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RESUMO

A producdo de maracuja no Brasil se destaca como a maior no cenario mundial,
sendo a regido Nordeste responsavel por aproximadamente 70% do volume
produzido nacionalmente. A casca do maracuja compfe a maior parte do fruto,
embora existam variedades com cascas mais finas, tem-se observado que apenas
1/3 do fruto é composto por polpa, tendo aproveitamento nas industrias alimenticias,
farmacéuticas, de cosméticos ou simplesmente para o consumo in natura. Os 2/3
restantes, frequentemente, sdo descartados na forma de residuo. Este residuo,
composto principalmente por casca, apresenta caracteristicas nutricionais que
possibilitam o aproveitamento na alimentacdo animal por ruminantes, além de
possuir um aroma agradavel e ser altamente palatavel. Devido a sua rapida
deterioracdo por microrganismos, maiores informacdes sobre armazenamento e
formas de inclusdo em dietas se fazem necessérias para utilizagdo em épocas de
escassez de forragem. A tecnologia de bioconverséo por fermentacdo semissoélida,
associada ao armazenamento deste residuo na forma de silagem, pode atuar no
melhoramento das caracteristicas nutritivas e no seu armazenamento a baixo custo.
Nesse contexto, 0 presente experimento teve como objetivo avaliar o enriquecimento
proteico do residuo agroindustrial de maracuja, ap6s 60 dias de ensilado,
inoculando-se diferentes concentracdes de leveduras em sistema de fermentacéo
semissolida. O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia do Instituto
Federal de Alagoas - Campus Satuba, em delineamento inteiramente casualizado
(DIC). Os tratamentos foram constituidos por quatro concentracdes de leveduras (0O,
2, 4 e 6% de Saccharomyces cerevisiae) inoculadas ao residuo de maracuja (apés
ter sido ensilado por 60 dias e triturado), quatro intervalos de fermentacéo (0, 24, 48
e 72 horas) e seis repeticbes. Realizaram-se amostragens a cada 24 horas para
determinacéo das seguintes variaveis: crescimento de leveduras (UFC.g™"), matéria
seca, proteina bruta, aumento proteico, FDN, FDA, material mineral e extrato etéreo.
Os dados foram submetidos a analise de variancia, pelo Teste F e subsequentes
analises de regressao, em casos de significancia a 5% de probabilidade. Utilizou-se
o0 software estatistico Sisvar, versdo 5.0. A concentracdo de 6% de leveduras
proporcionou maior influéncia no enriquecimento proteico do residuo de maracuja
pés-ensilado em um menor intervalo de tempo fermentacdo semissolida.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, bioconverséo proteica, Passiflora edulis
Sims.



ABSTRACT

Passion fruit production in Brazil stands out as the largest on the world, with the
Northeast region accounting for approximately 70% of the volume produced
nationally. The passion fruit peel makes up most of the fruit, although there are
varieties with thinner peels. It has been observed that only 1/3 of the fruit is
composed of pulp, taking advantage of the food, pharmaceutical, cosmetics or simply
for consumption in natura. The remaining 2/3 are often discarded as waste. This
residue, mainly composed of fruit peel, presents nutritional characteristics that allow
its use for animal feeding by ruminants, besides having a pleasant aroma and being
highly palatable. Due to their rapid deterioration by microorganisms, more information
about storage and dietary inclusion forms are required for use in times of forage
shortage. The technology of bioconversion through semi-solid fermentation,
associated to the storage of this residue in the form of silage, can act in the
improvement of its nutritional characteristics and storage at low cost. In this context,
the present experiment had the objective of evaluating the protein enrichment of
passion fruit agroindustrial residue after 60 days of ensiling, inoculated by different
concentrations of yeasts in a semi-solid fermentation system. The experiment was
carried out in the Laboratory of Microbiology of the Federal Institute of Alagoas -
Campus Satuba, in a completely randomized design (DIC). The treatments consisted
of four yeast concentrations (0, 2, 4 and 6% of Saccharomyces cerevisiae)
inoculated with the passion fruit residue (after being silage for 60 days and
comminuted), four fermentation intervals (0, 24, 48 and 72 hours) and six replicates.
Samples were collected every 24 hours to determine the following variables: yeast
growth, dry matter, crude protein, protein increase, NDF, FDA, mineral material and
ethereal extract. Data were submitted to analysis of variance, by F-test and
subsequent regression analysis, in cases of significance at 5% probability. Statistical
software Sisvar, version 5.0 was used. The concentration of 6% of yeasts provided
greater influence in the protein enrichment of the post-ensiled passion fruit residue in
a shorter period of semisolid fermentation.

Keywords: agroindustrial residues, passion fruit, semi-solid fermentation, protein
bioconversion.
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1 - Introducéo

O Brasil é o maior produtor e também o maior consumidor mundial de maracuja,
com producédo anual de aproximadamente 703 mil toneladas. Sendo que 70% desse
volume produzido esta concentrado na regido Nordeste (IBGE, 2016).

E uma fruta muito usada na alimentacdo humana, sendo principalmente
comercializada na forma in natura e através de produtos industrializados, como
polpas, sucos, sorvetes, doces e geleias. A casca do maracuja é rica em pectina,
niacina (vitamina B3), ferro, célcio e fésforo (CORDOVA et al., 2005), em estudos
recentes tém se comprovado que O seu aproveitamento possibilita substituir
determinados ingredientes da racdo animal, ou mesmo realiza a sua
complementacgdo, favorecendo o desempenho dos animais, além de reduzir os
custos de producdo (BONFA et al., 2015; GUERRA, 2017).

A utilizacdo de residuos agroindustriais em bioprocessos possibilita sua
utilizacdo como substratos alternativos, além de atenuar problemas de poluicdo que
sua disposicdo poderia causar (MIRANDA, 2014). Assim, 0S microrganismos
utilizados na biossintese proteica podem ser cultivados em matéria-prima de baixo
custo, obtendo alta producéo de células ricas em proteinas. Bons resultados sobre a
fermentacdo semissélida de residuo de maracuja foram obtidos por Oliveira (2007),
sendo possivel dobrar a quantidade de proteina bruta da casca do maracuja
triturada, fazendo-se a inoculacdo de 3% de fermento biol6gico e controlando a
temperatura de 34 °C, por 48 horas.

A fermentagéo semissolida através de leveduras, constitui-se numa pratica com
bom potencial para maximizar o aproveitamento de residuos agroindustriais para
alimentacdo animal, melhorando suas propriedades nutricionais e agregando valor.
Outra grande vantagem da producdo de proteina unicelular € a capacidade dos
microrganismos crescerem rapidamente, com grande rendimento dessas células
(PELCZAR e CHAN, 1981).

As leveduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae, tém sido usadas na
alimentacdo animal h& varias décadas e sdo consideradas fonte de proteinas de alta
gualidade, de vitaminas do complexo B e minerais, especialmente selénio e zinco
(QUEIROZ et al., 2004). Além do aumento na qualidade nutritiva, pesquisas tém
demonstrado que as Saccharomyces cerevisiae podem elevar a taxa de digestdo da

celulose e o fluxo de proteina microbiana, o que resulta em maior ingestdo de
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matéria seca e, portanto, melhor desempenho (WALLACE, 1994; QUEIROZ et al.
2004).

A casca do maracuja contém mais de 80% de umidade, é altamente perecivel, e
por isso exige cuidados na sua conservagao e uma das formas mais econdémicas de
se armazenar este subproduto é através da silagem. Lira Junior (2011) verificaram
gue a densidade da casca de maracuja promove facil compactacéo, o que favorece
0 processo fermentativo anaerdbico. Além disso, tem 69,26% de digestibilidade
aparente da matéria seca e 87,34% de digestibilidade da proteina bruta (REIS et al.,
2001). O residuo agroindustrial de maracuja pode ser ensilado com sucesso em
silos tipo trincheira, superficie ou em sacos de polietiieno, desde que haja
possibilidade de drenar o excesso de umidade. Embora possua baixo teor de
matéria seca, a acidez da casca de maracuja (pH préoximo a 4,0), torna o meio
improprio para o crescimento de microrganismos patogénicos como Clostridium.

A combinagcdo entre armazenamento por silagem e enriquecimento nutricional
por fermentacdo semissélida, constitui numa alternativa com potencialidade para o
aproveitamento de residuos abundantes nas agroindustrias distribuidas em todo o
pais, com possiveis beneficios econémicos, sociais e ambientais.

Assim, com o0 objetivo avaliar o enriquecimento proteico do residuo
agroindustrial de maracuja através da bioconversdo por leveduras, realizou-se o
presente experimento com diferentes concentracées de Saccharomyces cerevisiae,
inoculadas ao residuo agroindustrial do maracuja pés-ensilado, sob sistema de

fermentacdo semissolida.
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2. Revisao de Literatura

2.1. A cultura do maracuja

O maracuja é um fruto que pertence a familia das Passifloraceas, originario da
América Tropical, possuindo mais de 150 espécies utilizadas para diversas
finalidades, alimenticias, medicinais e ornamentais. Apesar da grande variabilidade
de espécies desta familia, o maracuja amarelo ou azedo representa quase que a
totalidade do volume comercializado no mundo (PIRES, 2011).

O Brasil € o maior produtor e também o maior consumidor mundial de
maracuja, com producdo de aproximadamente 703 mil toneladas. Sendo que 70%
desse volume produzido esta concentrado na regido Nordeste (IBGE, 2016). E uma
fruta muito usada na alimentacdo humana, sendo principalmente comercializado na
forma in natura e através de produtos industrializados, como polpa, sucos, sorvetes,
doces e geleias. Também é utilizado pela industria farmacéutica e de cosméticos,
isso gracas ao elevado valor nutritivo dos frutos, ricos em célcio, fésforo, vitaminas A
e C, e a presenca de substancias como a passiflorina e a maracugina, usadas como
calmante (GRECO, 2014; LIMA, 2004).

A produtividade pode ultrapassar 45 toneladas por hectare, se bem manejado
(MELETTI, 2011). O aumento no potencial produtivo pode ser explicado, de um lado,
pela integracdo de bons produtores a cultura, adocdo de tecnologias de produgéo
recomendada para a cultura, utilizacdo de sementes selecionadas e cultivares
hibridas lancadas pelo Instituto Agronémico em 1999, de alta produtividade
(MELETTI, 2000), e pela EMBRAPA, em 2008, somadas a qualidade das mudas na
instalagdo dos pomares.

A crescente producdo do maracujd € decorrente do réapido retorno do
investimento que essa cultura proporciona em virtude da precocidade reprodutiva e
também de longos periodos de safra, variando entre oito meses no Sudeste, dez
meses no Nordeste e doze meses no Norte, com isso, promove um fluxo de renda
mensal equilibrado, que pode contribuir para elevar o padrdo de vida nas pequenas

propriedades rurais de exploracao familiar (PIRES et al., 2011).

2.2. O residuo de maracuja

7

Uma grande proporcdo de casca € encontrada no fruto, embora existam

variedades com cascas mais finas, os frutos destinados as inddstrias tém
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apresentado rendimento de polpa entre 36 e 42% (ANDRADE NETO et al., 2015),
portanto, a maior parte do fruto € descartada.

A industrializacdo do maracuja para obtencéo de polpa concentrada (50 — 60
°Brix), gera por ano cerca de 54 mil toneladas de residuos, tais como sementes e
cascas (LOPEZ-VARGAS et al., 2013). De acordo com Nascimento et al. (2012),
devido a grande quantidade de residuos gerados pelas agroinddstrias, muitos
estudos vém sendo desenvolvidos para o beneficiamento de tal subproduto em
diversas aplicacoes.

O desenvolvimento de novos produtos, utilizando os residuos da industria de
suco de maracuja, pode ser uma alternativa viavel e rentavel, antes subaproveitada.
Produtos como pectina, farinha de casca e 6leo de sementes ja sdo obtidos por
alguns setores industriais (OLIVEIRA, 2009).

A casca do maracuja € rica em pectina, niacina (vitamina B3), ferro, célcio e
fosforo (CORDOVA et al., 2005). Estudos recentes tém comprovado que o
aproveitamento da casca do maracuja possibilita substituir determinados
ingredientes da racdo animal, ou mesmo realiza a sua complementagéo,
favorecendo o desempenho dos animais, além de reduzir os custos de producédo
(Bonfa et. al, 2015; Guerra, 2017).

Tabela 1 - Composicao fisica de frutos de diferentes cv. de maracuja amarelo

Peso do Massa Massa Massada Rendimento

Genotipos fruto da Polpa dacasca semente de polpa
-------------------------- R )
BRS Sol do Cerrado 196,96 79,05 86,27 18,81 40,14
BRS Ouro Vermelho 186,11 68,62 85,13 13,01 36,87
BRS Gigante Amarelo 167,38 67,97 59,42 14,97 40,61
FB 200 166,08 70,38 68,51 15,64 42,38

Adaptado de Silva et al. (2017)

2.3. Composicao bromatoldgica do residuo agroindustrial de maracuja

A pectina presente na casca € um carboidrato solUvel de alta digestibilidade e
elevada disponibilidade para os microrganismos ruminais (ROGERIO, 2005), que
pode favorecer a maior producdo de &cidos graxos volateis no ramen e
consequentemente elevar o aporte energético para os ruminantes.

A pectina encontrada no maracuja tem a caracteristica de produzir maiores

concentracfes do acido graxo volatil acetato, que tem como importancia manter o
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pH ruminal (HALL, 2001). Desta forma, os alimentos concentrados ricos em
carboidratos sollveis como a pectina, podem representar uma importante fonte de
energia para 0s animais ruminantes, pelos beneficios trazidos ao ambiente ruminal,
sem reduzir drasticamente o pH como ocorre naturalmente em dietas ricas em
amido, proporcionando melhor aproveitamento dos carboidratos fibrosos dos
alimentos volumosos (HENRIQUE et al., 2003; ASSIS, 2004).

O consumo voluntario de matéria seca € um dos principais componentes do
processo produtivo sendo considerado o principal determinante do consumo de
nutrientes digestiveis e da eficiéncia com que tais nutrientes sdo utilizados nos
processos metabdlicos do animal (VALADARES FILHO e MARCONDES, 2009).

Ao avaliarem o residuo de maracuja desidratado como alimento exclusivo
para ovinos, tipo feno, Lousada Junior et al. (2005), encontraram consumo de
matéria seca igual a 1200,9 g/animal/dia. Valores proximos também foram
encontrados por Sena (2011), 1135,62 g/animal/dia. Parente et al. (2009) afirmaram
gue a inclusdo de residuos de maracuja na dieta de ovinos confinados propiciou
ganho de peso consideravel.

Em relacdo a digestibilidade aparente do residuo agroindustrial de maracuja
desidratado, a média encontrada por Sena (2011) foi 88,02% e para a silagem deste
residuo Reis et al. (2000) encontram 69,26% de digestibilidade.

Cruz et al. (2011) ao avaliarem a adicdo de 30% de casca de maracuja a
silagem de capim elefante na dieta para cordeiros, verificaram 71,2% digestibilidade
da MS, aumento no consumo de MS, de PB e FDN.

A digestibilidade aparente de um alimento é considerada a proporcédo do que
foi ingerido que nao foi excretado nas fezes, ndo considerando a matéria metabdlica
fecal (BERCHIELLI et al., 2006), porém a digestibilidade de um alimento pode variar
em funcdo do préprio alimento, do animal e das condigbes de alimentacdo
(MERTENS, 1987). Considerando a disgestibilidade minima satisfatoria 50%,
conforme Milford e Minson (1966), para que nao haja prejuizos para o desempenho
animal, entende-se que o residuo de maracuja possui um grande potencial para
alimentagéo de ruminantes.

VIEIRA et al. (1999) determinaram a composi¢cdo bromatolégica da casca da
fruta do maracuja amarelo em compara¢cdo com 0 maracuja roxo e o maracuja-doce.
Os resultados demonstraram que o0 maracuja roxo foi o que apresentou maior

guantidade de matéria seca, 17,57%, e o amarelo apresentou a menor, 11,21%.
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Para a proteina bruta houve diferenca entre maracuja amarelo (9,82%) e o doce
(7,53%). Quanto a FDN, FDA nado houve diferenca entre as espécies, obtendo-se
valores na faixa de 37,69 a 44,16% e entre 30,06 — 35,85% para FDN e FDA,
respectivamente.

Na tabela 2 encontra a composi¢cdo bromatoldgica do residuo de maracuja,
descrita por Santos et al. (2017):

Tabela 2 — Composicdo bromatolégica do residuo de maracuja (casca e semente):

Componente Casca Sementes
Proteina bruta (%) 9,10 17,79
Extrato etéreo (%) 2,50 21,55
Fibra em detergente neutro (%) 44,17 61,10
Fibra em detergente &cido (%) 35,40 58,80
Energia bruta Kcal/100g 300,82 427,35
Cinzas (%) 4,89 2,67
Pectina total (mg/100g) 16289,72 3316,34
Pectina solavel (mg/1009) 5980,83 1700,18
Solubilidade da pectina (%) 36,72 51,27

Embora a composig&o nutricional seja muito atrativa para alimentagao animal,
um fator negativo é a alta umidade que propicia a rapida deterioracdo deste residuo
por microrganismos. A umidade da casca pode chegar a 92% (Oliveira, 2007) ,
implicando em um sério problema de rendimento para alimentagdo de animais de
grande porte e para seguranca silagem, pois o alto teor de umidade possibilita a
ocorréncia de fermentacdes secundarias e indesejaveis, pela acdo de bactérias do
género Clostridium produtoras de &cido butirico (LIRA JUNIOR, 2011).

2.4. O uso do residuo agroindustrial na alimentacdo animal

A geracdo de residuos e subprodutos é recorrente em qualquer setor
produtivo e o grande desafio da humanidade para as préximas décadas esta em
promover o equilibrio da producdo de bens e servicos, crescimento econémico,
igualdade social e sustentabilidade ambiental (PINTO et al., 2005).

Grandes quantidades de residuos geradas podem acarretar problemas de
poluicdo e desperdicio de biomassa contendo nutrientes de alto valor. Residuos
agroindustriais podem ser utilizados com éxito na producdo de proteina unicelular

através do processo de fermentacdo semissolida por leveduras. Segundo Oliveira



20

(2007), geralmente sdo utilizados como substratos residuos de frutas ou
subprodutos, que tém baixo ou nenhum valor comercial, mas sédo 6timas fontes de
nutrientes para microrganismos, que ao se multiplicarem, promovem enriquecimento
proteico do material, com grande potencial para alimentacédo de animais ruminantes.

A geracdo de proteina celular para consumo animal est4 sendo considerada
como uma via de producédo de alimentos alternativos, a qual elimina as restricbes
sazonais e de variacfes climaticas que existem em muitas safras agricolas, ja que a
selecdo de microrganismos pode ser baseada no valor nutricional e no contetdo
proteico (ARAUJO, 2009).

Dentre os fatores que contribuem para os baixos indices de produtividade da
pecuaria, a escassez de alimentos em periodos de longas estiagens, destaca-se
como a principal causa. A suplementacdo proteica através de concentrados
comerciais onera substancialmente os custos de producao e pode tornar a atividade
antiecondbmica. Nesse contexto, o fornecimento de alimentos que passaram pelo
processo de enriguecimento proteico por microrganismos nao sé pode ser uma
saida para obter reducdo de custo na alimentacdo animal, como podem diminuir
problemas de poluicdo gerados pela sua disposicdo no ambiente (MIRANDA, 2014).

Frazier e Westhoff (1993) consideraram as seguintes vantagens, quanto ao
uso da proteina microbiana: possibilidade de utilizar alimentos ndo consumidos pelo
homem como substrato para produzir proteina microbiana; elevado teor de proteina
proveniente de microrganismos; rapido aumento do numero de células, com
capacidade de reproducao em curto espaco de tempo; continuidade do processo de
producdo de proteina microbiana independentemente de fatores climaticos;
aproveitamento de uma grande diversidade de residuos agroindustriais como
substratos para a producédo de proteina unicelular.

As leveduras podem atuar positivamente sobre o consumo e o desempenho
de animais ruminantes (DESNOYERS et al., 2009). O seu uso como promotor da
digestdo ruminal e da imunidade, em substituicdo a promotores quimicos de
desempenho, é coerente a tendéncia de mercado, na qual os consumidores estao
mais exigentes por produtos naturais, pois as leveduras sdo reconhecidamente
identificadas como um aditivo seguro (GOMIDE, 2012).

Além do alto teor proteico, entre 30% e 70%, juntamente as outras
caracteristicas nutricionais favoraveis, como vitaminas do complexo B (B1, B2, B6,

acido panteonico, niacina, acido folico e biotina), minerais essenciais ao organismo
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animal (como o selénio), esses microrganismos possuem espessa parede celular,
composta por carboidratos e elevado teor de acidos nucléicos (YAMADA et al.,
2003; SGARBIERI et al., 1999).

Vérios trabalhos envolvendo a fermentacdo semissolida de residuos
agroindustriais vém sendo desenvolvidos objetivando a otimizacdo de processos
biotecnoldgicos através da bioconversao de acucares em biomassa microbiana para
alimentacdo de ruminantes (SILVA et al., 2012; SOUZA et al., 2016; SANATANA
NETO et al., 2017).

A elevada umidade encontrada no residuo agroindustrial do maracuja, torna o
material muito susceptivel a deterioragcdo por microrganismos e inviabiliza o
aproveitamento por longos periodos, quando ndo é realizado um tratamento
adequando para o armazenamento. A silagem, nesse contexto, esta inserida como
uma alternativa para o armazenamento desses residuos agroindustriais a baixo
custo.

Segundo Muck (2001), a matéria seca da silagem deve estar entre 30 e 50%,
pois quantidades inferiores a 30% propiciam perdas por efluentes e fermentacao por
clostridios e acima de 50% ocorrem danos por calor e deterioracdo devido a
dificuldade de compactacdo. Porém, o baixo pH da casca do maracuja, pH 4,08 —
segundo Oliveira (2007), é desfavoravel ao crescimento de bactérias do género
Clostridium, que necessitam de pH superior a 4,5 (BERNARDES, 2006).

Reis et al. (1993), ao utilizarem o residuo de maracuja puro na forma de
silagem, na alimentacdo de ovinos, verificaram gque 0S animais nao apresentaram
desempenho satisfatorio, porém, quando misturado com capim-elefante, em
diferentes propor¢cdes, observaram que esse residuo € uma alternativa viavel como
alimento para ruminantes.

Neiva Janior (2005) constatou que a silagem com 100% de residuo de
maracuja, assim como aquelas acompanhadas de aditivos, apresentaram boas
caracteristicas para alimentacdo animal, sendo uma alternativa viavel para regides
com disponibilidade desses residuos.

Comparando a composi¢do bromatolégica da silagem de residuo do fruto de
maracuja com a silagem de milho, observou que o teor de FDN da silagem de
residuo do fruto de maracuja € ligeiramente inferior, e o teor de FDA é superior ao

da silagem de milho. Esse fato decorre do maior teor de celulose e lignina e menor
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teor de hemicelulose da silagem de residuo do fruto de maracuja em relacdo a
silagem de milho (NEIVA JUNIOR,2005).

Outros trabalhos também tém demonstrado a viabilidade do processo de
ensilagem do residuo do maracuja (GUERRA, 2017; LIRA JUNIOR, 2011).

2.5. Fermentacédo Semissélida (FSS)

A fermentacdo semissolida ou fermentagdo em estado sdlido, é o processo
fermentativo que ocorre na auséncia ou préximo da auséncia de agua livre, usando
um solido natural como substrato ou suporte inerte (PANDEY, 2002).

Segundo Durand e Chéreau (1988), define-se como fermentacao
semissolida um sistema com matriz de particulas sélidas, uma fase liquida ligada a
elas e uma fase gasosa entre as mesmas. Este processo envolve o crescimento de
microrganismos em materiais sélidos nos quais nao ha liquido livre. O teor de agua
esta presente no meio na forma complexada ou adsorvida a matriz solida
(CORREIA, 2004).

De acordo com Pinto (2005), a FSS apresenta as seguintes caracteristicas:

e A fase sélida atua como fonte de carbono, nitrogénio e demais componentes,
além de servir como suporte para o crescimento das células microbianas;

e O ar, necessario ao desenvolvimento microbiano, deve atravessar 0s espagos
vazios do meio a pressoes relativamente baixas. O substrato ndo deve apresentar
aglomeracao das suas particulas individuais;

e O crescimento microbiano ocorre em condicdes mais proximas as dos
habitats naturais;

e O meio apresenta alta heterogeneidade e o0s substratos nao estao
completamente acessiveis ao microrganismo.

A 4gua estd envolvida no desenvolvimento de biomassa e reaches
metabdlicas, atividades enzimaticas e transporte de gas, nutrientes e metabdlitos
extra-celulares (OLIVEIRA, 2007). De todos os parametros que influenciam o
processo fermentativo, a agua apresenta papel de destaque na FSS, em virtude do
seu elevado grau de interacdo com as substancias que compdem a fase sdlida
(GERVAIS e MOLIN, 2003).

A agua esta relacionada a dois parametros de grande importancia para os
microrganismos: o primeiro, a umidade, representada pela porcentagem de agua na

massa total do meio; o segundo, a atividade de &gua (aw), que € um parametro
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termodinamico relacionado ao potencial quimico da agua, ou seja, a quantidade de
moléculas de agua que se encontram prontamente disponiveis para o0s
microrganismos no substrato (PINTO, 2005).

A umidade é considerada oOtima no substrato saturado e varia de 30 a 85%
dependendo do substrato. As principais causas da variacdo de umidade sao a
evaporacao devido ao calor metabdlico e hidrélise do substrato, e producédo de agua
metabolica (DORTA et al.,, 1994). Ja a atividade de agua minima é de 0,7 para
fungos filamentosos, 0,8 para leveduras e 0,9 para bactérias (RAMANA et al., 1993).

Agua em excesso no substrato reduz a porosidade, implicando em uma
menor difusdo de oxigénio no interior do meio e consequente decréscimo de trocas
gasosas, havendo assim fermentac&do alcodlica por leveduras, onde a maior parte
dos acucares é convertida em etanol e gas carbbnico, além de aumentar o risco de
contaminacgdo, principalmente por bactérias (LONSANE et al., 1985). Segundo
Viniegra-Gonzalez (1997), a fermentacdo semissélida possui varias vantagens
guando comparada ao processo de fermentacdo submersa, devido aos seus
aspectos fisico-quimicos, principalmente pela sua reduzida atividade de agua, o que
torna o processo mais produtivo, além de requerer baixo investimento de capital e
energia, e praticamente ndo produzir rejeitos (residuos).

A aeracdo € importante para controle da temperatura no leito de FSS,
remocado do calor e fornecimento de oxigénio as ceélulas dos microrganismos
responsaveis pela bioconversdo (SANTOS, 2007). Em sistemas de FSS, geralmente
sdo utilizados biorreatores, onde a matéria-prima, sob condi¢cdes satisfatorias, €
convertida a um produto desejado. As principais funcdes dos biorreatores consistem
em auxiliar na aeracao, dispersao do gas-liquido, homogeneizacéo e a transferéncia
de calor e massa.

Segundo Oliveira (2007), o biorreator deve proporcionar retencao do substrato
a um custo relativamente baixo, prevenir a entrada de contaminantes no processo
de FSS, ser efetivo na regulacéo da aeracdo, da mistura e remocéao do calor.

2.6. Leveduras como promotoras da FSS

A eficiéncia da conversao proteica por leveduras depende de fatores como:
temperatura, suprimento de oxigénio e disponibilidade de nutrientes. Em condi¢des
de laboratério pesquisadores tém identificado que o maximo enriquecimento proteico

de residuos agroindustriais ocorre proximo das 48 horas FSS, obtendo-se resultados
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superiores a 100% de aumento de proteina bruta (ALEXANDRE et al., 2013;
LUCIANO et al., 2014; OLIVEIRA, 2007; ARAUJO et al., 2017).

A Saccharomyces cerevisiae € a levedura mais importante para o setor
industrial. Esta espécie possui organismo microscopico de célula unica, viva, e tem
as mesmas fun¢des de qualquer outro ser vivo: respira, alimenta-se, excreta, dentre
outras funcgdes vitais (BRUNINI, 2002).

E um fungo unicelular, eucarioto, heterotrofico, aer6bio ou anaerdbio
facultativo. Ocorre na natureza, em especial na superficie de plantas. Em relacdo a
sua demanda nutricional, requerem uma fonte de carbono, varios minerais na forma
reduzida, fontes de nitrogénio e vitaminas. O género Saccharomyces apresenta
células esféricas ou helicoidais. Pertencem a esse género: S. cerevisiae, S.
pastorianus, dentre outras (BAMFORTH, 2005).

Os produtos finais do metabolismo do agucar irdo depender das condi¢des
ambientais em que a levedura se encontra. Assim, em aerobiose, o acgUcar é
transformado em biomassa, CO, e agua, e, em anaerobiose, a maior parte é
convertida em etanol e CO,, processo denominado de fermentacéo alcodlica.

Os carboidratos considerados substratos para a fermentagédo, tanto podem
ser enddgenos (constituintes da levedura, como glicogénio e trealose) como
exdgenos (sacarose, glicose, frutose e outros), estes ultimos fornecidos a levedura
(LIMA, 2001).

A fermentacao ocorre em virtude da levedura ser uma célula heterotrdfica, isto
€, incapaz de utilizar energia solar ou compostos inorganicos simples e obter a
energia para sintetizar os componentes mais complexos. Portanto, a levedura
executa o metabolismo fermentativo quando os carboidratos estiverem no seu
interior na forma de monossacarideos (ANGELIS, 1986).

A composic¢ao quimica e o valor nutritivo da levedura dependem de uma série
de fatores, destacando-se a natureza do substrato, grau de aeragdo do meio,
espécie de levedura, tratamento da massa fluida e concentracao de sais (KRIDER et
al.,, 1982). Valduga et al. (2017) avaliaram a composicdo quimica da levedura
Saccharomyces cerevisiae, tipo comercial e os resultados estdo descritos na tabela
3:
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Tabela 3 — Composicéo percentual de levedura

Componente Levedura
Proteina 42,74% + 0,05
Lipideos totais 1,54% + 0,16
Cinzas 1,74%+ 0,13
Carboidratos totais 53,67

Médias acompanhadas do respectivo desvio padréo. Adaptado de Valduga et al. (2017)

Os carboidratos representam de 45 a 55% da massa da levedura, sendo
compostos em média por 33% de trealose, 27% de glucanas, 21% de mananas e
12% de glicogénio (ROSE e HARRISON, 1970).

As leveduras resultantes dos processos exclusivamente destinados a sua
propagacdo sdo denominados leveduras primarias, que é o caso de fermento
biol6gico, enquanto as leveduras obtidas como subprodutos de outras inddstrias
fermentativas sdo denominadas de leveduras secundarias (SANTIN, 1996).

Estudos apontam que as leveduras, devido a sua alta afinidade com o
oxigénio, melhoram o ambiente do rumen para 0s microrganismos anaerobicos
(bactérias celuloliticas) através da remocdo do oxigénio, favorecendo assim a
melhor degradacao de fibras, podendo beneficiar a ingestdo de matéria seca (ABUD,
2012).

O oxigénio entra no rumen (entre 60 a 100 uymol/min/L) através do alimento e
da saliva, e é toxico as bactérias anaerobicas, além de reduzir a adesdo das
bactérias celuloliticas a celulose. Como a atividade respiratoria de Saccharomyces
cerevisiae (200 a 300 pymol/min/g) é maior que a concentracdo de O, que entra no
fluido ruminal, pequenas quantidades de leveduras (até 20 g/animal/dia) podem
trazer resultados satisfatorios no desempenho de vacas leiteiras (NEWBOLD et al.,
1996).

Assim, culturas microbianas vivas de Saccharomyces cerevisiae e de seus
respectivos extratos tém sido utilizadas como suplementos alimentares para
ruminantes em escala comercial, com evidentes resultados positivos. Alguns
estudos tém demonstrado que esses aditivos microbianos podem melhorar a
produtividade de ruminantes em cerca de 7 a 8% (MARTIN e NISBET, 1992;
Wallace, 1994). Abud (2012), ao avaliar o efeito da suplementagdo com leveduras

para vacas holandesas sobre a producao de leite, identificou que houve maior ganho
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em produgao ao ser ministrado seis gramas de Saccharomyces cerevisiae misturada

ao concentrado.

2.7. Condicbes no ambiente de FSS

A temperatura € um dos fatores que mais interfere na atividade metabdlica
dos microrganismos. Pesquisas utilizando isotermas de dessorcédo tém indicado que
temperaturas entre 27 e 35 °C propiciaram os melhores resultados na FSS de
residuos agroindustriais utilizando Saccharomyces cerevisiae.

Santos et al. (2010), obtiveram bons resultados de enriquecimento proteico
dos residuos do pedunculo do caju utilizando a temperatura de cultivo de 33°C em
estufa. Em pesquisas conduzidas por Oliveira (2007), utilizando o residuo de
maracuja com substrato em FSS, a temperatura de 34°C, elevou-se a quantidade de
7,9% de proteina para 17,2% , em 48 horas, fazendo-se a inoculagdo com 3% de
leveduras.

Oliveira Janior et al. (2017), ao avaliarem o enriquecimento proteico da palma
forrageira por FSS, obtiveram resultados satisfatorios em a temperatura de 35°C.

Em relagcdo ao pH, sabe-se que as fermentacOes se desenvolvem numa
ampla faixa de valores, sendo adequada a faixa entre 4 e 5. Nos mostos industriais,
os valores de pH geralmente se encontram na faixa de 4,5 a 5,5. A tolerancia a
acidez é mais uma caracteristica importante encontrada nas leveduras (LIMA et al.,
2001).

Durante a FSS o pH pode sofrer mudancas devido ao consumo do substrato
(por hidrélise proteica, por exemplo) ou producdo de metabdlitos, como acidos
organicos. De acordo com Lonsane et al. (1985), a variacdo brusca do pH pode ser
amenizada com a utilizacdo de substratos com boa capacidade tamponante ou com
a adicao de solugdes tampéao durante a etapa de umidificagéo do substrato.

2.8. Residuo de maracuja, silagem e FSS

A silagem é produto do processo de conservacdo de alimentos suculentos,
armazenados em silos sob pressdo, na auséncia de ar, conservando a maior parte
de sua umidade. O processo nao acrescenta valores nutricionais aos alimentos
ensilados, ao contrario, espera-se algumas perdas, cuja intensidade esta
relacionada com a técnica de ensilagem e caracteristicas quimicas do material
ensilado (LIRA JUNIOR, 2011).
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A alta umidade presente na massa ensilada favorece a ocorréncia de maiores
perdas de nutrientes por lixiviagdo e consequentemente dificultam o
desenvolvimento de microrganismos lacticos e a producdo de acido latico. Neste
sentido, a estabilizacdo fermentativa das silagens fica comprometida devido a
constante degradacdo promovida por bactérias heterofermentativas, causando
reducdo na qualidade das silagens produzidas.

Tabela 4 — Composicdo quimico-bromatolégica do residuo agroindustrial de
maracuja in natura e ap0s ensilado:

Andlise in natura Silagem
a b c a b c

Matéria seca (%) 15,07 24,7 10,5 |21,97 23,3 9,75
Proteina bruta (%) 13,4 15,3 10,0 | 14,3 16,8 11,66
Extrato etéreo (%) 6,51 - - 12,14 - 1,41
FDN (%) 52,72 50 41,63 | 60,77 54,4 46,74
FDA (%) 48,75 - 28,46 | 5856 - 34,07
Lignina (%) - 14,8 4,26 - 18 6,61
Material mineral (%) - - 8,98 - - 9,63

Fonte: a - Santos (1995); b - Korndorfer et al. (1998); c - Lira Jr. (2011)

J& o processo de FSS promove o enriquecimento nutricional do substrato.
Segundo Oliveira (2007), a FSS do residuo de maracuja através de leveduras
promoveu incrementos melhorias nutricionais, principalmente no teor de proteina
bruta (tabela 5).

Tabela 5 — Caracterizacdo bromatolégica do residuo de maracujé in natura e
bioconvertido

Umidade Proteina bruta FDN FDA Material
(%) (%) (%) (%) mineral (%)
in natura 91,7 7,88 49,02 46,35 7,94
Bioconvertido - 18,72 50,97 48,71 8,67

Fonte: Adaptado de Oliveira (2007)

Embora a combinacdo dos dois processos de fermentacdo sejam
complementares, a silagem e a fermentacdo semissolida, onde um resulta em

melhor acondicionamento do alimento para o fornecimento aos animais por longos
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periodos e o outro tenha atuagdo na qualidade nutricional, 0 mesmo residuo de
maracuja servira de substrato para microrganismos em ambos 0s processos. Assim,
antes da FSS o pré-tratamento deve ser realizado com o objetivo de reduzir o
tamanho das particulas e aumentar a area superficial para melhor disposicao dos
nutrientes para as leveduras e, consequentemente, obter maior grau de
transformacéo (SCHIMIDELL et al., 2001).
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Cinética da Fermentacédo Semissoélida em Funcéo de Diferentes Concentracdes
de Leveduras (Saccharomyces cerevisiae) Adicionadas ao Residuo
Agroindustrial de Maracuja Pos-Ensilado
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1. Resumo

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar o crescimento de leveduras em
sistema de fermentacdo semissolida (FSS) utilizando como substrato o residuo
agroindustrial do maracuja, apo6s ser ensilado por 60 dias. O residuo foi proveniente
da fabricacéo de polpas de frutas, cedido pela empresa AGRICOM LTDA, situada no
municipio de Anadia-AL. O residuo, constituido por casca de maracuja com
pequenas quantidades de sementes eliminadas pela maquina despolpadeira, foi
ensilado logo apos o processamento pela agroindustria. Utilizaram-se 24 tonéis de
200 litros revestidos internamente por um saco de polietileno de baixa densidade e
compactados a densidade aproximada de 0,7 kg/dms3, deixando-se um pequeno
dreno no fundo do silo. Ap6s 60 dias os silos foram abertos, o contetdo dos silos
foram triturados e utilizados como substrato para fermentacdo semissolida. Utilizou-
se o0 delineamento inteiramente casualizado (DIC), com seis repeticbes. Os
tratamentos foram constituidos por quatro concentrages de leveduras (0, 2, 4 e 6%
de Saccharomyces cerevisiae) e quatro intervalos de FSS (0, 24, 48 e 72 horas). A
cada 12 horas foi realizada a total homogeneizacao dos substratos nos biorreatores.
Fizeram-se amostragens para cada intervalo de 24 horas das seguintes variaveis:
crescimento de leveduras (UFC.g™), teor de sélidos sollveis e umidade do substrato.
Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo Teste F, a 5% de
probabilidade, e andlise de regressdo. Constaram-se efeitos significativos no
crescimento de leveduras em funcédo das diferentes concentracfes inoculadas e do
tempo de FSS.

Palavras-chave: fermentacdo semissoélida, residuo de frutas, maracuja.
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2. Abstract

The objective of this work was to evaluate yeast growth in a semi-solid
fermentation system (FSS) using the agroindustrial residue of passion fruit, as a
substrate, after being silage for 60 days. The residue came from the manufacture of
fruit pulps, provided by AGRICOM LTDA, located in the municipality of Anadia-AL.
The residue, constituted by passion fruit peel with small quantities of seeds
eliminated by the pulp machine, was ensiled soon after processing by the
agroindustry. Twenty-five 200-liter vats, internally coated by a low-density
polyethylene bag and compacted at a density of approximately 0.7 kg / dm3, were
used, leaving a small drain in the bottom of the silo. After 60 days the silos were
opened, the contents of the silos were crushed and used as substrate for semi-solid
fermentation. A completely randomized design (DIC) with six replications was used.
The treatments consisted of four concentrations of yeasts (0, 2, 4 and 6% of
Saccharomyces cerevisiae) and four FSS ranges (0, 24, 48 and 72 hours). Every 12
hours the total homogenization of the substrates in the bioreactors was carried out.
Samples were collected for each 24 hour interval of the following variables: yeast
development (UFC.g™Y), soluble solids content and substrate moisture. Data were
submitted to analysis of variance by F-test, 5% probability, and regression analysis.
Significant effects on yeast growth were observed as a function of the different
inoculated concentrations and the FSS time.

Keywords: semi-solid fermentation, fruit residue, passion fruit.
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3. Introducéo

O Brasil é considerado o maior produtor mundial de maracuja, sendo as frutas
destinadas basicamente para o mercado interno. A industria de polpas e sucos
consomem entre 50 e 60% do volume total produzido no pais (TODA FRUTA, 2017).

Os descartes de residuos chegam a 2/3 do volume destinado as industrias, a
casca do maracuja contém mais de 80% de umidade, é altamente perecivel e por
isso exige cuidados na sua conservacao quando se pretende utilizar no fornecimento
para animais. Uma das formas mais econ6micas de se armazenar este subproduto é
através da silagem. Lira Junior (2011) e Reis et al. (2001) verificaram diversas
vantagens no processo de ensilagem da casca de maracuja, dentre elas a féacil
compactacdo, o que favorece o0 processo fermentativo anaerdbico, boa
palatabilidade e digestibilidade da matéria seca (REIS et al., 2001).

Embora a silagem de casca de maracuja seja uma alternativa para
alimentacdo de animais em épocas de escassez de forragem, apresenta baixos
teores de proteina, sendo importante a suplementacdo com outros alimentos que
possuam maiores quantidades de proteina ou passe por processos de
enriquecimento proteico através da bioconversdo por microrganismos.

A fermentacdo semissolida de residuos agroindustriais por leveduras vem
sendo estudada com a finalidade de promover reducédo de problemas ambientais e
melhorias em caracteristicas nutricionais de alimentos para utilizacdo em racodes
para animais. Esse tipo de fermentacdo ocorre em meio sélido com baixa atividade
de agua, porém com capacidade para garantir o crescimento e metabolismo dos
microrganismos (PANDEY et al., 2001; GERVAIS et al., 1996).

A levedura Saccharomyces cerevisiae, por possuir aproximadamente 45% de
proteina, ter capacidade de multiplicacdo em substratos de baixo custo e nédo
apresentar relacéo patogénica, € considerada como um microrganismo “produtor de
proteinas” (KILBERG, 1972). Segundo Oliveira (2007), € possivel dobrar a
guantidade de proteina bruta no residuo de maracuja in natura, através da
fermentacédo semissoélida com Saccharomyces cerevisiae.

Desta forma, o estudo sobre cinética da fermentagdo semissolida em silagem
de cascas de maracuja, consiste nhuma alternativa para realizar o melhoramento
nutritivo do residuo combinado a uma condigdo de armazenamento de baixo custo.

O estudo da cinética de crescimento das leveduras durante o processo

fermentativo consiste em analisar a evolugdo desses microrganismos no substrato
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em funcdo do tempo de fermentacdo semissédlida. As variaveis de crescimento,
geralmente expressas em unidades formadoras de colbnias, permitem que sejam
tracadas curvas que possibilitam a identificacdo das fases de crescimento
exponencial, fase estacionaria e declinio (fase de morte das células). Durante a
fermentacdo ocorrem diversas transformacgdes, células crescem, reproduzem-se e
morrem; substancias diversas existentes no meio sdo consumidas pelos
microrganismos e produtos de metabolismo sdo lancados no meio em que 0s
microrganismos atuam (SANTOS, 2013).

Diante da inexisténcia de trabalhos relacionados ao enriquecimento proteico
de silagem de residuos agroindustriais através da fermentacdo semissolida,
informacdes sobre a cinética de crescimento dos microrganismos podem fornecer
dados que permitam estimar o tempo de méaxima eficiéncia da bioconversao e
melhor concentracéo de leveduras para inoculagao.

Considerando o bindmio “concentracdo do in6culo” e “tempo de fermentacao”,
montou-se 0 presente experimento utilizando como substrato o residuo de maracuja
ensilado por 60 dias, com diferentes concentracdes de leveduras (0, 2, 4 e 6% de
Saccharomyces cerevisiae) e intervalos de fermentacéo (0, 24, 48 e 72 horas). Os
dados apos tabulacdo, foram submetidos a andlise de variancia e analises de

regressao.
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4. Material e Métodos

O microrganismo utilizado para inocular os substratos foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae, prensada, tipo fermento biolégico fresco (FBF),
produzido pela marca Fleischman, com umidade de 80% e 45% de proteina bruta
(PB) na matéria seca (MS).

O residuo agroindustrial de maracuja foi obtido a partir da producdo de polpas
de frutas, cedido pela empresa AGRICOM LTDA, na cidade de Anadia-AL.
Posteriormente, esse material foi ensilado por 60 dias, em silos constituidos por
tonéis de 200 litros, revestidos internamente com filme plastico de polietileno de
baixa densidade, com espessura de 100 micras e um pequeno dreno para
eliminacdo do excesso de umidade decorrente do processo de fermentacdo da
silagem.

Foram utilizados 24 biorreatores com volume de 500 ml e abertura superior de
25 cm? para auxiliar na oxigenacdo das leveduras no processo de fermentac&o
semissolida (FSS), sendo cada biorreator uma unidade experimental (parcela). O
contetdo de cada biorreator foi revolvido a cada 12 horas durante o periodo de
fermentacéo.

Os tratamentos foram constituidos por um esquema fatorial formado por
guatro concentracOes de leveduras (0, 2, 4 e 6% b.u.) e quatro intervalos de
crescimento microbiano (0, 24, 48 e 72 horas). As variaveis analisadas foram:
crescimento de leveduras, solidos sollveis totais (SST) e umidade.

O processo de fermentagdo semissolida foi realizado no Laboratério de
Microbiologia do Instituto Federal de Alagoas - Campus Satuba. Os substratos
constituidos de silagem de casca de maracuja, triturada em maquina picadeira de
forragem, foram acondicionados nos biorreatores e posteriormente homogeneizados
com as leveduras nas concentragcfes correspondentes aos tratamentos.

Foram realizadas andlises microbiolégicas em intervalos de 24 horas,
retirando-se uma amostra de cada biorreator e fazendo-se a inoculagdo em meio de
cultura BDA (batata, dextrose e 4gar) em quatro repeticdes através das diluicbes de
10°, 10°, 107, 10®. A metodologia de inoculacdo e contagem de leveduras, foi
praticada da seguinte maneira: pipetou-se assepticamente 0,1 mL de cada diluicéo,

distribuindo-as em placas contendo BDA acidificado com acido tartarico a 10%. Em
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seguida incubaram-se as placas a 25 °C por cinco dias. As unidades formadoras de
colénias foram calculadas de acordo com as diluicbes (APHA, 2001).

Para determinacdo do teor de solidos solluveis totais, expressa em °Brix,
foram adicionados 9 ml de 4gua destilada a 1 gramas do material seco, e apos
homogeneizagcédo, a suspensdo ficou em repouso por 60 minutos, com agitacédo
intermitente. Apds esse periodo a suspensao foi passada em papel filtro e realizada
a leitura em refratbmetro, o resultado foi multiplicado por dez, devido a diluicédo
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985).

Para determinacdo da umidade foi pesada uma quantidade da amostra em
balanca analitica e em seguida a mesma foi colocada para desidratar
completamente em estufa regulada a 105°C até obter peso constante. Apos
completa desidratacdo, pesou-se novamente a matéria seca e por diferenca foi
calculado quanto a amostra tinha de umidade, expressando-se o resultado em
termos de percentagem.

O delineamento experimental aplicado foi o delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e
para as varidveis com efeito significativo entre os tratamentos, realizaram-se
andlises de regressdes, gerando equacgbBes polinomiais para aqueles que
apresentaram correlacdo entre os dados observados e calculados. O ponto maximo
de cada coordenada cartesiana, “x” e “y”, foi obtido através da derivacdo da
respectiva equacdo de regressdo com modelo polinomial de segundo grau (ax? +
bx + ¢ = 0). Onde:

x(maximo) = — zb—a

[b%—(4ac)]

y(méaximo) = — ”

Foi utilizado o programa estatistico Sisvar, versao 5.0 para tabulacdo dos

dados, analises de variancia e analises de regressao.
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5. Resultados e Discussao

a. Crescimento de leveduras

As diferentes concentracdes de leveduras adicionadas ao substrato RM, o
tempo de fermentacdo semissélida (FSS) e a interacdo entre esses dois fatores
influenciaram o crescimento das leveduras durante o processo de bioconversao
(tabela 6)

Tabela 6 . Quadrados médios da analise de variancia referente a quantidade de
leveduras (log 10 UFC) presentes no processo de FSS do substrato RM:

Fontes de variacéo GL SQM. QM F cal
Conc. de 3 10,749117 3,583039 25,67***
leveduras

Tempo 3 54,535117 18,178372 130,27***
Conc. de 9 21,270017 2,363335 16,93***
leveduras
X Tempo
Residuo 80 11,163733 0,139547

CV (%) 5,92

ns = njo significativo a 5% de probabilidade; *, ** ***= significatico a 5%, 1% e 0,1%
de probabilidade, pelo Teste F

O efeito da interacao foi caracterizado pelo aumento de unidades formadoras
de colbnias (UFC) combinado com a elevagcédo da concentracdo de inoculante e a
reducdo do tempo de FSS (Figura 1). Assim, o crescimento de leveduras no
substrato_ RM sem inoculacédo o correu lentamente e apresentou um efeito linear ao
longo de 72 horas de fermentacdo, obtendo-se a quantidade de unidades
formadoras de coldnia por grama (UFC.gY) em numero logaritmo através da
equacdo y = 0,0334x + 5,0213 (R2 = 95,98%).

Todas as concentragcfes de leveduras (Saccharomyces cerevisiae), utilizadas
nas inoculagdes, resultaram em efeito quadratico no crescimento da biomassa de

leveduras.
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Figura 1 — Grafico de crescimento da biomassa de leveduras em fungcdo do tempo
de FSS, sob diferentes concentragcbes de Saccharomyces cerevisiae.

Sob 2% de inoculacdo, o pico de crescimento ocorreu apos 56,4 horas de
fermentacdo, onde a quantidade maxima de leveduras foi de 10%® UFC.g*. O
crescimento da biomassa de leveduras foi obtido em nimero logaritmo através da
equacdo y = - 0,0013x? + 0,1070x + 5,1057 (R2 = 92,71%).

Na inoculagdo com 4%, a fermentacdo semissolida atingiu o pico de
crescimento apés 56,1 horas, onde a quantidade méaxima de leveduras foi de 10”3
UFC.g™. O crescimento da biomassa de leveduras, em niimero logaritmo, foi obtido
através da equacdo y = - 0,0007x? + 0,0785x + 5,135 (R2 = 87,63).

O tempo necessario para atingir o crescimento maximo de leveduras com
inoculacdo de 6% foi de 43,7 horas, onde foi constatado 10”"3 UFC.g™?, sendo este
considerado o melhor resultado entre os tratamentos avaliados no presente trabalho.
O crescimento da biomassa de leveduras, em numero logaritmo, foi obtido através
da equacdo y =-0,0013x? + 0,1135x + 5,253 (R2 = 73,23).

Em estudos realizados por outros pesquisadores, utilizando residuos
agroindustriais, foram observados efeitos semelhantes, indicando que o processo

de FSS é potencializado com o aumento da concentracéo de leveduras inicialmente
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inoculadas ao substrato (CAMPOS et al., 2005; OLIVEIRA JUNIOR. et al., 2016;
OLIVEIRA, 2007).

Santana et al. (2017), avaliaram o processo de FSS de residuo agroindustrial
de abacaxi por Saccharomyces cerevisiae e concluiram que os melhores resultados
da bioconverséo foram obtidos em 48 horas de fermentacdo, tempo superior ao que
foi identificado no presente trabalho com inoculacdo de 6% de leveduras. Outros
pesquisadores também tém relatado esse mesmo efeito ao estudarem o
enriquecimento proteico de residuos agroindustriais, apontando que as 48 horas de
fermentacdo foram obtidos os valores méaximos de biomassa de leveduras pela
bioconversdo (SILVA et. al, 2016; LUCIANO et al., 2014; ALEXANDRE et al., 2013;
OLIVEIRA, 2007). No entanto, nesses trabalhos ndo foram realizadas as equacdes
derivadas para estimar o tempo que proporciona 0 pico do processo de FSS,
limitando-se aos valores coletados nas amostragens.

A aceleracédo do processo de FSS em funcdo de maiores quantidades de
leveduras inoculadas ao substrato RM, deve-se ao favorecimento da fase inicial de
fermentagéo, na qual o crescimento exponencial das leveduras acontece em menor
intervalo de tempo, j& que o aumento das concentra¢des de leveduras tera influéncia
direta na biomassa microbiana e, por consequéncia, no consumo dos carboidratos

disponiveis, fazendo com que a bioconversao seja concluida precocemente.

b. Consumo de sélidos soluveis totais (SST)

A analise de variancia referente a quantidade de sélidos solluveis presentes
na matéria seca do substrato RM, ao longo do periodo de 72 horas de FSS, foi
influenciada pelo tempo de fermentacdo semissélida e pela concentracdo de
leveduras, havendo interacéo entre estes dois fatores (tabela 7).

O substrato inicial (silagem de residuo agroindustrial de maracuja) apresentou
a quantidade média de sélidos sollveis totais em 36,7 °Brix na matéria seca (MS),
antes do processo de FSS. Considerando que a quantidade de sélidos soluveis
totais, identificada no residuo de maracuja in natura (predominante casca de
maracuja) foi de 46 °Brix na MS, 9 °Brix foram diminuidos por efeito do processo de
ensilagem, no qual o substrato foi submetido antes de passar pela inoculacdo de
leveduras oriundas do fermento biologico fresco. Mesmo com essa perda no

conteudo de sdlidos solaveis totais, antes da inoculacdo para a realizacdo da FSS,
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ainda foi possivel uma nova redugdo no conteudo desta variavel para todas as

concentracdes de leveduras estudadas.

Tabela 7 — Quadrados médios da andlise de variancia, referente a quantidade de
sélidos soluveis presentes na matéria seca do substrato RM em fungéo da FSS:

Fontes de variacéo GL SQM QM F cal
Conc. de leveduras 3 41,791667 13,930556  5,499***
Tempo 3 292,125000 97,375000 38,437***
Conc. de leveduras x Tempo 9 106,375000 11,819444  4,666***
Residuo 80 202,666667  2,533333

CV (%) 4,64

Média geral 34,27

**= significatico a 0,1% de probabilidade, pelo Teste F

O substrato sem inoculacdo obteve maior decréscimo ao final do periodo de
fermentacédo de 72 horas, 21,8%, ajustando-se a equacao linear y = - 0,104167x2 +
37, R2=92,29%. Porém, esse efeito ndo esteve relacionado a acéo das leveduras, €
possivel que na auséncia do inoculante, outros microrganismos, como fungos
filamentosos e bactérias, passaram a se multiplicar de forma mais expressiva neste
meio, consumindo os carboidratos disponiveis e implicando numa maior reducéo de
SST em detrimento aos demais tratamentos (figura 2).

Sob a concentracao de 2% leveduras, houve reducédo de 8% no contetdo de
SST em 72 horas de FSS, em ralagdo ao substrato inicial, ajustando-se a equacao
guadratica que representa o efeito na reducdo de SST, onde y = 0,001736x2 -
0,177778x + 37.07, R2 = 78,98%.

A inoculacdo com 4% de leveduras resultou em 12% de diminuicdo de SST
no substrato_RM ao longo de 72 horas, ajustando-se a equacao linear y = -
0,05556x + 37, R2= 85,11%.

A concentracdo de 6% de leveduras promoveu 10% de perdas no SST ao
final de 72 horas, ajustando-se a equacéao linear representada por y = -0,047222x +
36,367, R?= 93,23%.
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Figura 2 — Gréafico de soélidos soluveis totais (SST) em funcdo do tempo de FSS do
substrato_RM e da concentracao e leveduras

Apesar dos efeitos sobre as diminuicdes nos teores de sélidos sollUveis terem
sido observados em outros trabalhos envolvendo fermentacdo semissélida de
residuos agroindustrias (SILVA et al. 2016; SANTANA NETO, 2017), entende-se que
este parametro ndo propicia conclusbes concisas na dindmica do processo de
bioconversado, pois na auséncia de leveduras outros microrganismos atuam no
consumo de SST. Mesmo nos tratamentos com maiores concentracdes de leveduras
inoculadas, ao atingirem o méximo da FSS, houve a tendéncia de morte das
leveduras ap6s a fase estacionaria, assim 0s microrganismos deterioraram 0

substrato e continuaram reduzindo os valores de SST.

Umidade

A umidade foi influenciada pelas diferentes concentracdes de leveduras
inoculadas e pelo tempo de fermentacdo semissdlida, sendo observada interacao

entre estes fatores.
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Tabela 8 — Quadrados médios da analise de variancia para a variavel “umidade” na
silagem de casca de maracuja submetida a FSS:

Fontes de variacéo GL SQM QM F cal
Conc. de leveduras 3 13,616033 4,538678 20,076***
Tempo 3 41,665733 13,888578 61,432***
Conc. de leveduras x Tempo 9 5,168167 0,574241 2,540**
Residuo 80 18,086400 0,226080

CV (%) 0,55

Média geral 87,06

k¥, ** = significatico a 0,1% de probabilidade e 1% de probabilidade, pelo Teste F,
respectivamente.

A inoculacdo de leveduras proporcionou pequenas reducdes no teor de
umidade, variando apenas 1% entre o tratamento controle (sem inéculo) e com 6%
de leveduras no inicio do processo de FSS. Com o aumento do tempo, observou-se
gue a fermentacdo associada as maiores concentracfes de leveduras contribuiu
para uma maior reducdo no teor de umidade (figura 3).

Os teores de umidade ao final de 72 horas de FSS foram 86,31 , 86,17 , 85,64
85,57, para as concentragcbes de , 0%, 2%, 4% e 6% de leveduras no substrato,
respectivamente. As equacfes que se ajustam aos dados observados estao
descritas abaixo:

Umidade g de leveduras = -0,000969x2 + 0,048458x + 87,773 (R2 = 96,00%)

Umidade 2 de leveduras = -0,000648x2 + 0,030056 x + 87,46  (R2 = 89,23%)

Umidade 49 de leveduras = -0,000641x2 + 0,025187x + 87,27  (R2 = 85,18%)

Umidade s de leveduras = -0,000242x2 - 0,003868x + 87,182 (R? = 91,93%)

Essa reducdo no teor de umidade, possivelmente, ocorreu devido a perda da
agua livre por evaporacdo, resultante da excrecdo dos microrganismos que
colonizaram o substrato e excretaram agua e CO, como produtos da quebra de

moléculas de compostos de carbono.
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Figura 3 — Grafico de umidade em funcdo da concentracdo de leveduras inoculadas
ao substrato RM sob FSS.

Segundo Araujo et al. (2017), ao avaliarem o efeito da bioconversédo da casca
de mandioca por leveduras, afirmaram que houve significativa reducdo do teor de
umidade, devido a perda de agua em funcdo da atividade metabdlica dos
microrganismos para promover a formacao da biomassa.

O intervalo que proporcionou maior desidratacdo foi na fase de declinio da
FSS, entre 48 e 72 horas. Nesta fase do processo de fermentagdo houve
proliferacdo excessiva de fungos filamentosos e escurecimento do substrato,
indicando decomposicao e possivel comprometimento da qualidade microbioldgica e
nutritiva. Essa constatacédo corrobora com o trabalho de Luciano et al. (2014), que
estudaram o enriqguecimento proteico de residuo de abacaxi para alimentacéo
alternativa de ruminantes, pois o prolongamento do periodo de fermentacgéo, a partir
de 48 horas, repercutiu em efeitos negativos nas caracteristicas organolépticas (cor,

odor e textura) do substrato e observaram sinais putrefacao.
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6. Concluséo

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae como inoculante no residuo
agroindustrial de maracuja poés-ensilado contribui para acelerar o processo de
fermentacdo semissolida.

O teor de solidos soluveis totais e de umidade sao reduzidos ao longo de 72

horas de fermentacéo semissélida.
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CAPITULO Il

ENRIQUECIMENTO PROTEICO DA SILAGEM DE RESIQUO AGROINDUSTRIAL
DE MARACUJA COM DIFERENTES CONCENTRAQQES DE L[EVEDURAS
(Saccharomyces cerevisiae) EM SISTEMA FERMENTACAO SEMISSOLIDA
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1. Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o enriquecimento proteico do
residuo agroindustrial de maracuja através da fermentacdo semissélida, com
diferentes concentracdes de leveduras para utilizagdo em dietas voltadas a animais
ruminantes. Foi utilizado o residuo constituido por casca e poucas sementes, obtido
a partir do processamento de polpas da empresa AGRICOM LTDA, situada no
municipio de Anadia-AL. Logo apés sair da maquina despolpadeira, onde as cascas
foram fatiadas em 3 ou 4 pedacos, o residuo foi diretamente armazenado na forma
de silagem. Os silos constituidos por 24 tonéis de 200 litros, revestidos internamente
por saco de polietiieno com espessura de 100 micras, compactados até atingir a
densidade média de 0,7 kg/dm3 , permaneceram fechados por um periodo de 60
dias. Posteriormente foram abertos, descartaram-se as camadas superficiais,
proximas aos drenos e foi retirada uma porcdo de cada tonel para ser triturada e
utiizada como substrato para a fermentacdo semissolida. O processo de
fermentagcdo semissolida foi realizado no Laboratorio de Microbiologia do Instituto
Federal de Alagoas — Campus Satuba, em delineamento inteiramente casualizado
(DIC) com seis repeticbes. Os tratamentos foram constituidos por quatro
concentracdes de leveduras (0, 2, 4 e 6% b.u.) e quatro intervalos de FSS (0, 24, 48
e 72 horas). Foram analisadas as variaveis bromatologicas de proteina bruta (PB),
aumento proteico relativo (APR), matéria seca (MS), fibora em detergente neutro
(FDN), fibra em detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE) e material mineral (MM).
Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo Teste F e, havendo
significancia a 5% de probabilidade, fizeram-se posteriormente analises de
regressao. Os resultados evidenciaram correlacdo positiva entre as concentracoes
de leveduras e o tempo de FSS, sobre o incremento de PB no residuo de maracuja

pés-ensilado, sem afetar grandemente as demais variaveis nutricionais avaliadas.

Palavras-chave: fermentacdo semissélida, enriquecimento proteico, residuo
agroindustrial, maracuja
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2. Abstract

The objective of the present work was to evaluate the protein enrichment of
passion fruit agroindustrial residue through semi - solid fermentation, with different
yeast concentrations for use in diets for ruminant animals. The residue constituted by
bark and few seeds, obtained from the pulp processing of AGRICOM LTDA, located
in the city of Anadia-AL. Soon after leaving the pulp machine, where the husks were
sliced into 3 or 4 pieces, the residue was directly stored in silage form. The silos
consisting of 24 200-liter barrels, internally coated by a polyethylene bag, compacted
until reaching the average density of 0.7 kg / dm3, remained closed for a period of 60
days. Subsequently, the surface layers were discarded near the drains and a portion
of each barrel was removed to be ground and used as a substrate for semi-solid
fermentation. The semisolid fermentation process was carried out in the Microbiology
Laboratory of the Federal Institute of Alagoas - Campus Satuba, in a completely
randomized design, with six replicates. Treatments consisted of four concentrations
of yeast (0, 2, 4 and 6%) and four FSS ranges (0, 24, 48 and 72 hours). Were
analysed amount Crude protein, relative protein, dry matter, neutral detergent fiber,
acid detergent fiber, ethereal extract and mineral. The data were submitted to
analysis of variance by the F-test and, with significance at 5% probability, regression
analyzes were performed. The results showed a positive correlation between yeast
concentrations and FSS time, on the increment of CP in post-ensilage passion fruit

residue, without affecting greatly the other nutritional variables evaluated.

Keywords: semisolid fermentation, protein enrichment, agroindustrial residue,
passion fruit
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3. Introducéo

O cultivo de maracuja € comum no Nordeste brasileiro, principal regido
produtora desta fruta no mundo e se encontra em franca expansao, tanto para o
consumo in natura como para industrializagdo. A casca do maracuja, dentre varias
destinacGes alimentares e medicinais, pode também ser fornecida com sucesso para
alimentacdo de animais ruminantes, contribuindo para um melhor aproveitamento
econdmico e sustentavel.

Considerando que os periodos de safra coincidem com épocas de maior
estiagem no Nordeste, o fornecimento do residuo agroindustrial de maracuja pode
diminuir o impacto da baixa disponibilidade de forragem quando fornecida para os
animais. Por ser muito perecivel, cuidados no armazenamento se fazem necessarios
para evitar problemas decorrentes de microrganismos patogénicos.

A silagem €é uma técnica de armazenamento pouco onerosa para a
conservacao de volumosos e pode ser empregada com éxito para preservacao das
carateristicas nutritivas da casca de maracuja, pois apresenta de facil compactacéao,
boa palatabilidade e disgestibilidade (BONFA et al., 2015; LIRA JUNIOR, 2011).

Por ser rica em pectina, um carboidrato solluvel de alta digestibilidade, a casca
do maracuja pode ser utilizada para suplementacdo energética a ruminantes,
podendo substituir parcialmente alguns ingredientes em racdes contendo
concentrados energéticos (AMORIM, 2015). Porém, em relacdo a quantidade de
proteina, atende em quantidades minimas as necessidades nutricionais para
engorda, portanto, precisa ser fornecida com outros alimentos proteicos ou passar
por processos biotecnolégicos para elevacao dos niveis de proteina bruta.

A disponibilidade de carboidratos pode ser uma via alternativa para obtencéo
do aumento proteico através da bioconversdo de agUcares em biomassa de
microrganismos, constituidos majoritariamente por proteinas em suas células, em
sistemas de fermentacdo semissolida. Oliveira (2007) estudou o enriquecimento da
casca de maracuja in natura por fermentacdo semissolida utilizando Saccharomyces
cerevisiae e conseguiu elevar o valor inicial de 7,88% para 18,72% de proteina
bruta, demonstrando um potencial no uso da biotecnologia em prol do melhor

aproveitamento nutricional do residuo agroindustrial de maracuja.
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Outros residuos agroindustriais também vem sendo estudados quanto ao
enriguecimento proteico por bioconversao, tais como bagaco de abacaxi (SILVA et
al., 2016; ALEXANDRE et al., 2013) e caju (ALCANTARA et al., 2007; CAMPOS et
al., 2005), sendo observados bons resultados de enriquecimento proteico.

Assim, com o objetivo de avaliar a combinacdo da técnica de silagem com
posterior fermentacdo semissolida do residuo agroindustrial de maracuja, montou-se
0 presente experimento. As cascas de maracuja foram obtidas a partir da fabricacao
de polpas de frutas e foram ensiladas em tonéis revestidos internamente por filme
plastico, logo apos a realizacdo do despolpamento.

Apoés 60 dias de armazenamento, avaliaram-se os efeitos do enriguecimento
proteico por inoculacdo de leveduras nas concentracdes de 0, 2, 4 e 6% durante 72
horas de fermentacdo semissdlida. Os dados foram submetidos a analise de
variancia pelo Teste de Fisher, a 5% de probabilidade, fazendo-se posteriormente

analises de regressfes, quando observadas significancias.
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4. Material e Métodos

O microrganismo utilizado para inocular os substratos foi a levedura
Saccharomyces cerevisiae, prensada, tipo fermento biolégico fresco (FBF),
produzido pela marca Fleischman, com umidade de 80% e 45% de proteina bruta

(PB) na matéria seca (MS).

O residuo agroindustrial de maracuja foi obtido a partir da producéo de polpas
de frutas, cedido pela empresa AGRICOM LTDA, na cidade de Anadia-AL.
Posteriormente, esse material foi ensilado por 60 dias, em silos constituidos por
tonéis de 200 litros, revestidos internamente com filme plastico de polietileno de
baixa densidade, com espessura de 100 micras e um pequeno dreno para
eliminacdo do excesso de umidade decorrente do processo de fermentacdo da
silagem.

Foram utilizados 24 biorreatores com volume de 500 ml e abertura superior de
25 cm? para auxiliar na oxigenacdo das leveduras no processo de fermentacdo
semissolida (FSS), sendo cada biorreator uma unidade experimental (parcela). O
contetdo de cada biorreator foi revolvido a cada 12 horas durante o periodo de
fermentacéo.

Os tratamentos foram constituidos por um esquema fatorial formado por
guatro concentracbes de leveduras (0, 2, 4 e 6% b.u.) e quatro intervalos de
crescimento microbiano (0, 24, 48 e 72 horas). As varidveis analisadas foram:
crescimento de leveduras, solidos soluveis totais (SST) e umidade.

O processo de fermentagdo semissolida foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia do Instituto Federal de Alagoas - Campus Satuba. Os substratos
constituidos de silagem de casca de maracuj, triturada em maquina picadeira de
forragem, foram acondicionados nos biorreatores e posteriormente homogeneizados
com as leveduras nas concentragfes correspondentes aos tratamentos.

As analises bromatolégicas foram realizadas no Laboratério de Nutricdo
Animal do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas. Foram
feitas amostragens a cada 24 horas de FSS, sendo realizada a pesagens e o
acondicionamento em congelador (- 20 °C). Posteriormente as amostras foram
secadas em estufa a 55 °C, com circulagdo de ar forcada. As amostras foram
trituradas em moinho tipo Willey e em seguida foram realizadas as determinacfes de

proteina bruta (PB), matéria seca (MS), fibora em detergente neutro (FDN), fibra em
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detergente acido (FDA), extrato etéreo (EE) e material mineral (MM), seguindo a
metodologia descrita por Silva e Queiroz (2002). A partir dos resultados de PB
também foi feita a determinacdo do aumento proteico relativo (APR) para cada
tratamento.

As determinac¢des do APR foram definidas como a raz&o entre a diferenga do
valor proteico do substrato enriquecido e o valor proteico do substrato apds
inoculacéo com as leveduras, no momento inicial da FSS (tempo=0 horas), conforme

equacao descrita abaixo.

APR((V)—(%PB enr. — %PB inicial ) 100
v % PB inicial X

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (teste F) e para as variaveis com efeito
significativo entre os tratamentos, realizaram-se analises de regressdes, gerando
equacdes polinomiais para aqueles que apresentaram correlacdo entre os dados
observados e calculados. O ponto maximo de cada coordenada cartesiana, “X” e “y”,
foi obtido através da derivacdo da respectiva equacdo de regressdo com modelo

polinomial de segundo grau (ax? + bx + ¢ = 0). Onde:

x(méaximo) = — 2b_a

[b%—(4ac)]

y(méaximo) = — ”

Foi utilizado o programa estatistico Sisvar, versdo 5.0 para tabulacdo dos
dados, andlises de variancia e analises de regressdo. Os graficos tridimensionais

foram plotados através do software OriginPro 8.
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5. Resultados e Discussao

a. Proteina bruta

As diferentes concentracdes de leveduras inoculadas ao substrato de residuo
de maracuja poés-ensilado (substrato_ RM), o tempo de fermentacdo e a interacdo
entre concentragcdo de leveduras e o tempo de fermentagdo, influenciaram a
guantidade de proteina bruta (PB) obtida através do processo de fermentacao

semissolida (tabela 9).

Tabela 9 — Quadrados médios da analise de variancia referente a quantidade
de PB presente no substrato RM sob FSS por Saccharomyces cerevisiae:

Fontes de variagdo GL SQM QM Fcal
Conc. de leveduras 3 309,139483 103, 046494 407,916 ***
Tempo 3 11,161683 3,720561 14,728 ***
Conc. de leveduras 9 21,595350 2,399483 9,499***
x Tempo
Residuo 80 20,209333 0,252617
CV (%) 5,22

k¥, % = significatico a 0,1% de probabilidade e 1% de probabilidade, pelo Teste F,
respectivamente.

O tratamento controle, sem inoculacdo de leveduras, ndo apresentou
aumento no teor de PB ao longo do periodo observado de FSS. A auséncia de
correlacdo através analise de regressao (p> 0,05) indica que o valor de PB na
matéria seca se manteve na meédia de 7,3%.

J& os substratos inoculados com Saccharomyces cerevisiae apresentaram
correlacdo positiva com as diferentes concentracoes estudadas e efeito quadratico
durante a FSS (p<0,05), elevando-se os valores de PB sempre associados as
maiores concentracdes de leveduras inoculadas.

O substrato inoculado com 2% de leveduras atingiu o apice da bioconversao
as 53,3 horas de FSS, chegando ao valor maximo de 8,7% de PB na MS, conforme
ay =-0,0002x? + 0,0213x + 8,1215 (R2 = 69,27%).

O enriquecimento proteico por ocasido da inoculagdo com 4% de
Saccharomyces cerevisiae foi maximizado em 51,1 horas de FSS, com 11,1% de PB
na MS. A equacéo de regressdo quadratica y = -0,0006x? + 0,0613x + 9,5715 (R2 =

98,5%) demonstra a curva de incremento proteico nestas condicdes.
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A concentracdo de 6% de leveduras proporcionou o maior teor de proteina no
substrato RM em 41,3 horas, com 12,8% de PB na MS. O efeito pode ser
representado pela equacdo quadratica y = -0,0011x2 + 0, 0908x + 10,96 (R2 =
92,38%).

Através da figura 4 € possivel identificar a interagdo entre os fatores
‘concentragdo de leveduras inoculadas” e “tempo” de FSS no enriquecimento
proteico do substrato-RM. A superficie de resposta evidencia que o maximo
incremento em PB foi obtido com a concentracdo mais elevada de leveduras (6%),
destacando-se o intervalo compreendido entre 30 e 48 horas como o ideal para

utilizacdo da FSS nestas condicdes.
PB (%)

PB (%)
12,50

12,00
11,50

11,00

10,50
10,00
9,500
9,000
8,500
8,000

7,500

Figura 4 — Gréfico de superficie de resposta, relacionando o teor de PB com a

concentracdo de leveduras e o tempo de FSS no substrato_ RM.

Porém, parte desse aumento foi atribuido diretamente a adicdo de leveduras,
ja que possuem aproximadamente 45% de PB nas células. O incremento posterior
ocorreu em funcdo do processo de bioconversdao em FSS, sendo este entendido

como um aumento proteico relativo (APR).
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O APR é aqui representado em valores percentuais, obtidos pela quantidade
de proteina bruta formada exclusivamente pela fermentacdo semissélida do
substrato_ RM por Saccharomyces cerevisiae, sendo a razdo entre a diferenca de
PB obtida pela FSS e a quantidade inicial de proteina do substrato-RM ja inoculado.

Foi observado que o maior APR também ocorreu utilizando as maiores
concentracdes de inoculante, sendo constatados os valores de 9% ,16,2% e 17,4%,
sob inoculagcdes a 2% 4% e 6% de leveduras, respectivamente (Figuras 5). N&o
houve APR para o tratamento controle, ou seja, sem inoculacdo de leveduras
(APRsem-tev. = 0).

APR

17,60
15,84
14,08

12,32

10,56

8,800
7,040

5,280

3,520
1,760

0,000

Figura 5 — Grafico de superficie de resposta, relacionando o APR com a

concentracéo de leveduras e o tempo de FSS no substrato_RM.

As equac0Oes de regressao que representam os efeitos da FSS sobre o APR,
sd0 as seguintes: APR 20 ev. = -0,0021x% + 0,2599x - 0,9573 (R2 = 69%);  APR 4
ev = -0,0065x% + 0,6427x + 0,3302 (R2 = 98%);  APR g ey = -0,0105x2 + 0,8354x +
0,8234 (R2 = 92,4%)).
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A cinética da FSS observada no presente trabalho, corrobora com estudos
conduzidos por Oliveira (2007), utilizando a casca do maracuja como substrato para
leveduras, no qual houve aumento dos teores de PB até as 48 horas de FSS e em
seguida foi verificada uma acentuada diminuicdo nestas quantidades, apos atingir o
pico de enriquecimento proteico. Segundo ARAUJO (2004), essa diminuicdo pode
ser atribuida a uma provavel perda de N, por volatilizacdo de amonia (contaminacéo
de bactérias) e desnaturacdo da proteina do microrganismo. Os compostos
organicos em processo de decomposicdo podem sofrer acdo de bactérias que o0s
convertem em nitrato, amonia ou até mesmo nitrogénio gasoso, capaz de retornar a
atmosfera (SANTOS, 2018).

Santana et al. (2017), avaliaram o enriquecimento proteico de residuo
agroindustrial de abacaxi por Saccharomyces cerevisiae e concluiram que o teor
maximo de proteina foi obtido em 48 horas de fermentacdo, tempo superior ao que
foi identificado no presente trabalho. Outros autores também tém demostrado esse
mesmo efeito ao estudarem o enriquecimento proteico de residuos agroindustriais,
apontando que as 48 horas de fermentacdo foram obtidos os valores maximos de
PB pela bioconverséo (SILVA et al., 2016; LUCIANO et al., 2014; ALEXANDRE et
al., 2013; OLIVEIRA, 2007). No entanto, nesses trabalhos nao foram realizadas as
equacOes derivadas para estimar o tempo que proporciona 0 maximo teor de
proteina, limitando-se aos valores coletados nas amostragens. Em virtude disso, tais
autores tém generalizado que o tempo ideal € 48 horas.

A aceleracdo do processo de FSS em funcdo de maiores quantidades de
leveduras inoculadas ao substrato, se deve ao favorecimento da fase inicial de
fermentacdo, na qual o crescimento exponencial das leveduras acontece em menor
intervalo de tempo ja que o aumento das concentragdes de leveduras tera influéncia
direta na biomassa microbiana e, por consequéncia, no consumo dos carboidratos
disponiveis, fazendo com que a bioconversdo seja concluida precocemente. Outros
autores também afirmam em seus trabalhos que a eficiéncia do processo de
bioconverséo é potencializada com o aumento da adi¢cao de leveduras (CAMPOS et
al., 2005; OLIVEIRA JUNIOR, et al., 2016; OLIVEIRA, 2007).

b. Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Fibra em Detergente Acido (FDA)
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As diferentes concentracdes de leveduras, o tempo de FSS e a interacao
entre esses dois fatores, exerceram influéncia sobre as quantidades de FDN
presentes no substrato_RM (figura 6).

Houve uma gradativa reducdo na quantidade de FDN em todos os
tratamentos ao longo do periodo de FSS.

Tabela 10 — Quadrados médios da analise de variancia referente a quantidade de
FDN presente no substrato RM apds FSS por Saccharomyces cerevisiae:

O valor médio inicial foi de 56,52% de FDN no substrato RM, antes do

processo de FSS. Considerando o tempo otimizado de fermentacdo, no qual

Fontes de variacdo GL SQM QM F cal
Conc. de leveduras 3 33.521546 11.173849 14.36***
Tempo 3 270.580646 90.193549 115.94***
Conc. de leveduras 9 54.033271 6.003697 7.72%**
x Tempo
Residuo 80 62.233733 0.777922
CV (%) 1,64
Médiageral 53,64

*** = gignificativo a 0,1% de probabilidade
representou 0 maximo acumulo de PB no substrato em cada uma das

concentracdes de leveduras estudadas, os valores de FDN foram 51,63% em 53,3
horas; 51,06% em 51,1 horas; e 52,28% em 41,3 horas para os tratamentos
inoculados com 2, 4 e 6% de Sacharomyces cerevisiae, respectivamente.

Embora tenham sido identificadas diferencas nas quantidades de FDN, os
valores oscilaram em uma amplitude pequena, que nao resulta em restricdes para o

consumo por animais ruminantes.
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Figura 6 — Gréficos de FDN no substrato RM sob FSS com diferentes
concentracOes de leveduras inoculadas.

Quanto aos valores de FDA, estes diferiram entre os tratamentos em fungao
das concentracdes de leveduras e também ao longo do tempo de FSS, conforme a
analise de variancia (tabela 11).

Antes do processo de FSS, a quantidade inicial era de 39,19% de FDA,
Houve decréscimo a medida que foram elevadas as concentracdes de leveduras
(figura 7A). O mesmo foi observado no intervalo de 72 horas de FSS, onde a perda
foi de 2,9% em relacdo a quantidade inicial (figura 7B). A simples reducdo dos
valores de FDA, em decorréncia da FSS do substrato_RM, ndo implica em restricoes
ao consumo, pois os valores se encontram dentro de uma amplitude comum as
silagens tradicionais, como por exemplo silagem de milho e sorgo (MIZUBUTI et al.,
2002; AVELINO et al., 2011; VIEIRA et al., 2013).
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Tabela 11 — Quadrados médios da analise de variancia referente a quantidade de
FDA presente no substrato_ RM apds FSS por Saccharomyces cerevisisae

Fontes de variac&o GL SQM QM F cal
Conc. de leveduras 3 73,078817 24,359606 7,97***
Tempo 3 131,992683 43,997561 14,39***
Conc. de leveduras 9 49,354750 5,483861 1,794
X Tempo
Residuo 80 244,525200 3,056565
CV (%) 4,70
Média geral 37,17

"S=néo signific;ativo a 5% de probabilidade pelo Teste F; *** = significativo a 0,1%
de probabilidade

44,0 - A

42,0 -

i

40,0 - y = 0,0688x2- 0,7755x + 38,539
R? = 0,9686

FDA (%)

38,0
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34,0 . . |

I

0 2 4 6
Concentracao de leveduras (%)

44,0 - B

42,0 -
= 0,0012x2- 0,1172x+ 38,997
40,0 - Y

R? =0,8644
38,0
Py 2

36,0 -

FDA (%)

34,0
Tempo (h)

Figura 7 — Gréfico de FDA no substrato_ RM sob FSS em diferentes concentragdes
de leveduras (A) e intervalos de tempo (B).
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Os teores encontrados no presente trabalho se aproximam dos valores
citados por Lira Janior (2011), 47% de FDN e 34% de FDA, na silagem de residuo
agroindustrial de maracuja, também corrobora com o teor de FDN observado no
residuo de maracuja, bioconvertido por FSS, encontrado por Oliveira (2007). Ja o
teor de FDA esta abaixo dos valores encontrados por Neiva Junior (2005) e Oliveira
(2007).

c. Matéria Seca
A quantidade de matéria seca (MS) do substrato RM foi influenciada pelas
concentracfes de leveduras, pelo tempo de FSS, havendo interacdo entre esses

fatores (tabela 12).

Tabela 12 — Quadrados médios da andlise de variancia referente a quantidade
de matéria seca presente no substrato RM ap6s FSS por Saccharomyces
cerevisiae

Fontes de variac&o GL SQM QM F cal
Conc. de leveduras 3 13,616033 4,538678 20,076***
Tempo 3 41,665733 13,888578  61,432***
Conc. de leveduras 9 5,168167 0,574241 2,54**
x Tempo
Residuo 80 18,086400 0,226080
CV (%) 3,67
Média geral 12,94

= significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F; *** = significativo a 0,1%
de probabilidade

Foram observadas ascensdes nas quantidades de MS a medida que se
elevou a quantidade de leveduras inoculadas, este fato ocorreu devido a maior
intensidade da FSS nos tratamentos com inoculacdo, onde as leveduras ao
eliminarem &agua, resultante do consumo de carboidratos pelos microrganismos,
contribuiu para a desidratacédo do substrato. Porém, este aumento na quantidade de
MS foi pequeno e nédo ultrapassou 1%, entre as diferentes concentragbes de

leveduras estudadas (figura 8).
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Figura 8 — Grafico de matéria seca do substrato RM em funcdo do tempo de
FSS e diferentes concentracdes de leveduras

Paralelamente ao avanco da FSS houve aumento na quantidade de MS,
sendo que o intervalo entre 48 e 72 horas foi marcado por maior elevagcdo desta
variavel, certamente pelo efeito acumulativo da deterioracdo do substrato por
microrganismos decompositores que atuaram expressivamente neste intervalo
temporal, intensificando a perda de agua decorrente do metabolismo de respiracao.

O aumento no teor de matéria seca corrobora com trabalhos desenvolvidos
por Silva et al. (2016) e Santana Neto et al. (2017).

d. Material Mineral

As diferentes concentragdes de leveduras inoculadas, o tempo de FSS e a
interagdo entre ambos os fatores influenciaram na quantidade de material mineral
contido no substrato RM, conforme analise de variancia da tabela 13.

A quantidade de MM acompanhou a curva de evolugdo da FSS, havendo
incrementos que coincidiram com pico de crescimento de microrganismos e acumulo
de PB.
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Tabela 13 — Quadrados médios da andlise de variancia referente a quantidade
de material mineral presente no substrato RM em funcdo da FSS por

Saccharomyces cerevisiae

Fontes de variacéo GL SQM QM F cal
Conc. de leveduras 3 2,408546 0,802849 7,8 ***
Tempo 3 52,341713 17,447238 169,1 ***
Conc. de leveduras 9 2,367437 0,263049 2,6%*
x Tempo
Residuo 80 8,253600 0,103170
CV (%) 2,93
Média geral 10,98

" = significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F; *** = significativo a 0,1%

de probabilidade

w2

M.M. (%)
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Figura 9 — Grafico de material mineral do substrato_ RM em fun¢éo do tempo

de FSS

As equacdes que descrevem os efeitos observados nos tratamentos estdo

apresentadas na tabela 14.



Tabela 14 - Equacdes de regressao quadratica para a variavel material mineral
em funcéo de diferentes concentracdes de leveduras sob FSS:

Concenrecs: .
0% y =-0,000984x%x? + 0,075861x + 10,354 73,60%
2% y =-0,001405x2? + 0,101549x + 10,347 83,16%
4% y =-0,001046x2 + 0,073993x + 10,299 62,11%
6% y =-0,001034x2 + 0,069188x + 10,392 84,39%
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Os valores encontrados se aproximam daqueles verificados por Lira Junior

(2011) na silagem de residuo de maracuja e por Oliveira (2007) ap6s FSS do

residuo de maracuja por Saccharomyces cerevisiae.

e. Extrato Etéreo

As gquantidades de extrato etéreo (EE) encontradas no substrato RM foram
influenciadas pelo tempo de FSS e pela interacdo entre o tempo e a concentracao

de leveduras inoculadas.

Tabela 15 — Quadrados médios da analise de variancia referente a quantidade de
extrato etéreo presente no substrato_RM em funcdo da FSS por Saccharomyces

cerevisiae

Fontes de variacdo  GL SQM QM F cal
Conc. de leveduras 3 2,354033 0,784678 2,56 ns
Tempo 3 23,626633 7,875544 25,69 ***
Conc. de leveduras 9 14,607533 1,623059 5,29 ***
x Tempo
Residuo 80 24,516000 0,306450
CV (%) 7,57
Média geral 7,31

"S = n&o significativo a 5% de probabilidade; *** = significativo a 0,1% de
probabilidade pelo Teste F
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Figura 10 — Grafico de extrato etéreo do substrato RM em funcédo da FSS

Houve uma reducédo gradual para esta variavel ao relacionada a combinacao
de niveis mais baixos de concentracdo de leveduras e aumento do tempo de FSS.
As quantidades de EE estdo de acordo com os teores descritos por Santos (1995)
para o residuo in natura do maracuja e também com os resultados obtidos por
Oliveira (2007), ao avaliar o enriquecimento proteico da casca de maracuja sob FSS
por leveduras.

Verifica-se na figura 10 que todos os teores de EE encontrados,
independentemente do tempo FSS, estdo abaixo do limite de 8%, recomendado por
McGuffey e Schingoethe (1980), para que nao ocorra redugdo na ingestao de

alimento, diminuindo o desempenho animal.
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6. Conclusao

A fermentacdo semissélida através de leveduras (Saccharomyces cerevisiae)
eleva a concentracdo de proteina bruta no residuo de maracuja pés-ensilado, sendo
a inoculacdo de 6% de leveduras e o tempo de FSS de 41,1 horas a forma mais
eficaz de fazer o enriquecimento proteico, nas condi¢cdes estudadas. Porém, fazem-
se necessarios estudos de desempenho animal para melhor avaliacdo desse

processo.



73

7. Referéncias

ALCANTARA, S. R. et al. Emprego do Bagaco Seco Do Pedunculo Do Caju Para
Posterior Utilizacdo em um Processo de Fermentacdo Semi-Sélida. Revista
Brasileira de Produtos Agroindustriais, Campina Grande-PB, v.9, n.2, p.137-142,
2007.

ALEXANDRE, H. V. et al. Cinética de secagem do residuo de abacaxi enriquecido.
Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, Campina Grande, v.17,
n.6, p. 640-646, 2013.

AMORIM, R. N. L. Consumo, Digestibilidade, Desempenho e Caracteristicas da
carcaca de Ovinos Alimentados com Residuo do Maracuja (Passiflora edulis
L.) em Substituicdo ao Milho. 2015. 56 f. Dissertacdo (mestrado) — Programa de
P6s-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal Rural do Semi-Arido,
Mossoro-RN, 2015.

ARAUJO, L. de F.; MEDEIROS , A. N. de; PERAZZO NETO, A. ; CONRADO, L. DE
S.; SILVA, F. L H. Protein enrichment of cactus Pear (Opuntia ficus - indicaMill) using
Saccharomyces cerevisiae in solid-state fermentation. Brazilian Archives of
Biology and Technology, Curitiba, v.48, n.special, p.161-168, 2004.

ARAUJO, L. F. et al. Enriquecimento Nutricional da Casca da Mandioca (Manihot
esculenta, Crantz) por processo biotecnologico destinado a alimentacdo animal.
Revista Raizes e Amidos Tropicais, Botucatu-SP, v. 13, n. 1, p. 18-30, 2017.

AVELINO, P. M. et al. Composi¢cdo bromatologica de silagens de hibridos de sorgo
cultivados em diferentes densidades de plantas. Revista Ciéncia Agrondmica,
Fortaleza-CE, v. 42, n. 1, p. 208-215, 2011.

BONFA, C.S.; CASTRO, G.H.F.; VILLELA, S.D.J.; SANTOS, R.A.; EVANGELISTA,
AR.; JAYME, C.G.; GONCALVES, L.C.; PIRES NETO, O.S.; BARBOSA, J.AS.
Silagem de Capim-Elefante Adicionada de Casca de Maracuja. Arquivo Brasileiro
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.67, n.3, p.801-808, 2015.

CAMPOS, A. R. N. et al. Enriqguecimento protéico do bagaco do pendunculo de caju
por cultivo semi-solido. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra, Sdo Cristovao-
SE, v. 5, n. 2. 2005.

LIRA JUNIOR, W. B. Composicdo Bromatolégica e Padrdo Fermentativo de
Silagem de Capim-Elefante cv Roxo Sob Niveis de Inclusdo de Casca de
Maracuja e Tempos de Emurchecimento. 2011. 39 f. Dissertacdo (mestrado)-
Centro de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal de Alagoas, Rio Largo-AL, 2011.

LUCIANO, R. C. et al. Enriguecimento proteico de residuos do abacaxi para
alimentacdo alternativa de ruminantes. Tecnologia e Ciéncia Agropecuéria, Jodo
Pessoa-PB, v.8, n.4, p.47-52, 2014.

McGUFFEY, R.K.; SCHINGOETHE, D.J. Feeding value of a high oil variety of
sunflowers as silage to lactating dairy cows. Journal of Dairy Science, v.63, n.7,
p.1109-1113, 1980.



74

MIZUBUTI, 1. Y. et al. Consumo e Digestibilidade Aparente das Silagens de Milho
(Zea mays L.), Sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) e Girassol (Helianthus annuus
L.). Revista Brasileira Zootecnia, Brasilia-DF, v.31, n.1, p.267-272, 2002.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NCR. Nutrient requirements of dairy cattle.
7.ed. Washington, DC: National Academy Press, 2001. 381p.

NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC. Nutrient requirements of beef cattle. 6.ed.
Washington, D.C.: National Academy Press, 1984. 90p.

NEIVA JUNIOR, A. P. Qualidade da silagem do residuo do fruto de maracuja
amarelo nas formas pura e em mistura com aditivos. 2005. 67 f. Dissertacado
(mestrado) - Universidade Federal de Lavras, Lavras-MG, 2005.

OLIVEIRA JUNIOR, J.C. et al. Enriquecimento Proteico da Palma Forrageira e da
Algaroba por Fermentacdo Semissolida. In: CONGRESSO NACIONAL DE
PESQUISA E ENSINO EM CIENCIAS, 2016, Campina Grande-PB. Disponivel em: <
http://www.editorarealize.com.br/revistas/conapesc/trabalhos/ TRABALHO_ EV058 M
D4_SA80_ID2019 17052016202313.pdf> Acesso em: 10/12/2017.

OLIVEIRA, M. M. Enriquecimento nutricional por bioconversdo de residuos
agroindustriais para utilizacdo na alimentacdo animal. 2007. 121 f. Tese
(doutorado)- Centro de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Federal de Campina
Grande, Campina Grande-PB, 2007.

SANTANA NETO, D. C. et al. Avaliagcdo do processo de enriquecimento proteico de
residuo de abacaxi. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento
Sustentavel, Pombal-PB, v.12, n.1, p.95-99, 2017.

SILVA, D.J.; QUEIROZ, A.C. Andlise de alimentos: meétodos quimicos e
bioldgicos. 3.ed. Vicosa- MG: Universidade Federal de Vigosa, 2002. 235p

SILVA, G.M.S. et al. Enriquecimento proteico do residuo de abacaxi mediante
fermentacdo semissolida. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento
Sustentavel, Pombal-PB, v.11, n 5, p. 39-44, 2016.

SNIFFEN, C.J.; BEVERLY, R.W.; MOONEY, C.S. et al. Nutrient requirements versus
supply in the dairy cow: strategies to account for variability. Journal of Dairy
Science, v.76, p.3160-3178. 1993.

VAN SOEST, P.J. Nutritional ecology of the ruminants. 2. ed. Ithaca: Cornell
University, 1994. 476p.

VIEIRA, V. C. Caracterizacdo bromatoldgica de silagens de milho de gendtipos
super precoce. Ciéncia Rural, Santa Maria-RS, v.43, n.11, 2013.

WILSON, J.R.; KENNEDY, P.M. Plant and animal constraints to voluntary intake
associated with fiber characteristics and particle breakdown and passage in
ruminants. Australian Journal of Agricultural Research, v.47, p.199-225, 1996.



8. APENDICE

COMPOSICAO BROMATOLOGICA DOS TRATAMENTOS OTIMIZADOS

75



76

8.1 Composicdo bromatolégica dos tratamentos otimizados
A composicdo bromatolégica dos tratamentos otimizados, considerando os
intervalos que proporcionaram 0s maiores incrementos de PB no substrato em

funcdo da FSS, estdo elencados na tabela abaixo.

Tabela 16 — Composicdo bromatologica dos tratamentos otimizados pelo
tempo de FSS com méaximo incremento proteico:

Concentracgao de leveduras

Variavel 0% 2% 2% 6%
Tempo (h) de FSS NS 53,3 51,1 41,3
Proteina bruta (%) 7,3 8,7 11,1 12,8
AP relativo (%) 0 6,0 16,4 17,7
Matéria seca (%) 12,6 12,9 12,9 12,6
Material mineral (%) 10,51 11,5 11,6 11,8
FDN (%) 54,6 51,6 51,1 52,3
FDA (%) 39,2 36,2 36,1 36,2
Extrato etéreo (%) 7,5 7,2 7,2 7,3

O teor de 7,3% de PB encontrado no tratamento sem inoculagao de levedura
estd muito proximo no limite minimo para ruminantes, segundo Van Soest (1994), a
ingestéo de PB abaixo de 7% na MS proporciona menor desempenho animal.

A deficiéncia de nitrogénio no rimen pode afetar o consumo de MS em
bovinos por resultar em menor crescimento da microbiota ruminal, por ndo atender
0S seus requisitos nutricionais (SNIFFEN et al., 1993). Com o menor crescimento
microbiano, ocorre diminuicdo na digestdo da parede celular e no consumo
(WILSON e KENNEDY, 1996).

Valadares et al. (1997), ao fornecerem dietas com diferentes teores proteicos
a novilhos zebuinos, verificaram que o nivel de 7% de PB diminuiu o consumo de
MS, provavelmente porque esse teor de proteina foi insuficiente para promover o
crescimento microbiano adequado. Por outro lado, a ingestdo em excesso de PB
esta relacionada ao maior custo da dieta e & maior excrecdo de ureia na urina com
desperdicio de proteina e energia (PAIVA et al., 2013).

Considerando que a recomendagdo do NRC (1984) para bovinos em
terminacao € de 12% de PB na MS, as quantidades encontradas no substrato RM

submetido a FSS com 6% de leveduras, por obter 12,8% de PB em 41 horas de
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FSS, pode ser uma alternativa viavel para alimentacdo alternativa. Porém, fazem-se
necessarios estudos de desempenho nestes animais para, a partir dai, haver
recomendacOes seguras aos criadores, sobre as quantidades do residuo de

maracujé bioconvertido para alimentag¢do de animais ruminantes.



78

8.2 Referéncias

NATIONAL RESEARCH COUNCIL - NRC. Nutrient requirements of beef cattle. 6.ed.
Washington, D.C.: National Academy Press, 1984. 90p.

PAIVA, V. R. et al. Teores preteicos em dietas para vacas holandesas leiteiras em
confinamento. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Belo
Horizonte-MG, v. 65, n. 4, p.1183-1191, 2013.

SNIFFEN, C.J.; BEVERLY, R.W.; MOONEY, C.S. et al. Nutrient requirements versus
supply in the dairy cow: strategies to account for variability. Journal of Dairy
Science, v.76, p.3160-3178. 1993.

VAN SOEST, P.J. Nutritional ecology of the ruminants. 2. ed. Ithaca: Cornell
University, 1994. 476p.

WILSON, J.R.; KENNEDY, P.M. Plant and animal constraints to voluntary intake
associated with fiber characteristics and particle breakdown and passage in
ruminants. Australian Journal of Agricultural Research, v.47, p.199-225, 1996.

WILSON, J.R.; KENNEDY, P.M. Plant and animal constraints to voluntary intake
associated with fiber characteristics and particle breakdown and passage in
ruminants. Australian Journal of Agricultural Research, v.47, p.199-225, 1996.



	30b88a93259b30fa4c479e7adccdd57193acb2432b500b0e9aa268171b79e80f.pdf
	30b88a93259b30fa4c479e7adccdd57193acb2432b500b0e9aa268171b79e80f.pdf

