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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estudar o enriquecimento protéico da algaroba
(Prosopis juliflora) utilizando Lentinus crinitus CCIBt 2611 visando a producdo de racdo
animal. Para o estudo desse processo, o efeito da temperatura (28, 34 e 40 °C), da
suplementagdo com farinha de soja comercial (0, 5 e 10 %) e do tempo de fermentacdo (0, 7 e
14 dias) foram avaliados utilizando um planejamento fatorial 2* (k = 3) em duplicata com
quadruplicada no ponto central, considerando significativos p < 0,05. A fermentacdo foi
conduzida em potes fechados contendo 30 g do substrato suplementado com a farinha de soja
comercial nas propor¢des estabelecidas no planejamento fatorial, 75 mL de 4gua destilada e
inoculo. A temperatura e o tempo de fermentacdo ndo apresentaram influéncia no teor
protéico do fermentado. As melhores respostas para o teor protéico do fermentado foram
obtidas nos ensaios 3 e 11, com 13,32 % e 12,84 % de proteina, respectivamente. A melhor
condi¢do do enriquecimento protéico da algaroba (Prosopis juliflora) utilizando Lentinus
crinitus CCIBt 2611 foi com 10 % de suplementacdo com farinha de soja comercial. O
modelo estatistico gerado a partir do planejamento fatorial foi estatisticamente significativo e

estatisticamente preditivo, com R?=0,9290 e erro puro = 0,8106.

Palavras-Chave: Desenvolvimento sustentavel. Farinha de soja comercial. Nutricdo animal.

Planejamento fatorial. Semidrido Brasileiro.



ABSTRACT

A factorial design was employed to study effect of temperature (28, 34, and 40 °C),
supplementation with commercial soybean flour (0, 5, and 10 %) and fermentation time (0, 7,
and 14 days) on the protein enrichment of mesquite (Prosopis juliflora) by Lentinus crinitus
CCIBt 2611 to make an animal feed. The experiment included a 2¥ (k = 3) central composite
design and it was considered significant p < 0.05, which included 16 factorial points and 4
central points. The fermentation was carried out in closed pots containing 30 g of substrate
supplemented with commercial soybean flour at the proportions set out on the experimental
design, 75 ml of distilled water, and inoculum. The temperature and fermentation time do not
showed influence on the protein content of the fermented. The assays 3 and 11, with 13.32%
and 12.84% of contribution on the protein content of the fermented, respectively, showed the
best results. The supplementation with commercial soybean flour at 10 % was the best
condition of protein enrichment of mesquite (Prosopis juliflora) by Lentinus crinitus CCIBt
2611. The experimental data were fitted to the obtained model and this model was statistically

significant and statistically predictive, with R? = 0.9290 and pure error = 0.8106.

Key words: Animal Nutrition. Brazilian semiarid. Commercial soybean flour. Factorial

design. Sustainable development.
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1 INTRODUCAO

Diversos paises por todo o mundo demandam ra¢do animal e o volume demandado,
incluindo as especificacoes, reflete a diversidade social e politica de cada regido
(EUROPEAN FEED MANUFACTURERS' FEDERATION, 2013). No Nordeste Brasileiro, a
varia¢do da demanda por racdo animal € dividida em dois periodos distintos, um compreende
a época chuvosa e o outro a época de estiagem (CAVALCANTE; BARROS, 2005).

Para que a racdo animal possua as substincias necessdrias para atender as necessidades
nutricionais didrias dos animais, diferentes quantidades de diferentes ingredientes devem ser
combinados de forma que o produto final apresente boa digestibilidade, menor preco possivel,
qualidade comprovada e textura e apresentacio adequadas (BORRAS et al., 2011). Além
disso, as relacdes entre a qualidade da racdo animal e a higiene, entre a nutricdo animal e o
sistema imune dos animais, as doencas infecciosas e nao infecciosas e o estresse oxidativo e
entre a digestdo e a absorcdo das substancias presentes na racdo animal devem ser observadas
(ADAMS, 2001).

As formulagdes de ragdes para animais podem incluir cereais, acucares, frutas,
gorduras, raizes, tubérculos, leguminosas, oleaginosas, aminodcidos e minerais (BORRAS et
al., 2011). Na producao industrial de racdes baseadas em cereais, as formulagdes chegam a
conter 40 tipos de componentes, sendo que alguns sdo macro nutrientes enquanto outros sao
micronutrientes (KIRCHNER et al., 2013). Mas, a utilizacdo de fontes alternativas para a
formulacdo da racdo animal pode gerar racdes com qualidade compardvel ou até mesmo
superior as com formulagdes triviais. Essas fontes alternativas podem incluir arbustos,
sementes ou vagens ou derivados da agroindustria (VASTA et al., 2008).

O presente trabalho teve como objetivo estudar o enriquecimento protéico da algaroba
(Prosopis juliflora) utilizando Lentinus crinitus CCIBt 2611 visando a producdo de racdo
animal, no qual a fermentacdo tem o papel de melhorar qualitativamente e quantitativamente a
racdo animal. O enriquecimento protéico das vagens do algaroba foi utilizado para agregar
valor durante o processo produtivo, sendo uma atividade de convivéncia com o Semiarido
Brasileiro, visando o desenvolvimento socioecondmico, que estd, ainda, ligado ao

desenvolvimento sustentavel.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o enriquecimento protéico da algaroba (Prosopis juliflora) utilizando Lentinus

crinitus CCIBt 2611 visando a produgdo de ra¢dao animal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da interacdo da temperatura, da suplementacdo com farinha de soja

comercial e do tempo de fermentagdo no enriquecimento protéico da algaroba.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 PRODUCAO DE RACAO ANIMAL

Diversos paises por todo o mundo demandam ra¢do animal e o volume demandado,
incluindo as especificacOes, reflete a diversidade social e politica de cada regido
(EUROPEAN FEED MANUFACTURERS' FEDERATION, 2013). Para suprir as demandas,
muitos paises importam a matéria prima ou a prépria ragdo, como a Unido Europeia (EU), que
possui alta dependéncia pela importacdo de racdo animal rica em proteinas (EUROPEAN
FEED MANUFACTURERS' FEDERATION, 2013; GATEL, 1994).

No Nordeste Brasileiro, a variacdo da demanda por racdo animal é dividida em dois
periodos distintos, um compreende a época chuvosa e o outro a época de estiagem. Na época
chuvosa, os produtores ofertam predominantemente aos animais as forrageiras que crescem
em pastagens nativas, havendo, em termos de incremento da dieta, apenas a suplementacao
mineral. Na época de estiagem, o volume demandado e as especificagdes se modificam em
relacdo a época chuvosa devido a escassez de forrageiras crescendo em pastagens nativas, 0
que leva ao aumento, nessa regido do Brasil, da demanda por racdo animal proveniente de
outras regides do pais ou de outros paises (CAVALCANTE; BARROS, 2005).

Para que a racdo animal possua as substancias necessarias para atender as necessidades
nutricionais didrias dos animais, diferentes quantidades de diferentes ingredientes devem ser
combinados de forma que o produto final apresente boa digestibilidade, menor preco possivel,
qualidade comprovada e textura e apresentacio adequadas (BORRAS et al., 2011). Além
disso, as relagdes entre a qualidade da racdo animal e a higiene, entre a nutricdo animal e o
sistema imune dos animais, as doencas infecciosas e ndo infecciosas e o estresse oxidativo e
entre a digestdo e a absor¢do das substancias presentes na racdo animal devem ser observadas
(ADAMS, 2001). Ainda sobre as relagdes entre a qualidade da racdo animal e a higiene, Wu
(2004, 2007) expde o impacto econdmico que contaminagdes podem causar na producdo de
racdo animal, que pode chegar a milhdes de ddlares por ano, com consequente diminui¢ao do
crescimento das exportacdes e da industria.

As formulagdes de ragdes para animais podem incluir cereais, agucares, frutas,
gorduras, raizes, tubérculos, leguminosas, oleaginosas, aminodcidos € minerais (BORRAS et
al., 2011). Na producdo industrial de racOes baseadas em cereais, as formulagdes chegam a

conter 40 tipos de componentes, sendo que alguns sdo macro nutrientes enquanto outros sao
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micronutrientes (KIRCHNER et al., 2013). Mas, a utilizacdo de fontes alternativas para a
formulacdo da racdo animal pode gerar racdes com qualidade compardvel ou até mesmo
superior as com formulagdes triviais. Essas fontes alternativas podem incluir arbustos
(Atriplex numuldria, Acacia cyanophylla, Opuntia ficus-indica etc.), sementes ou vagens
(Pisum sativum, Cicer arietinum, Vicia faba, Ceratonia siliqua etc.) ou derivados da
agroindustria (torta de oliva, polpa de beterraba, torta extrusada de linhaca, polpa de citros
etc.) (VASTA et al., 2008).

Diversas novas formulagdes tém sido propostas visando melhorar qualitativamente e
quantitativamente a racdo animal, como Sanchez-Muros, Barroso e Manzano-Agugliaro
(2013) que apontaram a utilizacdo de insetos como fonte de proteina em formulagdes de racao
animal, mostrando que os insetos podem ser uma fonte vidvel de proteinas, ou visando o
aproveitamento de rejeitos de uma inddstria por outra industria, a chamada “economia zero
residuo”.

Mirabella, Castellani e Sala (2013) levantaram algumas possibilidades de utilizacao de
rejeitos solidos e liquidos oriundos da fabricacdo de alimentos na formulacdo de racdo animal.
Mirabella, Castellani e Sala (2013) verificaram que a maior porcdo de novos estudos
envolvendo residuos industriais ainda estdo em escala piloto em laboratérios enquanto a
parcela que envolvem estudos econdmicos e utilizagdo em escala industrial € promovida pela
propria industria. Sobre os residuos, além das possibilidades envolvendo o aproveitamento de
residuos industriais, estudos mostram que matérias-primas exoticas podem ser empregadas

como componentes valiosos na industria de racao animal.

3.2 FUNGOS COMO ADITIVOS NA PRODUCAO DE RACAO ANIMAL

Durante o processo produtivo, muitas racdes para animais recebem aditivos —
substancias, micro-organismos ou preparacdes adicionados a pré-mistura ou ao produto
semiacabado com um ou mais dos seguintes objetivos: satisfazer as necessidades nutricionais
dos animais, proporcionar efeito coccidiostitico ou histomonostatico, melhorar as
caracteristicas do produto final, melhorar a producdo e a performance do animal e
proporcionar bem-estar ao animal (BORRAS et al., 2011). Em qualquer processo de produgio
de racdo animal que utilize micro-organismos, as caracteristicas da ragdo obtida com a
utilizacdo desse aditivo dependem de alguns fatores, como o substrato, 0 micro-organismo e
as enzimas ativas presentes no complexo enzimético produzido, que € caracteristico de cada

espécie de micro-organismo (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).
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Os fungos sdo micro-organismos eucaridticos altamente competentes em fermentagdes
com os mais diferentes substratos e podem apresentar estrutura ndo filamentosa ou
filamentosa, como a que ocorre com os basidiomicetos, os quais formam micélios
(aglomerado de hifas) visiveis a olho nu, mas sem formar um tecido verdadeiro. Os
basidiomicetos sdo fonte de proteinas e vitaminas e compreendem grande parte dos fungos
comestiveis (ESPOSITO; AZEVEDOQO, 2010).

O nimero de fungos utilizados como aditivos em processos de produgdo de racdo
animal tem crescido nos ultimos anos (BOURDICHON et al., 2012) e o crescimento
microbiano deve ser analisado para maximizar esses processos fermentativos. O crescimento
microbiano € influenciado por diversos fatores, como a temperatura e a relacdo
carbono/nitrogénio (SCHMIDELL et al., 2001; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Cada
micro-organismo possui uma temperatura minima, 6tima e méaxima de crescimento, podendo
ser representado como uma faixa em que os limites sdo a temperatura minima e a maxima e, a
medida que a temperatura atual se aproxima desses limites e a0 mesmo tempo se afastando da
temperatura Otima, o crescimento microbiano decai cada vez mais (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004; OKURA; RENDE, 2008; TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). O carbono é um dos elementos mais importantes para o crescimento microbiano, sendo
indispensavel para a sintese das moléculas orginicas, como os carboidratos, os lipideos e os
aminodcidos, que sdo indispensdveis para a viabilidade celular, e o nitrogénio € necessario
também para a sintese de muitas moléculas organicas, como as proteinas, sendo necessirio
uma quantidade significativa de nitrogénio para a sintese dessas moléculas (PELCZAR JR.;
CHAN; KRIEG; 1997).

Muitos autores tém estudado o emprego de fungos em fermentagdes para a produgio
de racdo animal, havendo diversidade entre os micro-organismos € os substratos empregados
nesses processos. Darwish, Bakr e Abdallah (2012) utilizaram Pleurotus ostreatus e
Saccharomyces cerevisiae para aumentar o valor nutritivo do pedinculo de milho, realizando
um enriquecimento protéico dessa graminea. O substrato foi inoculado com concentragdo fixa
de Pleurotus ostreatus e concentracOes diferentes de Saccharomyces cerevisiae € o maior
grau de enriquecimento protéico foi obtido quando se utilizou os dois micro-organismos. No
decorrer da fermentacdo, os niveis de celulose, hemicelulose e lignina decairam e o material
obtido, além de possuir um incremento nos niveis de proteina bruta, possuia maior
digestibilidade quando comparado ao pedunculo de milho antes da fermentagao (DARWISH;
BAKR; ABDALLAH, 2012).
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Nitayavardhana e Khanal (2010) utilizaram o fungo comestivel Rhizopus microsporus
para a fermentacdo de vinhacga resultante da fermentacdo da cana-de-actcar para a producdo
de etanol e obtiveram biomassa flingica contendo 45,55 % de proteina, rica nos aminoécidos
arginina e treonina. Nitayavardhana e Khanal (2011), corroborando com Nitayavardhana e
Khanal (2010), cultivaram o Rhizopus microsporus em glicerol bruto derivado do processo de
producdo de biodiesel e observaram incremento na biomassa do fungo na propor¢ao de 0.83 +
0.02 (incremento de biomassa em gramas/biomassa inicial em gramas), apds 3 dias de cultivo.

Nigam (1990) produziu, em oito dias, ragdo animal rica em proteina a partir de cana-
de-acicar fermentada por duas cepas de Polyporus sp., que, além do alto valor protéico,
apresentou melhor digestibilidade quando comparada ao substrato ndo fermentado. Nigam
(1990) utilizou 15 gramas de substrato ndo esterilizado e triturado em peneira de 35 mesh, que
foi misturado ao inoculo. A relagdo Carbono/Nitrogénio foi ajustada para 20 e a fermentagdo
foi conduzida com 70 % de umidade total. O conjunto foi incubado a temperatura de 30 °C
por 8 dias com 99 % de umidade relativa do ar.

Rabélo (2011) obteve, em 4 dias, um fermentado contendo 17 % de proteina pela
fermentacdo da algaroba (Prosopis juliflora) por Saccharomyces cerevisiae. Os experimentos
de Rabélo (2011) foram desenvolvidos em bandejas de Policloreto de polivinila (PVC) (10
cm x 17,5 cm x 4,3 cm) contendo o substrato e o inoculo. O substrato foi seco a temperatura
de 80 °C por 24 horas e triturado em liquidificador de forma que as sementes mantiveram-se
intactas. O inoculo foi preparado em Erlenmeyers contendo 100 mL de meio de cultura e
incubado a temperatura de 30 por 24 horas com agitacdo de 125 rpm. 100 mL de inoculo com
10 x10° células de levedura vivas/mL foram utilizados para cada reator contendo 47, 94 e 141
gramas de substrato, respectivamente.

Aragjo et al. (2008) realizaram o enriquecimento protéico da palma forrageira
(Opuntia ficus) utilizando, assim como Rabélo (2011), a Sacharomyces cerevisiae. A
concentracao do inoculo foi de 1, 2 e 3 % em base imida no substrato e conjunto, substrato e
inoculo, foi incubado por 6, 12, 24 e 36 horas. O melhor ensaio foi o que utilizou a
concentracdo de 3 % de inoculo e tempo de fermentagdo igual a 6 horas, com aumento no
valor de proteina bruta de 4,4 % para 10,4 % ao final de 6 seis horas de fermentacdo.

Chan (2013) mostrou a utilizagdo de dguas residuais de restaurantes na fabricacao de
racdo animal. Chan (2013) conseguiu diminuir os niveis de Oleo e Graxa (0&G), Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) e Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) em aguas residuais

de restaurante para menos de 50, 400 e 160 mg/L, respectivamente. O processo teve duragdo
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de 1200 a 1400 horas e, apds receberem tratamento biolégico e quimico, o resultado foi um
suplemento protéico contendo em média 8,26 % de proteina.

Bisaria, Madan e Vasudevan (1997) demonstraram o aumento do valor nutricional e
da digestibilidade de palha de arroz e de trigo obtidos apds a bioconversdo por Pleurotus
sajor-caju. 15 g do substrato foram misturados com 60 mL de dgua e foi adicionado 20 % (3

g) de inoculo, sendo incubado a temperatura de 25 ° C por 25 dias.

3.3 NUTRICAO ANIMAL

As ragdes animal, importadas ou nacionais, devem possuir a qualidade e o valor
nutricional adequados ao animal 2 que ela serd ofertada (BORRAS et al., 2011) e essa
adequacdo ja vem sendo praticada hd décadas, sobretudo nas grandes fazendas (GARG et al.,
2013). Com a variacdo entre as espécies de animais, a necessidade nutricional varia. Porém,
outros fatores também interferem nas necessidades nutricionais dos animais, como a idade, o
sexo, o estagio vital, a finalidade produtiva e o estado de satde, sendo que a dieta equilibrada
€ essencial para que os animais possam desenvolver as fung¢Oes produtivas especificas
(PERRY, 1983).

A dieta equilibrada deve conter carboidratos, lipideos, proteinas, minerais, vitaminas
(BORRAS et al.,, 2011; PERRY, 1983) e, € claro, dgua, que € imprescindivel em todos os
processos metabolicos vitais comuns aos animais (GROSSBLATT, 2001). A dieta
equilibrada, por contribuir para que o animal exiba o potencial genético, é essencial em
programas de melhoramento e producdo animal (GARG et al., 2013).

Os carboidratos sdo, muitas vezes, a maior fonte de energia da dieta dos animais
(GROSSBLATT, 2001). Eles sao constituidos por dtomos de carbono, hidrogénio e oxigénio
e desempenham diversas fungdes importantes nos seres vivos, sendo classificados de acordo
com o tamanho em: monossacarideos; dissacarideos e polissacarideos. Os monossacarideos
sdo acucares simples que contém em cada molécula de trés a sete 4tomos de carbono e os
dissacarideos sdo aqueles constituidos por dois monossacarideos ligados por uma reagcdo de
sintese por desidratacdo, que € o inverso da hidrolise, denominada ligacdo glicosidica. Os
polissacarideos empregam um nimero bem maior de monossacarideos, dezenas ou centenas
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). Os
carboidratos desempenham diversas fungdes vitais, ndo somente para os animais, mas também
para os demais seres vivos, como as pentoses — monossacarideos que contém cinco dtomos de

carbono — componentes da ribose (CsH100s) e da desoxirribose (CsHi0O4) encontradas no
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acido ribonucleico (RNA) e no 4cido desoxirribonucleico (DNA), respectivamente. A glicose
(CsH120¢) € outro carboidrato com fung¢do importante para os animais, pois € fonte de energia
de uso imediato para as células, estando normalmente presente no sangue em niveis de 70 a
100 mg/100mL. (PERRY, 1983; TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Além de estarem presentes em moléculas importantes para os seres vivos € serem
fonte de energia para as células, os carboidratos sdo utilizados para reserva de energia, como o
glicogénio, um polissacarideo utilizado como reserva de energia nos animais e em algumas
bactérias, e o amido, utilizado como reserva de energia em plantas, além de ser alimento para
animais que possuem a enzima capaz de hidrolisar o amido. Os dissacarideos e os
polissacarideos originam monossacarideos por hidrdlise, como a celulose, um polissacarideo
que compde a parede celular das plantas e que estd sempre presente na dieta dos animais
herbivoros (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Os lipideos sdo moléculas geralmente apolares classificadas em: lipideos simples;
lipideos complexos e esteroides. Os lipideos simples, gorduras ou triglicerideos, sdo
constituidos apenas por atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio e sdo formados pela
combinacdo de uma molécula de glicerol com uma, duas ou trés moléculas de dcido graxo,
que sdo formados por um grupo carboxila e uma longa cadeia de hidrocarbonetos. Os lipideos
complexos sdo aqueles que contém outros elementos além daqueles presentes nos lipideos
simples, como o fésforo, o nitrogénio e o enxofre, e os esteroides contém um grupo hidroxila
(—OH) ligado a um anel de carbono, de quatro anéis de carbono que estdo interconectados,
sendo encontrados em animais, mico plasmas, fungos e plantas (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005).

Os lipideos possuem papel muito importante para os animais, pois sao fonte de energia
concentrada (GROSSBLATT, 2001; PERRY, 1983), que é armazenada em forma de gordura
no tecido conectivo intramuscular, na cavidade abdominal e no tecido conectivo subcutaneo
(PERRY, 1983). Essa capacidade que os animais possuem de armazenar gordura no corpo é
caracteristica de cada espécie e independente da dieta, sendo notoriamente percebida em
ruminantes ou monogastricos que possuem os carboidratos como a principal fonte de energia
e armazenam grande quantidade de gordura. Os lipideos formam, ainda, acidos graxos
essenciais (linoléico e linolénico), proporcionam palatabilidade aos alimentos e podem se
associar a muitas vitaminas lipossoliveis (PERRY, 1983). Além disso, os lipideos
proporcionam outros efeitos envolvendo a alimentacdo animal, como a associagdo a outros

nutrientes lipossoluveis e a reducdo da pulveruléncia da ragdao animal (GROSSBLATT, 2001).
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As proteinas sdo constituidas por atomos de carbono, hidrogénio, oxigénio e
nitrogénio e algumas contém, ainda, d&tomos de enxofre. Elas representam 50 % — ou mais —
do peso seco de uma célula e podem ser: enzimas, proteinas transportadoras, bacteriocinas,
toxinas, proteinas de contragdo, proteinas estruturais, hormonios e anticorpos (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2005). As proteinas sdo encontradas em todas as células animais e vegetais
e, quando hidrolisadas, originam os aminodcidos, que contém um grupo carboxila (~COOH),
um grupo amino (-NHz) e um grupo lateral (R) ligados ao mesmo dtomo de carbono, o
carbono alfa (Ca). O grupo lateral pode ser um 4dtomo de hidrogénio, uma cadeia linear ou
ramificada de 4tomos ou uma estrutura em anel, que pode ser ciclica (anel formado apenas
por atomos de carbono) ou heterociclica (anel formado por dtomos de carbono e mais um
atomo distinto). O grupo lateral pode conter grupos funcionais, como o grupo sulfidrila (—
SH), o grupo hidroxila (—-OH) ou grupos carboxila ou grupos amino adicionais, € 0s
aminodcidos que ndo possuem o grupo lateral, ou seja, 0s que possuem apenas O grupo
carboxila e o grupo amino, sdo denominados de alfa-aminodcidos (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004). 20 aminodacidos diferentes ocorrem naturalmente e formam
as proteinas quando ligados por ligacdes peptidicas, que sao ligacdo entre o 4tomo de carbono
do grupo carboxila de um aminodcido e o dtomo de nitrogénio do grupo amino de outro
aminodcido (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). As diferentes combinacdes entre a
quantidade, o tipo e o arranjo, dos aminoécidos possibilitam a formacdo de intimeras proteinas
(PERRY, 1983), que, quando consumidas pelos animais, sdo digeridas e absorvidas na forma
de aminoacidos no intestino do animal (GROSSBLATT, 2001).

Os minerais constituem a fracdo ndo volatilizada da matéria apds a combustao a
temperatura de 550 °C, pois a fracdo organica é volatilizada enquanto a fracdo inorganica
permanece apds a combustdo, sendo, esta, composta por uma variedade de minerais (PERRY,
1983, SPERLING, 1996). 17 minerais, da variedade de minerais encontrados na fracdo nado
volatil de uma dieta animal, possuem via de acdo definida e sdo classificados em macro
minerais (célcio, fésforo, potdssio, sodio, cloro, magnésio e enxofre), que compde a estrutura
de ossos e outros tecidos e que estdo presentes nos fluidos do corpo, € micro minerais (iodo,
ferro, zinco, manganés, cobre, cobalto, selénio, flior, molibdénio e cromo), que
desempenham funcdes especificas para o animal, como componentes do corpo dos animais,
de cofatores de enzimas, de hormdnios ou do sistema enddcrino. Outros minerais podem estar
presentes na dieta dos animais, mas eles ndo possuem via de a¢cdo definida e, apesar de ndo
apresentam importancia prética, estudos que evidenciem essas vias de acdo sa0 necessarios

(GROSSBLATT, 2001).
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As vitaminas sdo nutrientes que possuem diversas vias de acdo, participando de
diversos caminhos metabdlicos, da composi¢do de células do sistema imune e da expressao de
genes. As vitaminas sdo classificadas em lipossoliveis, como a vitamina A, D, E, e K, e
hidrossolaveis, como as B-vitaminas e a vitamina C, e, assim como ocorre com os demais
nutrientes, deficiéncia pode desencadear doengas graves nos animais, como 0 raquitismo, que
¢ originado pela quantidade insuficiente de vitamina D na dieta do animal. Algumas vitaminas
podem ser sintetizadas em determinados animais apds a ingestdo do alimento, como € o caso
da vitamina K, biotina, dcido fdélico, niacina, 4cido pantoténico, piridoxina, riboflavina,
tiamina e vitamina B2, sintetizadas pelas bactérias do rumem de ruminantes, e da vitamina C,
sintetizada pelo préprio ruminante (GROSSBLATT, 2001).

Os compostos geralmente monitorados nas andlises das racOes para animais sao:
carboidratos (extrato livre de nitrogénio e fibra bruta); lipideos simples ou compostos;
proteina (verdadeira ou mensurada pela concentracdo de nitrogénio); vitaminas lipossoliveis
ou hidrossoldveis; matéria inorganica; aditivos; contaminantes e residuos (BORRAS et al.,
2011).

A ingestdo de todos os nutrientes eleva a taxa do metabolismo dos animais, efeito
denominado de acdo dinamica especifica dos nutrientes, que € mais pronunciado na ingestao
de proteinas do que na ingestdo de carboidratos ou gorduras, estima-se que metade da acdo
dinamica especifica dos nutrientes seja originada pela ingestdo de proteinas. Mas, esse efeito
nao € alcancado com alimentos que nao contém calorias como a celulose e os aminoécidos —
ou as préprias proteinas — ndo sdo armazenados pelos animais no corpo quando estes ingerem
proteinas em excesso, inclusive a ingestdo de quantidades elevadas de aminodcidos pode
inibir temporariamente a necessidade das células por aminodcidos. Esse excesso de
aminodcidos passa pela desaminagdo e posterior oxidacao, formando ureia no figado, que €
excretada pelos ruins (PERRY, 1983). A ingestdo de proteinas em excesso pode proporcionar
efeitos negativos aos animais e o efeito proporcionado pela ingestdo de proteinas, incluindo e
acdo dindmica especifica dos nutrientes e outros efeitos provenientes do consumo de proteinas
pelos animais, depende da fonte desse nutriente (GROSSBLATT, 2001).

Em oposi¢do a dieta equilibrada, a dieta ndo equilibrada, aquela que contém excesso
ou escassez de nutrientes, caracteriza a subnutricdo e origina impactos adversos na
produtividade, saide e bem-estar do animal, afetando a seguranca e a qualidade dos produtos
provenientes desse animal (GARG et al., 2013; GROSSBLATT, 2001) e podendo conduzir o
animal 2 morbidez ou a morte (OROSZ, 2013).
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Uma dieta balanceada possibilita, em muitos casos, além, € claro, da maximizacdo da
performance do animal, a reducdo dos custos com a ra¢do animal, o que reduz os custos por
unidade de produto final, pois a racdo representa uma percentagem considerdavel do valor final

de muitos dos produtos de origem animal (GARG et al., 2013).

3.4 ALGAROBA E A ALIMENTACAO ANIMAL

Muitas espécies do género Prosopis ja foram descritas, 44 com intimeras variedades, e
cada uma possui caracteristicas intrinsecas (PASIECZNIK; HARRIS; SMITH, 2003), mas
compartilhando diversas caracteristicas, como a de invasor agressivo (SHIFERAW et al.,
2004) e a de tolerancia ao estresse hidrico (GOLUBOV; MANDUJANO; EGUIARTE, 2001;
KAILAPPAN; GOTHANDAPANI; VISWANATHAN, 2000). Essas duas caracteristicas
foram avaliadas por Sato (2013), o qual verificou que a Prosopis juliflora, mesmo em terras
com pouco potencial hidrico, disseminava e mantinha a caracteristica de invasora. Nilsen et
al. (1983) constataram que a Prosopis glandulosa tolerava extrema escassez de dgua devido a
capacidade de captura de aguas subterraneas. Outras caracteristicas importantes desse género
sdo a tolerancia a temperatura elevada e o bom crescimento em solo pobre (jovem) e muito
salino (PASIECZNIK; HARRIS; SMITH, 2003) ou alcalino (GOEL; BEHL, 1995). As
espécies do género Prosopis sdo muito comuns em ambientes dridos e semidridos por todo o
mundo (HARRIS et al., 2003) e participam do processo de fixacdo de nitrogénio nessas
regides, além de contribuir com a recuperacdo de dreas degradadas (PEREIRA, F. et al,,
2013).

A algarobeira € uma planta que possui rapido crescimento, sendo a espécie mais
comum e infame do género Prosopis (KAILAPPAN; GOTHANDAPANI;
VISWANATHAN, 2000). Esse grande arbusto € nativo dos Semidridos das Indias Ocidentais,
do México, da América Central, da América do Norte e da América do Sul (NOOR; SALAM,;
KHAN, 1995), mas que foi introduzido em diversos outros habitats longe do original, como a
Africa, a Asia e a Australia (PASIECZNIK; HARRIS; SMITH, 2003), sendo, em alguns
casos, considerado ecologicamente importante (GOLUBOV; MANDUJANO; EGUIARTE,
2001) e, em outros, um problema nacional (ELFADL; LUUKKANEN, 2006).

As espécies do género Prosopis necessitam ser bem manejadas para que haja harmonia
entre ela e o ambiente no qual estd inserida, pois, se adotado o manejo correto, com a
exploracdo racional dos recursos, essas espécies sdo uma alternativa benéfica e vidvel para a

populacdo e o ambiente semidrido (PEREIRA, F. et al., 2013).
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O género Prosopis vém recebendo atencdo crescente nos ultimos anos por possuirem
um rapido crescimento, serem fonte de alimento mesmo com estresse hidrico e, além disso,
devido ao crescimento selvagem e abundancia em terras comuns. A algaroba é um recurso
natural e livre com importidncia notéria para diversas regides de diferentes paises
(PASIECZNIK; HARRIS; SMITH, 2003)

Pasiecznik, Harris e Smith (2003) apontaram que a algarobeira produz elevada
quantidade de frutos, cerca de 20-100 Kg por arvore madura, que sdo largamente consumidos,
tanto por rebanhos de animais quanto por animais selvagens, e que esses frutos sdo
encontrados também na época da estiagem, sendo uma importante fonte de alimento para os
animais nesse periodo, podendo, ainda, passar por processamento para a producido de racdo
animal, a qual poderd ser ofertada de galinhas a camelos.

A algarobeira pertence a familia Leguminosea e a subfamilia Mimosoideae e cresce
bem em pantanos e desertos costeiros, dunas, planicies, dreas montanhosas, solos secos e
salinos, 4reas degradadas e perturbadas e planicies com lengol fredtico superficial (NOOR;
SALAM; KHAN, 1995), possuindo alta adaptabilidade em diferentes ambientes (SATO,
2013).

A alta palatabilidade e o valor nutricional dos frutos da algarobeira fazem com que
eles sejam muito apreciados in natura por gado, cabras, ovelhas e outros animais, mesmo
podendo causar a doenga cara-torta (pie face) quando consumida por longos periodos de
tempo (MAIOLI et al., 2012). Porém, muitos autores mostram que esses frutos podem ser
consumidos, sem prejuizo para os animais, quando respeitado o limite tolerado de consumo.
Mahgoub et al. (2005a) mostraram que cabras podem consumir os frutos da algarobeira em
concentracdo de até 200 g/Kg na dieta, com ganho de peso sem prejuizo das proporcdes, do
rendimento ou da composi¢io quimica da carcaca.

Obeidat e Shdaifat (2013) avaliaram a introducdo de vagens de algarobeira na dieta de
ovinos (fémeas) e verificaram que os frutos podem ser um potencial ingrediente para compor
a dieta desses animais. Durante o experimento, observou-se, ainda, a reducdo do custo com a
alimentagdo dos animais e o incremento na produgdo de leite (OBEIDAT; SHDAIFAT,
2013).

Obeidat, Abdullah e Al-Lataifeh (2008) realizaram a substituicdo de grao de cevada
por frutos de algarobeira na alimentacdo de ovinos (machos) e verificaram que o consumo de
até 200 g/Kg ndo afetou o desenvolvimento, a performance, a digestibilidade ou as

caracteristicas da carcaga ou da carne dos animais avaliados.
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Mahgoub et al. (2005b) alimentaram ovinos (machos) com uma ragdo peletizada
constituida, principalmente, por frutos de algarobeira, farelo de trigo, xarope e fibra, em
substituicdo a ra¢do comercial, e concluiram que essa formulacdo € uma alternativa viavel
para a alimentagdo de ovinos, reduzindo ainda os custos totais com a alimentagdo dos

animais, sem prejuizo da performance.

3.5 IMPORTANCIA DA PRODUCAO DE RACAO ANIMAL NO SEMIARIDO

O Semidrido Brasileiro é caracterizado pela vegetacdo Caatinga (AZAR; LARSON,
2000; GARIGLIO et al., 2010; PAIVA, 2010; PEREIRA, I. et al., 2001), solo pedregoso com
pouca matéria organica (REDDY, 1983) e ambiente predominantemente seco, com restrigoes
hidricas (KROL; BRONSTERT, 2007; KROL et al., 2001; QUEIROZ; GUTIERREZ-
ALEMAN: LEON, 1986). O Semiérido Brasileiro possui uma 4rea total de 969.589,4 km?,
temperaturas médias anuais em torno de 27 °C, evaporacdo de 2.000 mm/ano e precipitacdes
pluviométrica de 800 mm/ano, que, infelizmente, sdo mal distribuidas, sendo concentradas em
apenas 3, 4 ou até 5 meses do ano. Essa regido possui aproximadamente 25 milhdes de
habitantes e tém observado desertificacdes e mudancas climéticas significativas, que nao sao
problemas unicamente dessa regido, mas globais (LIMA; CAVALCANTE; MARIN 2011).
Entretanto, esses fatores ndo impdem e nao devem impor a inviabilidade socioecondmica ao
Semiarido Brasileiro (BATISTA FILHO; MIGLIOLI, 2010; DUARTE, 2002).

A ideia de que os problemas do Semiarido Brasileiro s6 seriam resolvidos quando a
diferenca “negativa” entre a evaporagao e as precipitacdes pluviométrica fosse resolvida tem
sido cultivada hd anos, mas os grandes problemas do Semidrido Brasileiro ndo siao devido ao
clima ou a geografia. Na verdade, acreditava-se que o ambiente do Semidrido Brasileiro
deveria ser modificado para a tender as necessidades do homem e s6 entdo, nesse ambiente
reformulado, o ser humano poderia se adaptar (BATISTA FILHO; MIGLIOLI, 2010). De
fato, essa € uma ideia erronea e hoje € notério o grande potencial socioecondmico que o
Semidrido Brasileiro possui e, na adaptacdo do homem ao Semidrido, estratégias publicas,
como as politicas de desenvolvimento regional e rural e de protecio da Caatinga, sdo
necessdrias para maximizar o desenvolvimento socioecondomico (ARAUJO; ARRUDA, 2011;
DUARTE, 2002; GARIGLIO et al.,, 2010; LIMA; CAVALCANTE; MARIN 2011).
Inclusive, algumas estratégias, mesmo que pontuais, jd estdo sendo desenvolvidas no

Semidrido Brasileiro (GHEYT et al., 2012).
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3.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Experimentos sao realizados todos os dias em muitas industrias para incrementar o
conhecimento sobre as varidveis que interferem processos produtivos. Os experimentos
geralmente sdo conduzidos em séries de ensaios, nas quais a quantidade estd ligada a
confiabilidade dos resultados (ANTONY, 2003).

Para promover a qualidade do processo de forma continua, € necessdrio conhecer o
comportamento do processo, incluindo a variabilidade e o impacto das varidveis do processo.
O interesse principal, em processos produtivos, é explorar as relagdes entre as varidveis de
entrada do processo (input) e as caracteristicas ou o desempenho do processo (output). Os
métodos de estudos desses componentes geralmente empregados sdo baseados no estudo de
uma varidvel em cada tempo (One-Variable-At-a-Time — OVAT), que € a variacdo de uma
varidvel de cada vez enquanto todas as outras varidveis do experimento sdo mantidas fixas
(ANTONY, 2003).

Os métodos estatisticos desempenham fung¢do importante na realizacdo de
experimentos, incluindo o planejamento, a anélise e a interpretacdo de dados experimentais.
Em muitos processos, diferentes varidveis influenciam uma determinada caracteristica de um
produto e, nesses casos, a melhor estratégia € planejar um experimento que retorne respostas
vélidas, confidveis e solidas, para que seja possivel retirar conclusdes referentes a eficdcia,
eficiéncia e economia do processo (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Nos processos produtivos, nem todas as varidveis afetam o desempenho do processo
com a mesma intensidade. Algumas varidveis podem ter fortes influéncias sobre o
desempenho de produc¢do, algumas podem ter influéncias do meio e algumas podem nio ter
nenhuma influéncia. Portanto, o objetivo de um planejamento de experimentos (DOE) é
entender qual o conjunto de varidveis de um processo que afetam com maior intensidade o
desempenho do processo e, em seguida, determinar os melhores niveis para estas varidveis
(ANTONY, 2003).

O planejamento de experimentos (DOE) foi desenvolvido no inicio dos anos 1920 pelo
Sr°. Ronald Fisher na Rothamsted Agricultural Field Research Station, em Londres,
Inglaterra. O planejamento fatorial possibilita analisar o efeito proporcionado por varidveis
independentes e por interacdes de varidveis independentes, além de ser uma ferramenta {itil na
minimizacdo do nimero de experimentos necessdrios para a obtencdo de resultados

consistentes (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DA REALIZACAO DO TRABALHO

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Microbiologia da Unidade
Académica de Tecnologia do Desenvolvimento (UATEC) do Centro de Desenvolvimento
Sustentdvel do Semidrido (CDSA) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), em

Sumé, Paraiba, Brasil.

4.2 COLETA E PREPARO DO SUBSTRATO

Os frutos maduros da algarobeira (Prosopis juliflora) foram coletados em expedi¢cdes
no municipio de Serra Branca, Paraiba, Brasil (Mapa 1 e Fotografia 1). Os frutos foram
selecionados, eliminando-se os que apresentaram alguma injuria, observada visualmente,
fosse ela de natureza mecéanica ou microbiolédgica. Os frutos selecionados foram picotados em
madquina forrageira com peneira de 13 mm de didmetro e secados em estufa de secagem a
temperatura de 60 °C até massa constante. Finalizado o processo de secagem, o material foi
armazenado em local protegido de luz solar, poeira e umidade, sendo imediatamente
identificado (data, nome do componente e nome do responsavel).

O substrato foi seco para preservar as caracteristicas até que o processo fermentativo
fosse iniciado, pois o crescimento de micro-organismos é funcdo da atividade de 4gua
(AMORIM, 2010). Os frutos da algarobeira foram picotados para aumentar a drea de contato
entre o substrato e o micro-organismo, pois particulas de tamanho reduzido oferecem maior

area superficial ao ataque microbiano (SANTOS, 2007).

Mapa 1 — Mapa do municipio de Serra Branca, Paraiba, Brasil
Fonte: ABREU, 2006.
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(b)
Fotografia 1 — Local no qual os frutos maduros da algarobeira foram coletados, (a) vista da cobertura vegetal do
solo e raizes das algarobeiras e (b) vista da copa das algarobeiras

4.3 CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO
4.3.1 Preparo das amostras
As amostras imidas foram maceradas em cadinhos até a obtencdo de uma massa

homogénea. A farinha de soja comercial (Fotografia 2), material rico em nitrogénio

empregado na suplementacdo da algaroba (Fotografia 3), também foi caracterizada.

Fotografia 2 — Farinha de soja comercial
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Fotografia 3 — Frutos maduros da algarobeira moidos e secos

4.3.2 Determinacao de umidade

Placas de Petri foram secas em estufa de secagem a temperatura de 100 °C por 30 min
e pesadas. Entdo, elas receberam as amostras imidas de 2 g, foram novamente pesadas e
levadas para a estufa de secagem a temperatura de 100 °C até ndo ser observada mudanca na
massa. Apds a secagem da amostra, as placas de Petri contendo a amostra seca foram pesadas.
ApOs cada retirada das placas de Petri da estufa de secagem, elas foram transferidas para um
dessecador, permanecendo por 30 min para que esfriassem antes das pesagens. A Equacdo 1

foi utilizada para o calculo da umidade (HELRICH, 1990).

WU = L?-i,a,u—:'as}xlﬂﬂ (1)
Mapy

Onde:
Mz = Massa da amostra seca, g;

May = Massa da amostra imida, g;
% U = Percentagem da umidade, %.

A umidade foi determinada para presumir possiveis causas de baixo ou alto
rendimento no enriquecimento protéico do substrato e por ser necessdria ao cdlculo da
quantidade de &4gua destilada a ser adicionada na montagem do processo fermentativo
(AMORIM, 2010).

A diferenca estatistica entre os valores dos ensaios experimentais foi analisada pelo
teste de Fisher, realizado no software OriginPro 8.0 da OriginLab Corporation (1991-2007)

para Windows, considerando significativos p < 0,05.
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4.3.3 Determinacao de pH

As amostras de 3 g secas conforme os procedimentos indicados no item 4.3.2 e 50 mL
de dgua destilada foram adicionados em Becker de 100 mL. O conjunto foi deixado em
repouso por 30 min, com agitacdes ocasionais, € o valor do pH foi aferido com pHmetro
digital (HELRICH, 1990).

O pH foi mensurado por ser um importante fator inerente ao meio de cultura que pode
estimular, atenuar ou inibir o crescimento do micro-organismo e por ser utilizado para avaliar
o desenvolvimento do processo fermentativo, pois mudancas no valor do pH de um meio de

cultura podem indicar contaminagdes (SCHMIDELL et al., 2001).

4.3.4 Determinacao de proteinas

A quantificacdo das proteinas utilizou 4 mL da solugdo reagente Biureto (0,15 %
sulfato de cobre; 0,6 % tartarato de sodio e potassio; 3 % hidréxido de sédio; 0,1 % iodeto de
potassio) e 1 g da amostra, diluida de forma que a absorbancia lida no espectrofotdmetro
estivesse dentro da curva de calibragdo. A mistura foi agitada em agitador tipo vortex por 30
s, permanecendo em repouso por 10 min apds a agitacdo. As leituras foram realizadas por
espectrofotometro em 540 nm e a curva padrdo foi construida com soro albumina bovina
diluida em solucdo salina (0,9 %). O espectrofotometro foi previamente zerado com uma
amostra em branco contendo: 4 mL da solugdo reagente Biureto e 1 mL de dgua destilada
(GORNALL; BARDAWILL; DAVID, 1949).

A determinagdo das proteinas foi adotada para o substrato visando estabelecer ligacoes
entre o substrato antes que o processo fermentativo fosse iniciado e o fermentado, incluindo
inferéncias referentes ao uso dos frutos maduros da algarobeira in natura como ragdao animal.

A curva padrdo para a determinagdo das proteinas (Gréfico 1) foi construida com o
intervalo de dilui¢do da soro albumina bovina de 2 mg/mL com limites inferior e superior de
0 mg/mL e 20 mg/mL, respectivamente. O método utilizando a solucdo reagente Biureto
mostrou-se mais confidvel entre os limites de 2 mg/mL e 14 mg/mL com R? = 0,99857, pois
Haaland (1989) afirma que valores de R? préximos de 1 representam modelos melhores para

predicoes.
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Graéfico 1 — Curva padrdo para proteinas construida com a solug¢do reagente Biureto e soro albumina bovina
diluida em salina (0,9 %)

O Griéfico 1 foi empregado para a obtencdo da Equacdo 2, ambos foram gerados no
software OriginPro 8.0 da OriginLab Corporation (1991-2007) para Windows. A Equacdo 2
foi utilizada para o cédlculo do teor de proteina das amostras a partir da absorbancia lida no
espectrofotometro. Amostras de 1 g foram pesadas e diluidas com dgua destilada de forma
que a absorbancia lida no espectrofotdmetro estivesse dentro da curva de calibragdo para que

a concentracao de proteinas pudesse ser calculada com base na Equagdo 2 (Fotografia 4).

ABS = (0,04134 X P) + 0,058 )

Onde:
ABS = Absorbancia;

P = Protefnas, mg/mL.

Fotografia 4 — Tubos de ensaio contendo 1 mL de 4gua destilada (branco) e amostras dos ensaios experimentais
1,2,3,4,9,10, 11 e 12 acrescidos de 4 mL da solucdo reagente Biureto

A relagdo entre o teor de proteinas e o teor de nitrogénio presentes em uma amostra

ndo € idéntica para todos os casos possiveis (DOSHI, 2003) e o fermentado obtido neste
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trabalho ainda ndo possui relagcdo especifica entre a quantidade de proteinas e a quantidade de
nitrogénio. Por isso, a proteina verdadeira foi mensurada neste trabalho e ndo a proteina bruta,
que € obtida de forma indireta a partir do teor de nitrogénio e que poderia mascarar os

resultados.

4.3.5 Determinacio de acicares redutores

A quantificagdo dos agucares redutores (AR) foi realizada adicionando 0,5 mL da
solucdo reagente DNS (1 % 3,5-dinitrossalicilico; 1,6 % hidréxido de s6dio; 30 % tartarato de
sodio e potdssio) e 0,5 g da amostra, diluida de forma que a absorbancia lida no
espectrofotometro estivesse dentro da curva de calibragdo. A mistura foi aquecida por 5 min
em 4gua destilada sob ebulicio e resfriada para temperatura ambiente. ApOs resfriada, S mL
de 4gua destilada foram adicionados a mistura. A intensidade da cor foi mensurada pelo
espectrofotometro em 540 nm e a curva padrdo foi construida com glicose diluida em 4dgua
destilada. O espectrofotometro foi previamente zerado com uma amostra em branco contendo:
0,5 mL da solucgdo reagente DNS e 0,5 mL de agua destilada (MILLER, 1959).

Os actcares redutores foram determinados por serem muito utilizados como
indicadores da eficiéncia de processos fermentativos nos quais o substrato empregado € rico
em actcares (FERNANDES, 2003).

A curva padrdo para a determinacdo dos agucares redutores (Grafico 2) foi construida
com o intervalo de dilui¢do da glicose de 0,2 mg/mL com limites inferior e superior de 0
mg/mL e 1 mg/mL, respectivamente. O método utilizando a solucdo reagente DNS mostrou-

se confidvel entre os limites de 0 mg/mL e 1 mg/mL com R? = 0,99978, pois Haaland (1989)

afirma que valores de R? préximos de 1 representam modelos melhores para predicdes.

06
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Grifico 2 — Curva padrio para acticares redutores construida com a solugdo reagente DNS e glicose diluida em
dgua destilada
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O Griéfico 2 foi empregado para a obtencdo da Equacdo 3, ambos foram gerados no
software OriginPro 8.0 da OriginLab Corporation (1991-2007) para Windows. A Equacio 3
foi utilizada para o cdlculo do teor de acucares redutores (AR) das amostras a partir da
absorbancia lida no espectrofotometro. Amostras de 1 g foram pesadas e diluidas com dgua
destilada de forma que a absorbancia lida no espectrofotometro estivesse dentro da curva de
calibragdo para que a concentracdo de AR pudesse ser calculada com base na Equacdo 3

(Fotografia 5).

ABS = (0,57983 x AR) — 0,00378 3)

Onde:
ABS = Absorbancia;

AR = Acuicares redutores, mg/mL.

Fotografia 5 — Tubos de ensaio contendo 0,5 mL de 4gua destilada (branco) e amostras dos ensaios
experimentais 1, 2, 3, 4,9, 10, 11 e 12 acrescidos de 0,5 mL da solugio reagente DNS e 5 mL
de 4dgua destilada

4.4 PREPARACAO DO INOCULO

O basidiomiceto Lentinus crinitus (L.) Fr. CCIBt 2611 (antes identificado por CCB
274) que estava depositado na Cole¢ao de Cultura de Basidiomicetos do Instituto de Botanica
de Sdo Paulo (CCIBt) foi o micro-organismo utilizado para o enriquecimento protéico dos
frutos da algarobeira. O repique do fungo foi realizado em placas de Petri contendo 20 mL de
meio de cultura Extrato de Malte Agar (MEA) (Tabela 1), sendo incubadas em biochemical

oxygen demand (BOD) por 12 dias a temperatura de 28 °C (Fotografia 6).
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Tabela 1 — Composi¢io do meio de cultura Extrato de Malte Agar

Componente Concentracao (%)
Agar 1,5
Extrato de malte 2
Peptona 0,1

Fotografia 6 — Lentinus crinitus CCIBt 2.611 apo6s 12 dias de cultivo a temperatura de 28 °C em meio de cultura

MEA

O Lentinus crinitus CCIBt 2611 foi o micro-organismo escolhido para o processo
fermentativo das vagens da algaroba porque os fungos sdo altamente competentes em
fermentagdes com os mais diferentes substratos. Além disso, os basidiomicetos sdo fonte de
proteinas e vitaminas e compreendem grande parte dos fungos comestiveis (ESPOSITO;

AZEVEDO, 2010).
4.5 FERMENTACAO DA ALGAROBA

Os frutos da algarobeira, material rico em carbono, foram suplementados com farinha
de soja comercial, material rico em nitrogénio. A fermentacdo foi conduzida em potes
fechados, com tampa e gaze entre a tampa e o pote de vidro, contendo 30 g do substrato
suplementado com a farinha de soja comercial nas propor¢des estabelecidas no planejamento
fatorial e 75 mL de 4dgua destilada, para a obtencdo de aproximadamente 70 % de umidade
apo6s a esterilizacao (Fotografia 7). O conjunto foi esterilizado em autoclave (1 atm por 20
min) e, apds frio, % de placa de inoculo foi acrescido. O material foi incubado em
biochemical oxygen demand (BOD) nas condi¢Oes estabelecidas no planejamento fatorial

(Fotografia 8).
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Fotografia 7 — Pote, ap6s esterilizacdo, contendo 30 g do substrato suplementado com farinha de soja comercial e
75 mL de 4dgua destilada

Fotografia 8 — Processo fermentativo sendo conduzido em biochemical oxygen demand (BOD)

A umidade inicial foi estabelecida em torno de 70 % porque valores de umidade
baixos inibem o crescimento fingico (AMORIM, 2010). Esse procedimento foi adotado

porque a umidade nativa do substrato (12,44 %) foi muito baixa.
4.6 CARACTERIZACAO DO PRODUTO DA FERMENTACAO

Os procedimentos indicados no item 4.3 foram utilizados para a caracterizacdo do

produto da fermentacao.
4.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Um planejamento fatorial 2* (k = 3) foi realizado. O planejamento fatorial avaliou o
efeito das varidveis independes: temperatura (T); suplementacdo com farinha de soja
comercial (SFS) e tempo de fermentacdo (TF). As varidveis independentes codificadas e os

valores reais para cada nivel estdo presentes na Tabela 2. A quantidade das proteinas foi a
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varidvel dependente e o planejamento fatorial 2% foi realizado em duplicata com
quadruplicada no ponto central, ou seja, composto por 20 ensaios experimentais (Tabela 3). A
andlise de variancia (ANOVA), a estimativa dos efeitos, os gréficos de Pareto, os graficos de
superficie de resposta, os valores observados, previstos e residuais e o grafico da predicao dos
valores previstos versus valores observados foram performados utilizando o software
STATISTICA 7.0 da StatSoft Inc. (1984-2004) para Windows, considerando significativos p
<0,05.

Tabela 2 — Varidveis independentes com diferentes niveis avaliados durante a fermentacdo e matriz dos ensaios
para o planejamento fatorial 2* nas unidades reais e codificadas

Nivel
Variavel
-1 (Limite inferior) 0 (Ponto central) 1 (Limite superior)
T (°C) 28 34 40
SES (%) 0 5 10
TF (Dias) 0 7 14

Notas: Simbolos e abreviagdes convencionais utilizados:
T — Temperatura
SFS — Suplementacao com farinha de soja comercial
TF — Tempo de fermentacio

Tabela 3 — Planejamento fatorial 2¥ em duplicata com quadruplicada no ponto central para a fermentacio dos
frutos da Prosopis juliflora por Lentinus crinitus CCIBt 2611

Varidvel independente
Ensaio

Temperatura (°C)  Suplementagdo com farinha de soja comercial (%) Tempo de fermentacdo (dias)

1 28 0 0
2 40 0 0
3 28 10 0
4 40 10 0
5 28 0 14
6 40 0 14
7 28 10 14
8 40 10 14
9 28 0 0
10 40 0 0
11 28 10 0
12 40 10 0
13 28 0 14
14 40 0 14
15 28 10 14
16 40 10 14
17 34 5 7
18 34 5 7
19 34 5 7
20 34 5 7
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO

A caracterizagdo do substrato (Tabela 4) foi realizada para que fosse possivel presumir

interacdes envolvendo o planejamento fatorial.

Tabela 4 — Resultado da caracterizagdo do substrato

Componente Proteinas (%) Actcares redutores (%) Umidade (%) pH
Frutos da algarobeira in natura 7,21%* 2,36%%* 12,44 5,37
Farinha de soja comercial 58,06 1,30 5,99 6,75

Notas: Simbolo convencional utilizado:
** _ Considerando a umidade de 12,44 %

O teor de proteina obtido neste trabalho para os frutos maduros da algarobeira foi de
7,21 % e corrobora com o valor obtido por Borges (2004), 7,97 %. A diferenca entre esses
valores € possivelmente devido a origem da matéria-prima. O valor do teor de proteina para a
farinha de soja comercial foi de 58,06. Este resultado corrobora com Laining (2003), que
obteve o valor de 41 % de proteinas, com Tsukahara e Ushida (2000), que obtiveram o valor
de 51,2 % de proteinas, e com Jezierny, Mosenthin e Bauer (2010), que obtiveram o valor de
54,1 % de proteinas, todos para graos de soja destinados a produ¢do de racdo animal.

O teor de actcares redutores obtido neste trabalho para os frutos maduros da
algarobeira foi de 2,36 %. Este valor corrobora com Borges (2004), que obteve 3,04 % para
os frutos da algarobeira. A diferenca entre esses valores € possivelmente devido a origem da
matéria-prima.

A umidade obtida neste trabalho para os frutos maduros da algarobeira, 12,44 %, é
distinta da obtida por Borges (2004), 17,2 % para os frutos da algarobeira. A discrepancia
entre o valor de umidade obtido neste trabalho e o obtido por Borges (2004) é, certamente,
proveniente de influéncias do ambiente sob os frutos da algarobeira, como a umidade relativa
do ar, tempo de estocagem entre a coleta e o processamento, circulagdo de ar, incidéncia de
raios solares ou outro fator que possa afetar a umidade dos frutos.

O valor do pH obtido para os frutos maduros da algarobeira foi de 5,37 e 6,75 para a
farinha de soja comercial. O pH inferior dos frutos da algarobeira indica uma maior

quantidade de dcidos presente nesse material que na farinha de soja comercial.
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5.2 PROCESSO FERMENTATIVO

A Tabela 5 ilustra o resultado da caracterizagcdo dos ensaios obtidos a partir do
planejamento fatorial detalhado no item 4.7 para o estudo do enriquecimento protéico da

algaroba (Prosopis juliflora) utilizando Lentinus crinitus CCIBt 2611.

Tabela 5 — Resultado da caracterizacdo de cada ensaio do planejamento fatorial da fermentagdo dos frutos da
Prosopis juliflora por Lentinus crinitus CCIBt 2611

Varidvel dependente

Ensaio
Proteinas (%) Aclcares redutores (%) Umidade (%) pH
1 5,41 5,11 71,65 5,10
2 4,61 5,38 72,52 5,11
3 13,32 4,36 72,08 5,24
4 10,56 4,51 72,28 5,20
5 4,93 7,00 73,08 4,72
6 4,64 15,55 72,41 4,76
7 11,25 7,13 73,30 4,96
8 9,03 14,04 73,38 4,84
9 4,17 5,22 73,48 5,12
10 3,77 5,12 72,46 5,11
11 12,84 4,11 72,29 5,25
12 12,63 4,29 72,41 5,24
13 4,64 7,83 72,90 4,75
14 4,21 15,94 73,22 4,78
15 9,22 7,13 72,32 4,95
16 7,73 14,22 73,13 4,96
17 6,82 7,60 73,94 4,94
18 6,46 8,45 72,80 4,92
19 7,33 6,80 73,12 4,90
20 5,19 6,88 72,48 4,89

A andlise de varidncia (Tabela 6), a estimativa dos efeitos, os graficos de Pareto, os
graficos de superficie de resposta, os valores observados, previstos e residuais e o grafico da
predicao dos valores previstos versus valores observados para a variavel dependente P (%) do
planejamento fatorial da fermentacdo dos frutos da Prosopis juliflora por Lentinus crinitus
CCIBt 2611 apresentaram coeficiente de determinacio (R?) = 0,9290 e Erro puro = 0,8106. O
valor do R? apresentado é plausivel, uma vez que Haaland (1989) afirma que valores de R?

acima de 0,9 sdo considerdveis. O R? é uma medida da qualidade do ajustamento da regressdo
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aos valores observados e o R? = 0,9290 indica que 92,90 % da variagdo dos valores
observados em torno da média € explicada pela regressdo e que 7,10 % dessa variacdo ¢
proveniente dos residuos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

A andlise de variancia (Tabela 6) mostra que as interacdes entre a temperatura € a
suplementa¢cdo com farinha de soja comercial e entre a temperatura e o tempo de fermentacio
ndo sado significativas considerando p < 0,05. A auséncia de significancia mostra que o efeito
no teor protéico proveniente das interacdes envolvendo essas varidveis independentes nao

foram explicadas pela regressdo com 95 % de confianca.

Tabela 6 — Andlise de variancia para a varidvel dependente P (%) do planejamento fatorial da fermentagcdo dos
frutos da Prosopis juliflora por Lentinus crinitus CCIBt 2611

Fator Soma Quadratica Graus de liberdade Média quadratica F p
(1) TE (°C)* 4,62 1 4,62 5,70 0,04
(2) SFSE (%)* 157,39 1 157,39 194,17 0,00
(3) TF" (dias)* 8,48 1 8,48 10,46 0,01
1L by 2F 1,41 1 1,41 1,74 0,21
1L by 3¢ 0,00 1 0,00 0,01 0,95
2L by 3L# 9,91 1 9,91 12,22 0,01
Falta de ajuste 4,98 2 2,49 3,07 0,09
Erro puro 8,92 11 0,81
Total 195,70 19

Notas: Simbolos e abreviagdes convencionais utilizados:
F — Valor para a distribui¢do F
p — Indice de significancia
* — Significativo considerando p < 0,05
by — Interacao
L _ Linear
T — Temperatura
SFS — Suplementacao com farinha de soja comercial
TF — Tempo de fermentacio

O comportamento geralmente apresentado pelos micro-organismos para a variagdo da
temperatura reforca a normalidade do crescimento fungico ou auséncia do crescimento
fungico neste processo fermentativo. A contribui¢do da temperatura, -1,07 %, no teor protéico

do fermentado, foi significativa e baixa, como mostra a estimativa dos efeitos (Tabela 7).
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Tabela 7 — Estimativa dos efeitos para a varidvel dependente P (%) do planejamento fatorial da fermentacdo dos
frutos da Prosopis juliflora por Lentinus crinitus CCIBt 2611

Fator Efeito Erro padrao/Erro puro t(11) p Coeficiente
Interceptagcdo® 7,44 0,20 36,95 0,00 7,44
() TE(°O)* -1,07 0,45 -2,39 0,04 -0,54
(2) SFST (%)* 6,27 0,45 13,93 0,00 3,14
(3) TF" (dias)* -1,46 0,45 -3,23 0,01 -0,73
1- by 2F -0,59 0,45 -1,32 0,21 -0,30
1- by 3- -0,03 0,45 -0,07 0,95 -0,02
2L by 3L= -1,57 0,45 -3,50 0,01 -0,79

Notas: Simbolos e abreviacdes convencionais utilizados:
t — Valor para a distribuigdo ¢
p — Indice de significancia
* — Significativo considerando p < 0,05
by — Interacdo
L _ Linear
T — Temperatura
SES — Suplementacdo com farinha de soja comercial
TF — Tempo de fermentacio

A Fotografia 9 ilustra os ensaios experimentais 5, 6 € 17. Os ensaios 5 e 17 foram
cultivados a temperatura de 28 °C e 34 °C, respectivamente, e apresentaram indicios visuais
de crescimento do Lentinus crinitus CCIBt 2611. O ensaio 6 foi cultivado a temperatura de 40
°C e ndo apresenta quaisquer indicios visuais de crescimento do Lentinus crinitus CCIBt
2611, mostrando que a temperatura € um fator importante neste processo fermentativo e que
andlises posteriores envolvendo o estudo de temperaturas acima de 40 °C sdo desnecessarias,
pois temperaturas acima de 40 °C, certamente, inibirdo o crescimento do Lentinus crinitus
CCIBt 2611 em frutos de algarobeira. Os ensaios 5 e 6 possuem 14 dias de fermentacdo e o
ensaio 17 possui 7 dias e, em termo de suplementacdo com farinha de soja comercial, as
ensaios 5 € 6 ndo possuem suplementagdo e o ensaio 17 possui 5 % de suplementagdo com
farinha de soja comercial. Na andlise visual dos ensaios experimentais, todos os ensaios
cultivados as temperaturas de 28 °C e 34 °C retiradas para andlise apés 14 dias e 7 dias de
fermentagdo, respectivamente, apresentaram crescimento fungico semelhantes entre si e todos

os ensaios cultivados a temperatura de 40 °C retiradas para andlise apos 14 dias de

fermenta¢do ndo apresentaram quais quer indicios visuais de crescimento ftingico.
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Fotografia 9 — Vista superior dos ensaios experimentais do processo fermentativo, (a) ensaio 5, (b) ensaio 6 e (c)
ensaio 17

A varidvel suplementacdo com farinha de soja comercial apresentou o maior efeito
gerando para a varidvel dependente P (%), 6,27 %, entre as varidveis independentes avaliadas
neste trabalho (Tabela 7). O maior efeito proporcionado pela varidvel suplementacdo com
farinha de soja comercial em relagcdo as demais varidveis independentes pode ser percebido de
forma mais pratica no gréifico de Pareto (Grafico 3). O efeito da suplementa¢do com farinha
de soja comercial coincidiu com as expectativas para este trabalho no que tange essa varidvel
independente, pois a farinha de soja comercial possui alto teor de proteinas, como relatado por

Laining (2003), Tsukahara e Ushida (2000) e Jezierny, Mosenthin e Bauer (2010).

(2)SFS (%)(L)

AL E

.
v

[3)TF (dias)(L) %
P

-1 0 1 2 3 4 5 6 7
Effect Estimate (Absolute Value)

Griéfico 3 — Pareto da estimativa dos efeitos para a varidvel dependente P (%) do planejamento fatorial da
fermentacdo dos frutos da Prosopis juliflora por Lentinus crinitus CCIBt 2611

A varidvel independente tempo de fermentacdo, com -1,46 % de contribui¢do para a
varidvel dependente P (%) mostrou efeito significativo e baixo (Tabela 7 e Gréfico 3). O
efeito da varidvel independente tempo de fermentacdo se mantém quase que constante para o
limite inferior na varidvel suplementacdo com farinha de soja comercial. A interacdo entre a

suplementagdo com farinha de soja comercial e o tempo de fermentacdo foi significativa,
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como ilustrado nas linhas ndo paralelas do Grafico 4, pois linhas ndo paralelas indicam uma

interagdo significativa entre as varidveis independentes (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

TF (dias)

6 2 0 2 4 6 8 10 12
4 SFS (%)

Grifico 4 — Superficie de resposta das varidveis independentes tempo de fermentacdo e suplementacdo com
farinha de soja comercial

O comportamento da varidvel tempo de fermentacdo ndo coincidiu com as
expectativas para este trabalho em relagdo a essa varidvel independente, uma vez que o
incremento no teor protéico da biomassa fingica deve acompanhar o crescimento fiingico, ou
seja, quanto maior a producdo de biomassa, maior a quantidade total de proteina produzida
(DIDKSTERHUIS; SAMSON, 2007; SAMSON et al, 2001). O crescimento do Lentinus
crinitus CCIBt 2611, entdo, ndo foi suficiente para elevar o teor de proteinas do meio de
cultura. Inclusive, o declinio no teor protéico do conjunto pode ter sido ocasionado pela agdo
do crescimento fungico. Pois, fungos filamentosos e muitos outros micro-organismos podem
converter proteinas em aminodcidos pela acio de proteases, enzimas que quebram as ligacdes
peptidicas, transformando as proteinas em aminoacidos ou peptideos (LEE; LEE, 2002) e o
método que utiliza a solugdo reagente Biureto ndo detecta aminodcidos ou peptideos, apenas
proteinas (ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998). Essa interferéncia inerente ao método pode ser a
causa do efeito baixo do tempo de fermentacio.

A Fotografia 10 (a) ilustra que o Lentinus crinitus CCIBt 2611, no enriquecimento
protéico dos frutos da Prosopis juliflora, apresentou crescimento superficial considerdvel
enquanto a Fotografia 10 (b) ilustra que o crescimento foi basicamente superficial e que a
parcela do meio de cultura que estd abaixo da camada da biomassa fingica, praticamente, ndo
foi penetrada pelo crescimento do micro-organismo. Inclusive, uma camada vazia estd

presente entre a camada de biomassa fungica e o meio de cultura.



46

(.04

(a) (b)
Fotografia 10 — Ensaio 5 do planejamento fatorial da fermentacdo dos frutos da Prosopis juliflora por Lentinus
crinitus CCIBt 2611, (a) vista superior e (b) vista lateral

O micro-organismo empregado neste trabalho € aerébio e esse fato pode explicar o
perfil de crescimento do Lentinus crinitus CCIBt 2611 no meio de cultura empregado. Na
verdade, a forma de cultivo também se enquadra como fator determinante para esse
comportamento. O cultivo em shaker desse processo fermentativo deve, entdo, ser
investigado.

O modelo linear padrao para o tipo de planejamento proposto neste trabalho (Equagao
4) (ANTONY, 2003) foi utilizado para construir o modelo estatistico do comportamento da
varidvel dependente P (%) do planejamento fatorial do enriquecimento protéico dos frutos da
Prosopis juliflora (Equacdo 5). O modelo estatistico apresentado na Equacdo 5, que recebe as
varidveis independentes, codificadas, oferece um modelo que retorna o valor do
enriquecimento protéico dos frutos da Prosopis juliflora em funcdo da temperatura, da

suplementag@o com farinha de soja comercial e do tempo de fermentacio.

v =by+b,X; +b,X, + bX; + b X X, + b X X; + by X X, + 4)

Onde:

¥ = Resposta;

£ = Erro puro;

by = Coeficiente da temperatura;

by = Coeficiente da interceptago;

X = Variavel temperatura codificada;

by = Coeficiente do tempo de fermentagéo;

by = Coeficiente da interagdo entre by e bg;

by = Coeficiente da interagdo entre by e bg;

b.z; = Coeficiente da interagdo entre by e bg;

X3 = Variavel tempo de fermentaco codificada;

b; = Coeficiente da suplementagdo com farinha de soja comercial;
X, = Variavel suplementacdo com farinha de soja comercial codificada.
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P =7,44—0,54X, + 3,17X, — 0,73X; — 0,79X,, + 0,81 (5)

Onde:

P = Proteinas, %;

X = Variavel temperatura codificada;

X23 = Coeficiente da interacdo entre X e X3,

X3 = Varidvel tempo de fermentacdo codificada;

X> = Varidvel suplementacdo com farinha de soja comercial codificada.

Os residuos, diferenca entre os valores previstos e os valores observados, estdo
apresentados na Tabela 8 e a dispersao dos valores previstos versus os valores observados esta
ilustrada no Gréfico 5. Um modelo ideal é aquele no qual os residuos sdo iguais a zero,
indicando que a regressdo explica toda a variacdo dos valores observados em torno da média
(BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Para o modelo proposto no presente
trabalho, o R? = 0,9290 indica que o modelo é plausivel por estar acima de 0,9 (HAALAND,

1989) e o erro puro = 0,8106 é bom por ser inferior aos valores observados, indicando a

reprodutibilidade do experimento (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

Tabela 8 — Valores observados, previstos e residuais para a varidvel dependente P (%) do planejamento fatorial
da fermentagao dos frutos da Prosopis juliflora por Lentinus crinitus CCIBt 2611

Ensaio Observado Previsto Residuo
1 5,40639 4,46753 0,93886
2 4,60813 4,01851 0,58962
3 13,31640 12,90820 0,40820
4 10,55878 11,27086 -0,71208
5 4,93469 4,61720 0,31749
6 4,64441 4,10468 0,53973
7 11,24819 9,91020 1,33799
8 9,03483 8,20936 0,82547
9 4,17271 4,46753 -0,29481
10 3,77358 4,01851 -0,24492
11 12,84470 12,90820 -0,06350
12 12,62700 11,27086 1,35613
13 4,64441 4,61720 0,02721
14 4,20900 4,10468 0,10432
15 9,21626 9,91020 -0,69394
16 7,72859 8,20936 -0,48077
17 6,82148 7,43832 -0,61684
18 6,45864 7,43832 -0,97968
19 7,32946 7,43832 -0,10885

\*)
(@)

5,18868 7,43832 -2,24964
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Gréfico 5 — Predi¢do dos valores previstos versus valores observados para a varidvel dependente P (%) do
planejamento fatorial do processo fermentativo

A Tabela 9 mostra a qualidade do modelo ajustado ao experimento realizado neste
trabalho. O valor do F calculado da regressao foi de 35,54 e o valor do F tabelado para 7 graus
de liberdade da soma quadratica da regressdo e 12 graus de liberdade da soma quadrética dos
residuos € de 2,91. A regressao €, entado, significativa, pois a relacdo mostrada na Equacao 6,
nesse caso, € maior que 1 e Box et al. (1978) afirma que quando essa relacdo for maior que 1
o resultado € estatisticamente significativo. O valor do F calculado da falta de ajuste foi 3,07 e
o valor do F tabelado para 2 graus de liberdade da soma quadrética da falta de ajuste e 11
graus de liberdade da soma quadrética do erro puro € de 3,98. A falta de ajuste é, entdo, ndo
significativa, pois a relacdo mostrada na Equacdo 6, nesse caso, € menor que 1 e Box et al.
(1978) afirma que quando essa relacdo for menor que 1 o resultado ndo € estatisticamente
significativo. Isso significa que os dados experimentais ajustaram-se ao modelo obtido e que
esse modelo ¢ estatisticamente significativo, pois a regressdao ¢ significativa, e

estatisticamente preditivo, pois a falta de ajuste ndo € significativa.

Tabela 9 — Andlise de varidncia (ANOVA) para a varidvel dependente P (%)

Fonte de variacao Soma quadrética Graus de liberdade Média quadratica F
Regressao 186,70 7 26,67 35,54
Residuo 9,01 12 0,75
Falta de ajuste 4,98 2 2,49 3,07
Erro puro 8,92 11 0,81
Total 209,60 32

Notas: Abreviacdo convencional utilizada:
F — Valor para a distribui¢do F
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Fc (6)

Onde:
Fr = Valor tabelado para o teste F;
Fr = Valor calculado para o teste F.

A redugdo da porosidade do substrato em um processo fermentativo pode ser
ocasionada pelo excesso de umidade. Essa diminui¢ao da porosidade pode reduzir a difusao
de oxigénio e trocas gasosas entre o micro-organismo e o ambiente, prejudicando o
desenvolvimento do micro-organismo (HOLKER et al., 2004). Muitos fatores podem afetar a
variacdo da umidade, como a acdo dos microrganismos sobre o substrato, a oxidacdo dos
carboidratos que libera d4gua e o aumento do calor liberado pelo processo metabodlico capaz de
elevar a temperatura do substrato, provocando um decréscimo no teor de umidade devido a
evaporacdao (DOELLE et al. 1992). Em suma, o teor da umidade do substrato € um fator muito
importante quando o objetivo € otimizar o processo fermentativo, pois esse componente afeta
o crescimento microbiano e a formacgdo de produto, pelo fato de determinar a quantidade de
dgua inicial disponivel para o micro-organismo e por fazer com que o substrato se dilate,
facilitando, a penetracdo de micélio para a utilizacdo do substrato (NEIDLEMAN; LASKIN,
1993).

A umidade verificada nos ensaios experimentais mostra que nao houve declinio em
funcdo do tempo no valor desse componente durante o decorrer do processo fermentativo
(Tabela 10). Esse fato indica que o baixo enriquecimento protéico obtido para os frutos da
algarobeira ndo foi devido a quedas ou a elevacdes no teor de umidade, o valor médio da
umidade dos ensaios experimentais foi de 72,76 %.

O comportamento do teor de umidade neste trabalho foi o oposto ao obtido por Viccini
(2004), que, trabalhando com fermentacao s6lida usando fungos filamentosos em cinéticas de
30 dias, observou a variagdo na disponibilidade da dgua, sendo que, em todos os tratamentos,

o teor de umidade do substrato diminuiu com o aumento do tempo de fermentacdo.
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Tabela 10 — Tempo de fermentacdo e umidade para cada ensaio do processo fermentativo

Ensaio Tempo de fermentacgdo (dias) Umidade (%)
1 0 71,654
2 0 72,524
3 0 72,084
4 0 72,284
5 14 73,084
6 14 72,414
7 14 73,304
8 14 73,384
9 0 73,484
10 0 72,464
11 0 72,294
12 0 72,414
13 14 72,904
14 14 73,224
15 14 72,324
16 14 73,134
17 7 73,944
18 7 72,804
19 7 73,124
20 7 72,484

Notas: Abreviagdo convencional utilizada:
A = Niio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Fisher

O pH pode estimular, atenuar ou inibir o crescimento do micro-organismo e pode ser
utilizado para avaliar o desenvolvimento do processo fermentativo (SCHMIDELL et al.,
2001). Como foi visto na Tabela 5, o pH dos ensaios experimentais iniciou e finalizou em
valores 4cidos. Como o pH é um importante fator inerente ao meio de cultura, investigacoes

posteriores para esse componente devem ser realizadas.
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6 CONCLUSAO

e A temperatura e o tempo de fermenta¢do ndo apresentaram influéncia no teor protéico
do fermentado.

e As melhores respostas para o teor protéico do fermentado foram obtidas nos ensaios 3
e 11, com 13,32 % e 12,84 % de proteina, respectivamente.

e A melhor condicio do enriquecimento protéico da algaroba (Prosopis juliflora)
utilizando Lentinus crinitus CCIBt 2611 foi com 10 % de suplementacdo com farinha
de soja comercial.

e O modelo estatistico gerado a partir do planejamento fatorial foi estatisticamente

significativo e estatisticamente preditivo, com R? = 0,9290 e erro puro = 0,8106.
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