 1993).

No entanto, segundo Schmidell er al. (2001) apesar de o pH ser um parametro
muito importante para o sucesso de uma FSS, o controle deste ¢ um dos mais criticos €
dificilmente se conseguira devido a heterogeneidade e a consisténcia dos substratos.

Sendo o pH uma varidvel importante no processo, ha valores de pH minimo,
6timo e maximo para o desenvolvimento de cada micro-organismo. As leveduras
industriais apresentam boa adaptagdo na faixa de pH entre 5.2 e 6.8 (BONASSA er al.,
2013). Ja para Souza e Monteiro (2011), a faixa de pH no qual as leveduras apresentam
boa velocidade de crescimento e formagdo de produto ¢ um pouco maior, entre 3 € 6.
Segundo Lima ef al. (2013), meios muito acidos sd0 menos submissos a contaminagdo
bacteriana, resultando em maior rendimento alcodlico, porém quando os valores de pH
sdo muito baixos, ocasionam perda de alguns nutrientes, como nitrogénio € potassio,

resultando no aumento da sensibilidade ao etanol e 4dcidos organicos.

3.3.1.4 Temperatura

A temperatura, assim como os demais parametros, tem grande influéncia no
crescimento microbiano. Pois, cada micro-organismo tem uma faixa relativamente
restrita de temperatura na qual se desenvolve. Temperaturas inapropriadas podem levar
a desnaturag¢do de proteinas, inibi¢do enzimatica, promogdo ou inibi¢do de produgéo de
determinados metabdlitos, afetar a produgdo de esporos e causar morte celular.

Como os demais pardmetros, a temperatura apresenta uma forte influéncia no
crescimento microbiano, havendo uma temperatura minima abaixo da qual o micro-
organismo ndo cresce, uma temperatura 6tima na qual o crescimento € maximo, € uma
temperatura maxima acima da qual ndo ocorre crescimento. Em processos
fermentativos. ha a necessidade de observar a temperatura para que a mesma nao se

eleve demais prejudicando o processo (PERAZZO NETO, 1999).
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Segundo Schmidell ez al. (2001) e Nagel er al. (2001a), a grande quantidade de
calor produzida durante o processo fermentativo, pode estar associada as atividades
metabolicas dos micro-organismos e a altura da camada de substrato.

Em escala industrial, a temperatura é normalmente controlada por ar forcado,
agita¢@o ou evaporagdo (DUNAND et al., 1996). Segundo Fernandez et al. ( 1997), o
ultimo método € o mais efetivo: a umidade do ar é ajustada de acordo com modelos de
troca de dgua entre sélidos e gases, permitindo dessa forma uma rapida regulagem,
dentro de uma faixa de + 4 °C, sendo a regulagem da temperatura ligada ao controle da
umidade da fase solida. Raimbault e Ramires (1980) afirmam que em condig¢des
experimentais, a temperatura do biorreator, normalmente, ¢ controlada com um banho

termostatico ou através da regulagem da temperatura ambiente.

3.3.1.5 Micro-organismo

Segundo Pandey (1992), tanto micro-organismos em seu estado natural, como na
forma de culturas puras individuais ou mistas, podem ser utilizados no processo da FSS.

Muitos micro-organismos tem a capacidade de crescer em substratos sélidos, no
entanto, devido ao baixo teor de dgua no meio, fungos e leveduras sdo os mais
utilizados devido a sua capacidade de crescimento em ambientes com esta caracteristica.
No entanto, a escolha do micro-organismo a ser usado em FSS depende do produto final
desejado. Os fungos filamentosos tém um grande potencial para a produgio de
compostos bioativos de FSS, e, portanto, eles sdo os micro-organismos mais utilizados
para esta finalidade (MARTINS er al., 2011).

A escolha do tipo de micro-organismo a ser utilizado no processo fermentativo
reflete diretamente no resultado do processo. Sendo assim, durante a sele¢do do micro-
organismo, seja ele fungos, leveduras ou bactérias, deve levar em consideragio detalhes
do processo, como meio de cultura e condi¢des ambientais da fermentagio (temperatura
e teor de dgua do sistema), pois a FSS tem se mostrado capaz de realizar varios tipos de
transformagdes.

Dentre os micro-organismos, a levedura vem sendo a mais utilizada por
apresentar caracteristicas como rapida multiplica¢do, elevado teor nutricional. alto
eficiéncia na absorgdo dos nutrientes pelo organismo e excelente componente alimentar
para os animais (ARAUJO, 2009). Ainda segundo Araujo (2009), a levedura apresenta

componentes que alivia o estresse dos animais gerados por fatores como o desmame,
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vacinagdo e transporte, além de favorecer as ragdes aspectos mais agradaveis ao paladar
dos animais.

As leveduras sdo microfungos que sdo encontrados como células individuais e se
reproduz por brotamento. Uma caracteristica da crescente populagdo de células de
levedura € a presenga da gema, produzida quando a célula se divide. A célula filha
comega como um pequeno brotamento. que cresce até atingir um tamanho idéntico ao
da mae e em seguida ocorre a separagdo (WARD, 1993). Esse comportamento pode ser

observado na Figura 3.

Figura 3. Levedura saccharomyces cerevisae vista do mev com ampliagio de 3000
vezes

Fonte: ALBERTINI; CARMO; PRADO FILHO (2007).

As leveduras sdo largamente utilizadas na industria para a obtengdo de produtos
de consumo didrios, entre eles o pdo, bebidas alcodlicas e etanol, destacando-se as
fermentadas e aquelas posteriormente destiladas. A levedura mais utilizada nos
processos industriais € a Saccharomyces cerevisiae.

As leveduras, assim como qualquer outra forma de vida necessitam de
determinados fatores que favoregam o seu crescimento. Esses fatores devem esta
presente no meio no qual os micro-organismos vdo se desenvolver na forma de
vitaminas, aminoacidos, nucleotideos e acidos graxos. No entanto, seu crescimento sera
equivalente a quantidades de compostos limitantes, quanto maior a quantidade de
nutriente presente no meio maior serd o crescimento microbiano (BORZANI er al..

2001).
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As leveduras além de sua ampla utilidade na produgdo industrial de alimentos.
bebidas e até farmacéutica, tem um grande potencial como fonte de proteina, sendo

possivel utilizar sua biomassa na alimentag@o animal.

3.3.1.6 Biorreator

O biorreator é o “coragdo” de um processo de fermenta¢do, onde a matéria-
prima € convertida no produto desejado. No entanto, o designe e funcionamento dos
biorreatores consiste um desafio para o processo de FSS.

Segundo Thomas ef al. (2013), o substrato é geralmente material natural, tais
como residuo agroindustrial, que oferece nutrientes necessarios para a cultura
microbiana desenvolver. Sabe-se que para o desenvolvimento de biorreatores e o seu
correto funcionamento, sdo necessarias informagdes quantitativas sobre a cinética e a
estequiometria do processo de reagdo. Um biorreator no processo de fermentagdo deve
fornecer o ambiente para o crescimento e atividade da cultura microbiana, contudo. a
complexidade estrutural e nutricional dos substratos muitas vezes dificulta o

desenvolvimento do micro-organismo.

SCHMIDELL et al. (2001) cita diversos tipos de reatores que podem ser
utilizados nos processos de FSS, tais como, o biorreator de bandeja, tanques circulares,
esteira rolante, tubular horizontal, tubular vertical e sacos plasticos. O tipo de biorreator
a ser utilizado deve amenizar os problemas de aeracdo, troca de calor, umidade, entre

outros fatores.
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4. METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Bioquimica e
Biotecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Campina Grande, Centro de

Educag¢do e Saude (UFCG/CES).

4.1 Substrato

As matérias-primas utilizadas como substratos para o processo de
enriquecimento proteico foram a palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill) e o sisal
(Agave sisalana Perrine), coletadas no periodo de outubro a dezembro de 2013.

As raquetes de palma forrageira da variedade gigante foram coletadas de acordo
com a colheita feita tradicionalmente na regido, ou seja, aquelas que apresentavam bom
estado fitossanitario, dando-se preferéncia as raquetes mais novas, localizadas na parte
superior da planta, a partir das terciarias.

Do sisal foram retiradas as folhas e, entdo, feito o corte e coleta do pseudocaule
da planta. parte interna do bulbo central de onde crescem as folhas. Para esse estudo,
foram utilizadas aquelas plantas que iniciavam o processo de emissdo do escapo floral,
processo que ocorre no final de sua vida produtiva.

A coleta dos materiais foi realizada no sitio Bom Sucesso, localizado a
aproximadamente 6 Km da cidade de Sossego, estado da Paraiba. O municipio de
Sossego esta incluido na area geografica de abrangéncia do semiarido brasileiro.
definida pelo Ministério da Integragdo Nacional. Situa-se na microrregido do curimatau
ocidental e ¢ integrante da regido metropolitana de Barra de Santa Rosa. Localizado a
227 Km de Jodo Pessoa, possui como coordenadas geograficas: latitude 06° 46' 10" S,
longitude 36° 15' 12" O e altitude de 580m (Ministério da Integra¢io Nacional, 2015).

Ap6s a coleta, as matérias-primas foram levadas ao laboratorio para serem
trituradas individualmente em liquidificador doméstico, o que resultou em massas com
aspecto homogéneo, constituindo-se o substrato.

A composi¢do do substrato, ou seja, a quantidade ou concentragdo de cada
matéria-prima a ser utilizada no processo de fermentacdo seguiu um planejamento
experimental que serd mostrado a seguir. A Figura 4 apresenta os substratos utilizados,
sendo: substrato constituido apenas de sisal (A), substrato constituido apenas de palma

forrageira (B) e substrato constituido de palma e sisal (C).
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Figura 4. Substratos utilizados na fermentagdo. A. Sisal. B. Palma forrageira. C.

Palma e sisal

Fonte: Dados da Pesquisa.

4.2 Biorreator

O biorreator utilizado neste trabalho foi escolhido levando-se em consideragdo
que o objetivo do processo foi 0 enriquecimento proteico, ou seja, o desenvolvimento de
micro-organismos. Utilizou-se biorreatores retangulares de plastico (bandejas), com
dimensdes de 20 x 30 x 7 cm. Esse tipo de biorreator é um dos tipos indicados para esse
propésito, pois oferece uma ampla area superficial entre o substrato e o meio, condigdo
necessaria ao bom desenvolvimento dos micro-organismos, além de fécil aquisi¢do e

operagao.

4.3 Fermentacio

A fermentagdo empregada foi do tipo semissolida em sistema de batelada. O
substrato foi adicionado ao biorreator, ocorrendo entdo a adigdo do micro-organismo.
Em seguida, os biorreatores foram dispostos em estufa de circulagdo de ar forgado a 35
°C, durante 72 horas.

O valor da temperatura de fermentagdo adotado foi baseado em estudos que
avaliaram a influéncia da temperatura de fermentagdo sobre aumento proteico de
cactaceas (CAMPOS, 2003; CAMPOS, 2008; SILVA, 2015) Antes e/ou durante a
fermentagdo foram realizadas andlises quimicas para a determinac¢do do teor de agua,
pH, acidez titulavel, sélidos soliveis totais, determinagdo e quantificagdo de minerais e

proteina bruta com o seu respectivo aumento proteico.
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Antes de cada retirada de amostra, o substrato era homogeneizado com o auxilio
de uma colher de plastico, para que as amostras representassem, de melhor maneira

possivel, todo o meio.
4.4 Micro-organismos

O micro-organismo utilizado para o enriquecimento proteico foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae, prensada, fermento biolégico comercial da marca

Fleischmann (Figura 5).

Figura 5. Fermento biolégico utilizado como micro-organismo na fermentagio

E N'
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Fermenio Biolégico Fresco
PESO LIQUIDO AO EMBALAR 5009

Fonte: Dados da Pesquisa.
A adigdo da levedura ao substrato foi realizada com o auxilio de uma peneira de

plastico, para uma melhor distribuigdo da mesma, evitando pontos de preferencia, em

concentragdes definidas no planejamento experimental.

4.5 Anailises quimicas

4.5.1 Teor de agua (TA)

O teor de agua (TA) das amostras foi determinado apos secagem em estufa de
esterilizagdo e secagem da marca FANEM, Modelo 315 SE (Figura 6), a 105° C, até
peso constante, de acordo com metodologia descrita em IAL (2008). O TA, expresso em

base (imida, foi calculado a partir da Equacdo 1.
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mi—

TA (%) = === x 100 (1)

my
Sendo:
TA - Teor de agua, b.u (%);
m; - massa inicial da amostra, g;

my - massa da amostra seca, g.

Figura 6. Estufa utilizada para determinagéo do teor de dgua das amostras

Fonte: Dados da Pesquisa.

4.52 pH

Para a determinagdo do pH foram utilizados 5 g de amostra (em triplicata) que
foram transferidos para um béquer, com auxilio de 50 mL de 4gua destilada
previamente fervida. O pH foi determinado por medidas potenciométricas do liquido
sobrenadante, em peagdmetro da Marca Metrohm 744 pH METER (Figura 7), conforme
metodologia descrita em IAL (2008).

(UFCGIBIBLIOTECA
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Figura 7. Peagametro utilizado na determinagdo do pH das amostras

Fonte: Dados da Pesquisa.

4.5.3 Acidez titulavel (AT)

A metodologia seguida foi descrita por IAL (2008) e baseia-se na titulagdo com
hidréxido de sodio até o ponto de viragem com o indicador fenolftaleina.

Foram pesados 5,0g de amostra e adicionado 100 mL de 4gua destilada e, em
seguida, adicionado 3 gotas de fenolftaleina 1 %. As amostras foram tituladas com
NaOH na concentragdo de 0,1M, sob agitagdo constante, até colora¢do rosada,

persistente por 30 segundos.
4.5.4. Sélidos soluveis totais (SST)

Os solidos soluveis totais (SST) foram determinados através da refratometria na
escala °Brix. As leituras do °Brix foram realizadas utilizando o refratometro de Abbé

(PZO WARSZAWA RL1) (Figura 8), corrigido para 20 °C.

(UFCG/BIBLIOTEC:
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Figura 8. Refratometro utilizado na determinag&o do °Brix das amostras

Fonte: Dados da Pesquisa.

O aparelho foi calibrado a temperatura ambiente com agua deionizada (indice de
refragdo = 1,3330 e 0° Brix a 20°C) de acordo com as instru¢des do fabricante. Apos a
calibragdo, procedeu-se as leituras do °Brix das amostras transferindo de 3 a 4 gotas de

amostra homogeneizada para o prisma do refratometro.
4.5.5 Determinacio e quantificacio de minerais

Os minerais foram identificados e quantificados por Espectrometro de
Fluorescéncia de Raios-X por Energia Dispersiva, o equipamento utilizado foi o

Shimadzu EDX-720 (Figura 9).

Figura 9. Espectrometro de Fluorescéncia de Raios-X

Fonte: Dados da Pesquisa.
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As amostras na forma de p6 foram acondicionadas em cubetas cobertas por um
filme de polipropileno de 5 um de espessura e, posteriormente, submetidos ao vécuo.
Foram utilizadas as seguintes condi¢des de operagdo do equipamento: tensdo do tubo de
15 KeV (Na a Se) e 50 KeV (Ti a U), com um colimador de 10 mm, e um detector de
estado sélidos tipo Si (Li), com resfriamento por nitrogénio liquido. Os resultados do

perfil de minerais das amostras foram expressos em %.

4.5.6 Proteina bruta (PB)

O método Kjeldahl (TEDESCO et al., 1995) foi utilizado para determinacéo de
proteina bruta das amostras secas. De acordo com Silva (1998); Souza ef al. (2000), este
método € largamente utilizado em nivel mundial e baseia-se na analise de nitrogénio
total contido nas amostras, incluindo o nitrogénio proteico propriamente dito e outros
compostos nitrogenados como 4cido nucleicos, ureia, nitratos etc. A determinagio de
PB por esse método foi feita por trés etapas: digestdo, destilagdo e titulagdo. O fator de

conversdo utilizado foi 6.25.

4.5.7 Aumento Proteico (AP)

A determinac@o do aumento proteico (AP) nas amostras teve como base o valor
proteico contido nos substratos in natura. O AP foi definido como a razdo entre a
diferenga do valor proteico do substrato enriquecido e o valor proteico do substrato na
forma in natura, e o valor inicial de proteina bruta na forma in natura, conforme

Equagdo 2.

(o) Proteina Bruta ., ;.,c0— (Y0)Proteina Bruta ..

AP (%) = x100 2

(%) Proteina Bruta

{in natura)

4.6 Planejamento experimental

Com a finalidade de avaliar quantitativamente a influéncia das varidveis
independentes: concentragdo de sisal e concentragdo de levedura, sobre o aumento

proteico, bem como suas possiveis interagdes com a realizagio minima de
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experimentos, foi realizada um planejamento fatorial 3* + 1 experimento no ponto
central, totalizando dez experimentos. Os experimentos foram realizados em ordem
aleatoria, para evitar o erro sistemético, variando-se simultaneamente a concentracio de
sisal e a concentra¢do de levedura.

A matriz do planejamento fatorial 3% + 1 encontra-se na Tabela 3 e a Tabela 4,
mostra as variaveis utilizadas nesse planejamento, suas codificacdes e os niveis reais
para cada variavel. Cada varidvel independente foi investigada para um nivel alto (+1),

um intermediario (0) e um baixo (-1).

Tabela 3. Matriz do planejamento fatorial 3 +1

Concentragio de Concentracio de

Experimentos
levedura (%) sisal (%)
] -1 -1
2 -1 0
3 -1 +1
4 0 -1
5 0 0
6 0 +1
7 +1 -1
8 +1 0
9 +1 +1
10 0 0

Tabela 4. Valores reais e codificados das varidveis do planejamento fatorial 3%+1

Variavel -1 0 +1
Concentragdo de levedura (%) 1 3 5
Concentragio de sisal (%) 0 50 100

As concentragdes de levedura selecionadas foram 1, 3 e 5% em relacdo & massa
inicial de substrato. Esses valores foram baseados em estudos que verificaram a
influéncia desta varidvel no processo (CAMPOS, 2008; MACEDO er al. 2015a;
SILVA, 2015). Uma vez que se pretende um processo fermentativo de enriquecimento

proteico de maneira viavel ao produtor € com baixo custo, foram escolhidas
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concentragdes menores de levedura, mas que permitem seu bom desenvolvimento,
constituindo assim em um satisfatorio aumento proteico.

Com relagdo a concentragdo de sisal, escolheram-se valores que permitiam
verificar o comportamento individual de cada substrato (palma e sisal) bem como sua
mistura. A concentragdo de sisal utilizada compreendeu a 0, 50 ¢ 100 %, onde 0%
significa que o substrato era constituido apenas de palma forrageira. 50% o substrato era
constituido em partes iguais de palma e sisal e 100% o substrato era constituido apenas
de sisal, de acordo com Macedo et al. (2015a) e Macedo ef al. (2015b).

O software Statistica 8.0 foi utilizado para geracdo e avaliagdo do planejamento

experimental fatorial e analise da regressdo dos dados experimentais.
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5. RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 Caracterizacdo quimica da levedura utilizada no processo de enriquecimento

proteico

A levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada neste estudo apresentou o valor
médio de teor de agua 65,03 %, pH de 5,14, e proteina bruta de 46,51%, conforme
apresentado na Tabela 5. Os valores encontrados corroboram com os encontrado por
Oliveira (2014), ao estudar o enriquecimento proteico do facheiro por fermentagdo
semissolida com a S. cerevisiae, e Campos (2005) quando estudou o enriquecimento
proteico do bagago do pedinculo de caju por cultivo semissélido também com a S.

cerevisiae.

Tabela 5. Caracteriza¢do quimica da levedura (Saccharomyces cerevisiae) empregada

no processo de enriquecimento proteico

Parametros Média
Teor de agua (%) 65.03 + 0,478
pH 5,14+ 0,177
Proteina Bruta (%) 46,51 +2,173

5.2 Caracteriza¢io quimica dos substratos antes do processo de enriquecimento
proteico

A caracterizagdo quimica das raquetes da palma e do pseudocaule do sisal in
natura utilizados como substrato no estudo do enriquecimento proteico, € apresentada

na Tabela 6.

PR
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Tabela 6. Caracteriza¢do quimica da palma (Opuntia ficus indica) e do sisal (Agave

sisalana) in natura

Palma Sisal
Teor de agua (%) 82,51 + 0,161 70,49 + 0,236
pH 4,50 + 0,035 5.39 + 0,007
Acidez titulavel (%) 6,13 +0,577 3,60 + 0,0
SST (°Brix) 3,96 + 0,057 16,66 + 0,577
Proteina bruta (%) 6,12 2,19

As amostras de palma apresentaram teor de agua (TA) de 82.5 %, resultado
semelhante ao encontrado por Campos (2008), no estudo de scale up de enriquecimento
proteico desta cactacea (81,28 %). Cavalcante e Candido (2003), Aratjo (2004) e
Nascimento: Teshima: Silva (2005) encontraram valores de TA para a palma forrageira
superiores a 90%, sendo 93,39, 90,70, e 91,59%, respectivamente. Porém, Macedo et al.
(2015b) em analises da composi¢do quimica desta forrageira observou um valor de
75,78%, que foi justificado pelo fato da época de coleta da palma utilizada no estudo,
que correspondeu ao més de baixa pluviosidade na regido, dezembro.

Com relag@o ao valor de pH encontrado nas amostras de palma, o valor médio
foi de 4,50, corroborando com os estudos de Nascimento; Teshima; Silva (2005) e
Campos (2008). Esse pH mostrou ser o ideal para o desenvolvimento da levedura
Saccharomyces cereviseae, pois segundo Chieppe Junior (2012), pH entre 4,5 ¢ 5,0 ¢é
0timo para o crescimento de leveduras. No entanto, ¢ inferior ao resultado encontrado
por Mohamed-yasseen; Barringer; Splittstoesser (1996). que verificaram um pH de 6,2
quando estudaram a composi¢do da Opuntia sp. utilizadas na América do Norte/Central.

O valor da acidez titulavel da palma foi superior ao encontrado por Nascimento
et al. (2005) que determinaram valores entre 1,64 e 1,95 % em cladddios de O. ficus
indica. No entanto, de acordo com Farias (2013), que avaliou a qualidade dos brotos de
palma (Opuntia sp.) para consumo humano, plantas com esse tipo de metabolismo,
podem variar sua acidez, dependendo do desenvolvimento fisiolégico e do horario de
colheita.

A palma apresentou teor de sélidos soluveis totais (SST) de 3,96 °Brix. Esse

valor foi menor do que o resultado encontrado por Farias (2013) de 4.56 % e Pereira ef



40

al. (2013) de 7.2 %, ambos em brotos da palma. Essa diferenga no teor de SST pode
estar relacionada com o teor de dgua presente no substrato.

Segundo Silva (2015), os SST compreendem varias substincias, principalmente
agucares, que se encontram dissolvidas em determinado solvente (4gua no caso dos
alimentos). De acordo com Lima (2006), a medida desse pardmetro serve para verificar
a viabilidade do processo de fermentagao.

Com relagdo ao teor de proteina bruta (PB) presente na palma e expresso em
base seca (b.s.), o resultado encontrado esta préximo aos verificados por Campos (2008)
de 7.10 e 5,18 % quando avaliaram o percentual de PB em palmas coletas em diferentes
periodos do ano, e Nascimento ef al. (2005) de 5,98 %. Porém, valores menores foram
citados por Araujo ef al. (2008) de 4,4 %, Bispo et al. (2010) de 4.90 - 3,04 %. e
Wanderley er al. (2012) de 4,92 %, que também expressaram os valores em b.s. O valor
de 6,12 % de PB encontrado neste trabalho foi utilizado como referéncia para o célculo
do aumento proteico (AP) durante as fermentagdes, em todos os experimentos.

O baixo teor de PB da palma forrageira é relatado por outros pesquisadores, que
destacam que essa caracteristica aliada ao baixo teor de matéria seca e fibras sdo os
principais fatores apontados como responséveis pela perda de peso dos animais, sendo
considerados, portanto, como limitantes para a utilizag@o dessa forragem.

A partir dos resultados da Tabela 6, observa-se que o TA encontrado para o sisal
in natura foi de 70,49 %, este valor € proximo ao resultado encontrado por Branddo ef
al. (2011) de 74.1 %, quando estudaram o valor nutricional dos componentes da planta e
dos coprodutos da Agave sisalana para alimentagdo de ruminantes.

O pH encontrado nas amostras do sisal foi de 5.39. Resultados semelhantes
foram observados por Nogueira e Piras (2010) quando avaliaram a prospec¢do para a
produgdo de leveduras e etanol a partir do suco de sisal e Oliveira e Piras (2014) ao
estudarem processos fermentativos para a producdo de leveduras de panificagdo a partir
do suco de sisal. No entanto, o valor encontrado neste trabalho foi superior ao
encontrado por Lima ef al. (2013) ao determinar o pH do suco do sisal no estudo do seu
aproveitamento como substrato para produgdo de celulose bacteriana (4,48).

Com relagdo a acidez, o sisal manteve-se dentro da faixa acida, o que pode ser
verificado tanto pelo valor de pH quanto pela andlise de AT (3,60%), tornando o
pseudocaule do sisal in natura, segundo Silva (2015), um substrato com potencial para

o crescimento de leveduras, com possivel enriquecimento proteico.
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O teor médio de PB encontrado neste estudo para o sisal foi de 2,19%, expressos
em b.s. Mesmo com esse baixo valor de PB apresentado, os residuos do sisal (bagago
e¢/ou polpa) sdo bastante utilizados na alimentag¢@o dos rebanhos durante os periodos de
escassez de pastagens, sendo uma alternativa viavel aos criadores durante a estiagem.
Dessa forma, o sisal necessita ser enriquecido proteicamente, para que ao ser utilizado
como forragem, consiga atender as necessidades nutricionais dos animais, com relagio
ao teor de PB.

Os constituintes minerais da palma forrageira e do sisal in natura, utilizados

como substratos durante a fermentagdo semissolida, sdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7. Constituintes minerais da palma e do sisal in natura

Minerais (%) Palma Sisal
Ca 49,25 69,90
K 38.80 19.33
Fe 4,73 6,41
Mg 3.33 -
P 0,76 1,24
Sr 0,72 1,12
S 0,68 0,63
Mn 0,60 -
Zn 0,38 0,55
Si 0.29 0,34

Segundo Damodaran, Parkin e Fennema (2010) apud Silva (2015), os minerais
podem ser classificados como macroelementos, necessarios em altas concentragdes para
o crescimento e desenvolvimento de plantas e animais (Ca, P, Mg, Na, K. CI) ou
microelementos, encontrados em pequenas concentra¢des (Fe, I, Zn, Se, Cr, Cu. F e Sn).

A palma forrageira apresentou elevada concentragdo de Ca (49,25 %), K
(38,80%), Fe (4,73%) e Mg (3.33%), com menores porcentagens de P (0,76%), Sr
(0,72%), Mn (0,60%), Zn (0,381%) e Si (0,29%).

O sisal também apresentou valores significativos de Ca (69,90 %), K (19.33%) e
Fe (6,41%). com menores porcentagens de P (1,24%), Sr (1,12%). Zn (0,55%) e Si
(0,34%). Excetuando-se a concentragdo de K, todos os minerais encontrados no sisal

apresentaram-se em maior concentragao.
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5.3 Caracterizac¢do quimica dos substratos durante o processo de enriquecimento
proteico

5.3.1 Teor de agua (TA)

Na tabela 8. observa-se a variagdo do TA em funcio do tempo de fermentagio dos
diferentes experimentos, ncs quais se variou a concentragdo de levedura e a
concentra¢do de sisal. O tempo 0 h referenciado na tabela refere-se ao inicio do
processo fermentativo, ou seja, logo apés a mistura do substrato (in natura) e da

levedura.

Tabela 8. Valores do teor de dgua durante o processo de fermentac¢io semissolida

Teor de Agua (%)

Experimentos

0Oh 24 h 48 h
1 81,90 73,54 55,89
2 75,28 63,96 45,05
3 69,19 49,45 26,33
4 81,69 13,33 46.73
5 76,63 71,82 50,12
6 69.67 57,42 45,18
7 81.34 70,79 35,71
8 75,77 72,31 40,51
9 69,60 57,50 31.45
10 75.55 63.79 42,39

Os TA iniciais apresentados pelas amostras no tempo 0 h sdo préximos aos
encontrados para as amostras in natura, sendo possivel também verificar que ocorreu
uma diminui¢do gradativa no decorrer das 48 h de fermentacdo.

Essa diminui¢do do TA nas amostras pode ter sido ocasionada pela circulagdo de
ar dentro da estufa e da temperatura de fermentacdo estudada. Segundo Roussos et al.
(1997), o TA do meio pode afetar a atividade de agua (aw) e consequentemente o
metabolismo dos micro-organismos, a transferéncia de calor, a oxigenagdo e de
transferéncia de massa. dessa forma. influencia diretamente nos resultados do processo
fermentativo.

Robinson e Nigam (2003) mencionam que fermentagdes em meios com baixo

TA s6 pode ser efetuada por um numero limitado de micro-organismos, principalmente
ECA)
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leveduras e fungos, uma vez que estes tém a capacidade de se desenvolver em tais
condi¢des. Relatam também que o TA no processo de FSS ¢ necessario para o
resfriamento do sistema assim como para incorpora¢do de dgua em novas células

microbianas.

5.3.2 pH

Na Tabela 9 estdo apresentados a varia¢do do pH durante o processo de FSS nos

diferentes experimentos.

Tabela 9. Valores de pH durante o processo de fermenta¢io semissélida

pH
Experimentos -

Oh 24 h 48 h
1 4,50 4,65 6,72
2 4,73 4,67 4.60
3 5,40 5,40 4.87
4 4,50 4,80 6,75
5 4,71 4,81 4,48
6 5,28 427 4,18
7 4,50 4,81 5,97
8 4,63 4,84 4,72
9 5,11 4,08 4,06
10 4,95 4,74 4,55

O pH de todos os experimentos sofreu variagdo no decorrer do tempo de
fermentagdo. E possivel observar que nos experimentos onde apenas ha presen¢a de
sisal (Exps. 3, 6 e 9), os valores de pH diminuiram no decorrer do processo.
Comportamento oposto foi verificado nos experimentos constituido apenas de palma
forrageira (Exps. 1, 4 e 7) nos quais ocorreu o aumento gradativo do valor de pH. Este
aumento foi mais acentuado entre 24 e 48 h de fermentagio.

Nas primeiras 48 h de fermentagdo ndo havia indicios de contaminagio dos
substratos por outros micro-organismos, podendo ser percebido pela aparéncia do
substrato e confirmado pela pequena variagdo dos valores de pH, em relagdo ao
observado no inicio da fermentagdo. No entanto, apds 48 h de fermentacdo, o substrato

R
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dos experimentos que continham apenas palma comegou a apresentar cheiro
desagradavel e coloragdo escurecida, mostrando ser invidvel a continuagdo do processo
de FSS apés esse tempo. Campos (2008) também verificou comportamento semelhante
ao estudar o enriquecimento nutricional da palma forrageira (O. ficus indica Mill) por

um periodo de 72 h.

5.3.3 Proteina Bruta (PB)

Na Tabela 10 sdo apresentados os valores de proteina bruta nos diferentes

tempos de fermentagdo, referentes aos experimentos realizados.

Tabela 10. Percentual de proteina bruta dos substratos durante o processo de FSS dos

experimentos
Proteina Bruta (%)
Te;:l:)po Experimentos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
4 7,70 420 245 682 647 403 10,76 840 420 7,90

12 7.44 4.46 2,71 8,84 6,65 4,29 9,45 8.05 4,90 7,70
24 1 4,64 3,24 8,66 7,87 420 10,06 9,10 5,16 7,90
48 7,61 4,73 3,06 8.84 8,57 4,55 9,63 9,23 4,64 8,40

72 6,91 4,73 2,71 8,57 7,44 3.67 9,80 9,01 4,64 7,00

Nos experimentos em que o substrato era constituido apenas de palma (1, 4 ¢ 7)
os maiores teores de PB foram alcangados nas primeiras horas de fermentagdo, sendo,
experimentos 1 ¢ 7 em 4 h de fermentagdo e experimento 4 com 12 h. O maior
percentual de PB em todos os experimentos foi no experimento 7, que alcangou valores
de 10,76 %. No experimento 1, o maior valor de PB foi 7,70 % e no experimento 4 foi
de 8.84%.

Nas fermentagdes em que os substratos eram constituidos apenas de sisal, os
experimentos 3 e 9 apresentaram os maiores valores de PB com 24 h de processo (3,24
e 5,16 %, respectivamente). O experimento 6 alcangou o valor de PB 4,55 % apés 48 h

de fermentacdo.
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Com relag@o aos demais experimentos constituidos de palma e sisal (2, 5, 8 e 10)
os maiores valores de PB foram atingidos com 48 h de fermentagdo, sendo: 4,73, 8,57,
9,23 e 8.,40%, respectivamente.

As duas cacticeas estudadas por Silva (2015) apresentaram elevadas
porcentagens de PB, apos o enriquecimento proteico, sendo observada uma maior

porcentagem de PB no facheiro (19,05%) seguido do xiquexique (16,50%).

5.3.4 Aumento Proteico (AP)

Os valores de aumento proteico, referentes aos dez experimentos realizados

durante 72 h de fermentagdo, encontram-se na Tabela 10.

Tabela 11. Percentual do aumento proteico dos substratos durante o processo de FSS

dos experimentos.

Aumento Proteico (%)
Tempo

(h)

Experimento

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

4 2582 120 11,87 11,52 56,02 83,79 7586 10241 91,78 6235
12 21,53 7,53 23,86 44,40 6024 95,78 5441 9397 123,74 58,13
24 17,24 11,75 47,83 41,54 89,76 91,78 64,41 119,28 13573 6235
48 2439 13,85 39,84 4440 106,63 107,76 57,27 12349 111,76 102,41
72 1295 13,85 23,83 40,11 7922 67,81 60,13 117,17 111,76 68,67

A seguir (Figuras 10 a 19) esta representada graficamente a variagdes do AP dos
substratos nos dez experimentos durante o processo FSS. A escolha do tempo ideal para
a fermentagdo foi atribuida ao tempo onde foi alcangado o maior AP para cada

experimento.

SFCGIBIBLIOTECA:
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Figura 10. Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 1
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O experimento 1 obteve um percentual maximo de AP de 25,82%. esse aumento

foi conseguido apos 4 h de fermentagdo. A Figura 10 mostra o comportamento do AP

(%) durante as 72 h de fermentagio.

Figura 11 Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 2
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O AP alcangado no experimento 2, apds 48 h de processo (Figura 11), foi de

13,85%. O teor de PB do substrato neste experimento aumentou de 4,15 para 4,73%.
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Figura 12 Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 3
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Para o experimento 3, o maior teor proteico encontrado foi de 3,24%. que

correspondeu a um incremento de 47.83 %, para o tempo de 24 h. Este tempo ¢é

observado no pico apresentado pela Figura 12.

Figura 13. Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 4
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Ap6s 12 h de fermentagdo, o substrato do experimento 4 obteve um aumento de

44,40 %, aumentando a proteina bruta de 6,12 para 8,84%, conforme Figura 13.
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Figura 14. Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 5.
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De acordo com a Figura 14, os experimentos 5 alcan¢cou um AP de 106,63%. Este

aumento foi alcan¢ado apos

48 h de fermentagao.

Figura 15. Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 6
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Apos 48 h de fermentagdo, o substrato do experimento 6 obteve um aumento de

107,76 %, conforme Figura

I5.
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Figura 16. Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 7
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De acordo com a Figura 16, os experimentos 7 alcangou um aumento proteico de

64.41%. Este aumento foi alcangado nas primeiras 4 horas de fermentagao.

Figura 17. Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 8.
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Ap6s 48 h de fermentagdo, o substrato do experimento 8 obteve um aumento de

123.49 %, como pode ser observado na Figura 17.
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Figura 18. Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 9
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| Para o experimento 9 (Figura 18) apds 24 h de fermentagdo., o maior valor

alcangado de AP foi de 135,73%.

Figura 19. Cinética do aumento proteico durante a FSS, experimento 10
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Apods 48 h de fermentagdo, o maior valor alcangado de AP foi de 102,41%, para

o experimento 10, conforme pode-se observar na Figura 19.
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A Tabela 12 apresenta a matriz do planejamento fatorial utilizado no processo de

enriquecimento proteico da palma forrageira associada ao sisal com os melhores valores

de aumento proteico com o correspondente valor alcangado de proteina bruta de cada

experimento durante as 72 horas de fermentagdo, com o intuito de avaliar a influéncia

das varidveis escolhidas sobre o teor proteico do substrato.

Tabela 12. Resultados das respostas para o aumento proteico da palma forrageira

associada ao sisal

Concentracio Concentragio Proteina Aumento
Experimentos de levedura de sisal bruta proteico
Nivel %
1 -1 -1 7,70 25,82
2 -1 0 4,73 13,85
3 -1 #1 3,24 47,83
4 0 -1 8,84 44,40
5 0 0 8,57 106,63
6 +1 4,55 107,76
7 +1 -1 10,76 75,85
8 +1 0 9.27 123,49
9 +1 +1 5,16 135,73
10 0 0 8.4 102,41

Considerando que um valor de probabilidade de 95 % (P < 0,05) de confianga é

satisfatorio, foi possivel estabelecer um modelo de segunda ordem (Equagdo 3), onde

Cp é a concentragdo de levedura e Cs € a concentragdo de sisal, mostrando como

resposta uma fungdo “AP”, cujos valores dos coeficientes foram obtidos pelo programa

statistica. Na equagdo do modelo empirico, o coeficiente que teve efeito significativo na

resposta, ao nivel de 95 % de confianga, ¢ mostrado em destaque.

AP =97,09 + 44,54 C; - 20,99 C, >+ 20,82 Cs- 13,58 Cs2+ 14,38 C...Cs (3)

FGOBBUOTEC
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O coeficiente de regressio (R?) obtido foi igual a 0,94. Isto significa que este
modelo de regressdo prevé uma boa explicagdo da relagdo entre as varidveis
independentes (C e Cs) e a resposta (AP), ou seja, 0 modelo proposto consegue explicar
com cerca de 94 %, a varidncia da resposta. Valores de R*> devem ser proximos da
unidade, o que nos mostra que os resultados foram satisfatérios (BARROS NETO,
SCARMINIO e BRUNS, 1995).

A avaliagdo estatistica do modelo foi determinada pelo teste de Fisher para
analise de varidncia que sdo mostrados na Tabela 13. Os resultados da ANOVA listados
demonstram que o modelo estatistico ¢ significante e preditivo para a varidvel de

interagdo Cy, (L) e Cs (L), considerando p < 0,05.

Tabela 13. Resultados da ANOVA para o Aumento Proteico (AP).

Soma Grau de Média
Fator F P
Quadritica Liberdade  Quadratica
Cu(L) 11904,65 1 11904,65 44,67714  0,00260
CL(Q 1028,30 1 1028,30 3,85912  0,12093
Cs (L) 2600,83 1 2600,83 9,76071  0,03538
Cs(Q) 430,49 1 430,49 1,61558  0,27260
CL(L).Cs(L) 827,71 1 827,71 3,10634  0,15277
Erro 1065,84 4 266,46
Total SS 18127,62 9

O diagrama de Pareto (Figura 20) apresenta graficamente os efeitos
significativos das variaveis de entrada, ao nivel de confianga utilizado. Os valores que
ultrapassam “p” sdo considerados estatisticamente significativos.

A Figura 20 representa o grafico de Pareto para o AP, com 95% de confianga.
Neste grafico, verifica-se que a concentrac¢do de levedura (linear) e a concentragido de

sisal (linear) influenciaram no AP da palma e do sisal.

JFCGIBBLOTECK
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Figura 20. Grafico de Pareto para o aumento proteico da palma e do sisal, com 95% de

confianga.
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A Figura 21 ilustra a superficie de resposta (obtida pela técnica MSR), da
influéncia da concentragdo de suplemento mineral e da massa de sisal, sobre a resposta
AP, buscando observar tendéncias. Pode-se verificar dentro da faixa de valores estudada
de concentragdo de levedura e de concentragdo de sisal, que as duas variaveis
apresentaram influéncias positivas no AP. Ou seja, existe a tendéncia de aumento de
ganho de proteinas durante o processo quando se aumenta os valores tanto de
concentragdo de levedura quanto de concentragdo de sisal.

Os maiores valores de AP foram encontrados com maiores valores de
concentragdo de levedura (5 %) e também maiores valores de concentragéo de sisal (100
%). Relacionando os valores encontrados na Tabela 12, verifica-se que o experimento 9
obteve um AP de 135,73 %, o que corresponde a um percentual maximo de PB de 5,16
%.

JFCOIBIBLIOTECA
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Figura 21. Superficie de resposta das variaveis estudadas para a resposta AP
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Campos (2003) e Campos (2008) quando estudaram a influéncia da
concentragdo de leveduras no processo de enriquecimento proteico do bagago de caju e
da palma forrageira, respectivamente, verificaram que esta variavel influenciou de
forma significativa no processo. Alcangou-se nestes estudos AP de 20,25 e 40,61%.

Araujo (2004) trabalhando com o enriquecimento proteico da palma forrageira,
estudando a influéncia das varidveis concentracdo de levedura e temperatura de
fermentagdo, fixando a espessura da camada de substrato, encontrou um AP de 200%,
sendo a concentra¢do inicial de levedura a unica varidvel que teve influéncia
significativa na resposta.

Oliveira (2014) quando estudou o enriquecimento proteico do facheiro,
avaliando a influéncia da concentragdo de levedura e da espessura da camada de
substrato, observou também que apenas a concentragdo de levedura influenciou de
forma significativa e positiva o AP do facheiro. O AP maximo alcangado neste estudo
foi 162,7% apos 8 h de processo fermentativo.

Silva (2015) estudando o enriquecimento proteico de cactaceas por fermentagio
semissolida, avaliando a influéncia da concentragdo de levedura e temperatura de
fermentagdo no AP no facheiro e do xiquexique, observou que as duas variaveis
influenciaram no AP, sendo o maior valor alcancado de 128,97%, para o facheiro e

181,57%, para o xiquexique.

GrceBBLOTE
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6. CONCLUSOES

A fermentagdo semissolida a 35°C da palma forrageira com inoculagdo de 5 %
de levedura proporcionou o maior aumento proteico encontrado. O AP foi
aproximadamente de 135,73% vezes, tendo como base o teor de proteina do substrato

antes da adi¢do da levedura.

O tempo de fermentagdo necessario para obten¢do do maior aumento proteico

foi de 24 horas de fermentagdo, experimento 9.

As duas variaveis estudadas, concentra¢do de levedura e concentragdo de sisal,
apresentaram influéncia significativa e positiva no processo fermentativo da palma

forrageira e do sisal.

O emprego da levedura na fermentagdo semissolida da palma e do sisal viabiliza
a obten¢do de um concentrado proteico. que poderd posteriormente ser utilizado como
fonte alternativa de maior potencial proteico, quando comparada as forragens oferecidas

aos animais.
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