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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento do processo de
enriquecimento protéico da Algaroba utilizando Saccharomyces cerevisiae, tendo como
principal caracteristica otimizar técnicas geradas ou adaptadas para as condi¢des da
regido semi-drida, para a producdo de fonte alimentar rica em proteinas. O produto
obtido tem como objetivo produzir uma ragdo animal, contribuindo para minimizar a
caréncia alimentar na época critica do ano. Os experimentos foram desenvolvidos em
bandejas de PVC medindo 10 x 17,5 cm e altura de 4,3 cm. Foram utilizadas 47, 94 e
141 g de matéria-prima, distribuidas no reator, apresentado diferentes espessuras do
substrato. Na realizacdo dos ensaios, foram inoculados a mesma concentragdo celular e
diferentes valores de pH e extrato de levedura, como pardmetros comparativos
experimentalmente. Foi realizado um Planejamento Experimental 3°, utilizando-se trés
varidveis (massa de algaroba, valor de pH e teor de extrato de Iévedo), a fim de otimizar
os parametros. Adotou-se como resposta o teor seco de proteina bruta. Os resultados
obtidos para o tempo de 48 e 96 horas foram avaliados estatisticamente pelo software
Design Expert 7.1.5. O maior enriquecimento protéico da Algaroba foi obtido com 96
horas de fermentacdo quando utilizado 47g de matéria prima, pH 7,0 e 0,3% de extrato

de 1évedo.

Palavras chave: Fermentacao semi-sdlida, Levedura, Proteina.



ABSTRACT

The present study was aimed to develop the protein enrichment process of mesquite
using Saccharomyces cerevisiae by optimization of techniques generated or adapted to
the condition of semi arid region, for the production of food sources rich in protein,
vitamin, minerals and energy. The product obtained aims the animal feed, contributing
to reduce food shortages in dry season of year. The experiments were conducted on
PVC trays measuring 10 x 17,5 cm and height of 4,3 cm. We used 47, 94 and 141 g of
raw material, distributed in the reactor, presented different thicknesses of the substrate.
In conducting the tests were inoculated the same cell concentration and different pH and
yeast extract as comparative parameters experimentally. It was made an experimental
design 3°, using three variables (mass of mesquite, pH and concentration of yeast
extract) to optimize the parameters. It was adopted like response to crude protein
content dry.The results for the 96 hours were statistically analyzed by the software
Design Expert 7.1.5.The best results for protein enrichment of mesquite were to the
process time of 96 hours. The higher protein enrichment of Mesquite was obtained with
96 hours of fermentation when used 47g of raw material, pH 7.0, and 0.3% yeast

extract.

Key words: Solid state fermentation, Yeast, Protein.
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1 INTRODUCAO

Com o crescimento populacional, hd necessidade de suprir a demanda por
alimentos, buscando-se novas alternativas vidveis, para produc¢do destes e outros
produtos de valor comercial reconhecido. Os recursos regionais disponiveis no semi-
arido, propiciam o desenvolvimento de estudos para consolida¢do do aproveitamento

integral destes.

A algarobeira é um vegetal adaptado as condi¢des climdticas do semi-arido
nordestino e possui grande potencial de producdo de frutos que, se explorados
adequadamente, poderao ser transformados em produtos de alto valor agregado. As suas
vagens fazem parte dos alimentos usados pelo homem desde a pré-histéria, nas regioes
onde a planta é nativa. Sdo palatdveis, aromdticas, lembrando baunilha, e doces em

funcdo do elevado teor de sacarose. (www.ct.ufpb.br, 2009)

A alimentacdo racional dos ruminantes visa fornecer os nutrientes capazes de
manter e assegurar as exigéncias de sua manuten¢do e o nivel de producdo pretendido.
O sucesso da qualidade da carne e a exploragdo leiteira lucrativa se tornam possiveis,
quando se trabalha com as condicdes alimentares adequadas, que permitem altas
producdes a custos mais econdmicos. Isto se torna possivel, principalmente, por
intermédio de um manejo nutricional, reprodutivo e sanitdrio adequado (ARAUJO et

al., 2007).

Na regido semi-arida, os animais estdo sujeitos a graves problemas alimentares,
determinados pelos longos periodos de estiagem, quando a principal fonte forrageira
apresenta baixa produtividade e baixo valor nutritivo, com reflexos na produgdo de
carne e leite. Conseqiientemente, nesta época, os criadores da regido recorrem ao uso de
concentrados comerciais para suplementagdo protéica na dieta dos animais, o que onera

os custos de producao, tornando a atividade antiecondmica (OLIVEIRA et al., 2005a).

O enriquecimento protéico de produtos naturais por bioprocesso em meio semi-
solido, permite obter racdo animal com valor nutritivo adequado. A diversificacdo de
substratos utilizdveis na fermentagdo semi-sdlida, incluindo residuos agricolas e
industriais, contribui também para minimizar os problemas de poluicio no meio

ambiente (CAMPOS, 2003).



A producdo de alimentos de origem animal, rico em proteinas, vitaminas, e
minerais, pode minimizar a caréncia alimentar em época critica do ano (CAMPOS,

2005).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Algaroba

A algarobeira, Prosopis juliflora Sw. DC pertence a familia Leguminosae,
subfamilia Mimosodae, sendo popularmente conhecida pelos nomes: algaroba,
algarobeira, algarobo. As arvores adultas podem apresentar de 10 a 20 metros de altura

(Figura 1)

Figura 1- Algarobeira (Fonte: http://rubensmr-campos.blogspot.com/2009_11_01_archive.html)

Na Figura 2, sdo visualizados os frutos da algarobeira, que sdo vagens amarelas,
onde as sementes estdo contidas no seu interior. Suas sementes chegam a 2 centimetros

e suas folhas sdo compostas, bipinadas.

Figura 2- Vagens da Algaroba.



Esta leguminosa, origindria dos Andes no Peru, espalhou-se pelo México,
sudoeste dos Estados Unidos, fndia, Africa do Sul, Austrilia, Jamaica e Havai
(www.redetec.org.br, 2010). Foi introduzida no Brasil na década de 40. A algaroba
(Prosopis juliflora) € uma leguminosa com alto teor de proteinas, fibras, sais minerais e
acucares; adaptou-se as condicdes climaticas do semi-arido nordestino e possui grande
potencial de producdo de vagens que, se exploradas adequadamente, através de

processos de biotransformacdo, podem ser obtidos produtos de alto valor agregado.

Segundo Negreiros et al (1987), citados por Borges (2004), suas vagens sao
compridas, achatadas e em geral, levemente curvadas, apresentam elevado valor
nutritivo e 77% de digestibilidade in vitro. Silva et al (2001) mencionam a excelente
palatabilidade da algaroba, que apresenta de 25 a 28% de glicose, 11 a 17% de amido, 7
a 11% de proteinas, 14 a 20% de acidos organicos, pectinas e demais substancias.
Segundo Borges (2004), possuem em média 219 mm de comprimento por 13,4 mm de
largura e pesam, em média, 10,5 g. As sementes correspondem a cerca de 7 % do peso

das vagens.

Dessa forma, a algarobeira concentra seu valor nutritivo nas vagens (frutos),
constituindo uma rica fonte de carboidratos com valores de energia bruta comparaveis
aos do milho (STEIN et al, 2005). Almeida et al. (2008) afirmam que o farelo da vagem
de algaroba mostrou-se um alimento alternativo de destaque. A algarobeira também ¢é
utilizada em reflorestamento, producdo de madeira, carvao vegetal, estacas e apicultura,

além de alimentagao animal (ALMEIDA et al, 2008).

No género Prosopis, algumas espécies ja foram descritas como extremamente
agressivas e outras sao efetivamente invasoras (National Academy of Sciences, 1980).
Segundo Pasiecznik (2001), quase todas as espécies de Prosopis podem sobreviver em
areas com baixa pluviosidade e periodos secos muito prolongados, o que facilita o
estabelecimento em locais indspitos.

E uma planta de crescimento rapido capaz de criar um microclima que reduz a
evaporacdo do solo, altamente recomenddvel para o reflorestamento de regides
castigadas por longas estiagens. Além de possuir um vigoroso sistema radicular que

impede as erosoes, a algarobeira € um excelente adubo verde para os solos mais pobres.

Segundo Jardim (1976), as vagens sdo palatdveis, em fun¢do do elevado teor de

acucares, podendo ser utilizadas em misturas de concentrados, além de apresentar



elevado valor nutritivo. Salienta-se o valor forrageiro em suas ramas e frutos, sendo

bastante apreciados pelos animais.

Nas regides onde a planta € nativa, suas vagens fazem parte da alimentacdo do
homem desde a pré-histdria, tendo como uma das suas principais caracteristicas, a
qualidade protéica, comparando-se a outros alimentos do semi-arido (Tabela 1).

Tabela 1. Comparagdo do conteido protéico das vagens e folhas da Prosopis sp. com outros alimentos

comuns das regides dridas do Brasil.

Alimentos Proteina (%)
Vagens de Prosopis juliflora 12,9
Folhas de Prosopis juliflora 13,6
Mandioca (Manihot esculenta) 1,6
Milho (Zea mays) 6,0
Alfafa (Medicago sativa) 14,1
Capim da Guinea (Panicum maximum) 2,6
Pineless cactus (Opuntia ficus-indica) 0,4

Fonte: Adaptado por Borges (2004).

A composicdo quimica e o valor energético das vagens de Algaroba podem
variar de acordo com o local onde é produzida, mas de forma geral apresenta elevados
teores de carboidratos e lipideos e menores teores de proteinas. Possibilita o amplo
emprego na alimentacdo animal e humana, tendo em vista que seu valor nutritivo é
similar ou superior ao de outras leguminosas comumente utilizadas como ingredientes

nas dietas (SILVA e AZEVEDO, 1998).

Segundo Silva et al (2007) a concentragdo de agucares totais na farinha € de
algaroba de 56,5 g.100 g ', valor que somado a concentracdo de fibras, totaliza 63,7
2.100 g 7' de carboidratos (Tabela 2). Fatores como condi¢des de cultivo e solo, pode
variar a composicao da farinha de Algaroba.

Tabela 2. Composicdo fisico—quimica da farinha de algaroba

Analises g.100 g'1
Umidade 5,8+0,9
Aciicares totais 56,5+ 0,4
Aciicares redutores 4,6+0,3
Fibra alimentar total 7,2+0,5
Proteina 9,0+1,5
Cinzas 3,6+0,1
Extrato estéreo 2,1£1,3
Tanino 0,3+0,0

Fonte: Adaptado Silva et al, 2007.



A partir do contetido em cinzas detectado (3,6 g 100 g —1), Silva et al (2007)

determinaram as concentracdes de alguns dos minerais presentes na farinha de algaroba

(Tabela 3).

Tabela 3. Minerais presentes na farinha de algaroba.

Minerais mg.100 g'1
Calcio (Ca) 390,00
Fosforo (P) 749,00
Magnésio (Mg) 173,00
Ferro(Fe) 11,00
Zinco (Zn) 0,20
Sodio (Na) 1,20
Potassio (K) 0,66
Manganés (Mn) 0,19
Silicio (Si) 0,52
Aluminio (Al) 330,00
Cobre (Cu) 32,50

Fonte:Adaptado Silva et al, 2007.

Pelas andlises da farinha de algaroba apresentadas, observa-se que o teor de
proteina € muito baixa (9,0%). Segundo Silva et al. (2002), toda a producdo brasileira
de vagem de algaroba se concentra na regido nordeste, num montante superior a 1
milhdo de toneladas, com rendimento bruto do produto in natura superior a 12 milhdes
de dolares, sendo pequena parte desta producdo destinada para a producdo da farinha

integral de vagem de algaroba (FVA).

Devido aos problemas de deficiéncia protéica - caldrico, de superpopulagdo e
escassez de alimentos, as leguminosas comestiveis assumem, cada vez mais,
importancia significativa nas dietas, contribuindo para a reducdo da ma nutricao

protéica prevalecente nos paises subdesenvolvidos (BRAGA, 2003).



2.2 Leveduras

Leveduras sdo fungos unicelulares com reprodugdo vegetativa por brotamento
ou fissdo bindria (Figura 3). Sdo largamente encontradas na natureza: sdo comuns no
solo, nas superficies de 6rgaos dos vegetais, principalmente em flores e frutos, no trato

intestinal de animais, em liquidos acucarados, e numa grande série de outros locais.

Podem apresentar células com formas arredondadas, ovais ou elipticas, porém
variam consideravelmente no que se referem as suas dimensdes, com limites desde 1 a 5

pm de largura e 5 a 12 pm de comprimento.(Figura 4).

Figura 3- Forma de Reproducio das Leveduras (Fonte: http://essa.blogspot.com/2007)

Contudo, essa distincdo varia de acordo com cada espécie, pois mesmo em
culturas puras, hd considerdveis variacdes de tamanho e de forma das células

individuais, dependendo da idade e do ambiente.

Figura 4 - Microscopia eletronica de varredura de células de Saccharomyces cerevisiae - 3000x (Fonte:
ALBERTINI, 2001).

Suas principais estruturas sdo compostas de parede celular, membrana
citoplasmadtica, reticulos endoplasmaéticos, organelas relacionadas, mitocondrias, ndcleo

e vactiolos (Figura 05).
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Figura 5- Estrutura de uma Levedura tipica, como as de Saccharomyces Cerevisiae.

Quanto a composi¢ao quimica das leveduras, elas apresentam de 68% a 83% de
dgua, além de substancias nitrogenadas, carboidratos, lipidios, vitaminas, minerais,
entre outros. Como qualquer forma de vida, as leveduras necessitam de fatores fisicos e
quimicos importantes, indispensdveis para seu crescimento e reproducdo. Alguns
elementos sdo basicamente necessdrios, como agua, fontes de carbono e nitrogénio,
oxigénio e minerais (TORTORA et al, 2002). A maioria das leveduras sdo organismos

saprofitas, entretanto, existem espécies patogénicas.

A biomassa de leveduras pode ser utilizada tanto integralmente quanto apenas
alguns de seus componentes. Para isso sdo empregadas diferentes técnicas com a
finalidade de se obter o produto final desejado (VILELA et al, 2000). Destaca-se ainda,
dentre os microrganismos, como produtores de proteinas, podendo ser utilizadas na
nutricdo humana, ndo apenas como fonte protéica como também devido a teores
adequados de vitaminas do complexo B; apresenta em termos de digestibilidade e valor
bioldgico, em torno de 87%, relativamente altos quando comparados aos totais do ovo

de galinha, da ordem de 96% (PEPPLER, 1970).

Nas tabelas 4, 5 e 6 sdo apresentados, de modo geral, a composicdo de células de
levedura, onde o autor compara resultados obtidos da composi¢do do microrganismo

encontrados na literatura.



Tabela 4. Composicio quimica da célula de levedura.

Componente (%) Leveduras em geral Levedura de cervejaria
(KHILBERG, 1972) | (CABALLERO CORDOBA et al,1997)

Nitrogénio 7,5-9,0 -

Proteina Bruta 47,0 - 56,0 48,5

Acido Nucléico 12,0 7,52 (ribonucléico)

Cinzas 5,0-9,5 8,33

Lipidios 2,0-6,0 3,44

Fibra Solavel - 9,59

Fonte: Adaptado Peppler, 1970

Tabela 5. Composicio aminoacidica da célula de levedura.

Aminoacidos g/16g N
Lisina 8,43
Valina 6,67
Leucina 8,13
Isoleucina 5,19
Treonina 5,20
Metionina 1,63
Cistina 1,60
Fenilalnina 4,50
Triptofano 1,10
Histidina 3,14
Tirosina 4,87
Arginina 5,34

Fonte: Adaptado Peppler, 1970

Tabela 6. Caracterizacdo e quantificagdo do nitrogénio presente na célula de levedura.

Componentes que apresentam N (%)
Aminodcidos 80
Acidos Nucléicos 12
Amonia, vitaminas e enzimas 8

Fonte: Adaptado Peppler, 1970




A obtencdo de proteina unicelular de leveduras ocorre pela conversio dos

carboidratos presentes na matéria-prima em

biomassa celular, através de um

bioprocesso agitado e aerado. O metabolismo estd resumido nas Figuras 6. Os

carboidratos considerados substratos para fermentacdo tanto podem ser enddgenos

(constituintes de leveduras, como glicogénio e
glicose, frutose e outros) que fornece energia

unidades estruturais ativadas sao unidas uma a ou

trealose); como exdgenos (sacarose,
a levedura (LIMA et al, 2001). As

tra para formar substancias complexas

que se tornam parte estrutural ou funcional da célula, como observa-se na Figura 7.
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Os microrganismos, como os fungos, sao considerados fonte unicelular de
elevado teor protéico, além de apresentarem rdpido crescimento e possibilidade de
cultivo em vdrios tipos de substratos, podendo substituir os produtos protéicos
existentes, sendo inserido dessa forma na industria de alimenta¢do animal. Os precos
dos suplementos protéicos aumentam de forma abusiva freqiientemente, existindo um
grande interesse pelo aproveitamento destes alimentos ndo convencionais no Brasil
(BUTOLO, 2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo atrativo de se
trabalhar por ser nao-patogénico; devido a sua longa histéria de aplica¢do na produgdo
de produtos consumiveis como o etanol e o pao, foi classificada como microrganismo
geralmente considerado seguro (GRAS — generally regarded as safe) (OSTERGAARD
et al, 2000), podendo dessa forma, ser aplicada para alimentagdo animal.

Pesquisas na drea de nutricio de ruminantes tém evidenciado a importancia da
populacdo microbiana tanto na digestdo de carboidratos como na contribuicdo da
proteina microbiana para suprir os requisitos da proteina animal. Cerca de 70 a 85% da
matéria seca (MS) digestivel da racdo sdo digeridos pelos microrganismos ruminais,
produzindo células microbianas, amodnia, metano, diéxido de carbono e acidos graxos
volateis (SILVA e LEAO, 1979). Dessa forma, a digestibilidade do alimento ira refletir
sobre seu aproveitamento pelos microrganismos do rimen e expressar a capacidade do

animal em utilizar, em maior ou menor escala, seus nutrientes.

2.3 Proteinas

Sao polimeros de alto peso molecular, cujas unidades bésicas sdo aminoacidos
ligados entre si por ligacdes peptidicas (Figura 8). E possivel encontrar proteina em
praticamente todo maquindrio celular, exercendo papel fundamental estrutural e
funcional. Essas moléculas organicas sdo encontradas em abundancia, podendo

constituir em média 50% do peso seco de algumas células.
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Figura 8- Estrutura primdria de proteinas.



De maneira geral, as proteinas desempenham nos seres vivos as seguintes
funcgdes: estrutural, enzimdtica, hormonal, de defesa, nutritiva, coagulacao sangiiinea e

transporte.

As funcdes do organismo estdo diretamente relacionadas as proteinas, atuando
como, por exemplo, na forma de enzima, catalisando todas as reacOes metabdlicas e

habilitando o organismo a construir outras moléculas necessarias a vida.

As proteinas desempenham papel na manuten¢do, no reparo € no crescimento
dos tecidos corporais, podendo inclusive ser fonte de energia alimentar. Quando as
reservas de glicogénio estao reduzidas, a produgdo de glicose comega a ser realizada a
partir da proteina. Isto acontece muito no exercicio prolongado e de resisténcia.
Conseqiientemente hd reducdo tempordria nas "reservas" corporais de proteina
muscular. Em condi¢des extremas, pode causar reducdo significativa no tecido magro
(perda de massa muscular) (PINHEIRO, 2005).

Os compostos nitrogenados que entram na formacdo das proteinas sao
conhecidos como aminodcidos (aas) (Figura 9), compostos organicos que contém grupo

acido (carboxilico) e aminico.
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Figura 9- Niveis de organizagdo das estruturas protéicas (Fonte: LEHINGER, 2004).



Segundo Aquarone et al. (2001), o valor nutricional de uma proteina é
determinado através da andlise dos aminodcidos presentes, destacando-se os teores de
aminodcidos essenciais. A Saccharomyces cerevisiae possui em sua composicao teor de
proteinas pode superar 45% e sua concentracdo de aminoacidos essenciais, como lisina,
triptofano e treonina é satisfatéria. Porém, possuem menor quantidade de aminodcidos

sulfurados, como a metionina e a cisteina (ROEPCKE, 2007).

A disponibilidade dos aminodcidos depende da digestibilidade das proteinas, ou
seja, de sua capacidade de liberd-los. Numa forma geral a quantidade de proteinas
animais ultrapassa a de proteinas vegetais. A proteina tem papel fundamental na
nutricdo de ruminantes, sendo sua essencialidade ndo apenas pelo fornecimento de
aminoécidos para o animal, mas principalmente, como fonte de nitrogénio para a sintese

de proteina microbiana (OLIVEIRA JUNIOR et al, 2004).

A digestdao é um processo de conversdo de macromoléculas do alimento para
compostos simples que podem ser absorvidos a partir do trato gastrointestinal. Medidas
de digestibilidade tém contribuido significativamente para o desenvolvimento de

sistemas, a fim de descrever o valor nutritivo dos alimentos (VAN SOEST, 1994).

O valor nutricional dos concentrados protéicos decorre de sua composicao
centesimal, do balanceamento dos aminoécidos, da presenca de vitaminas, de minerais e

digestabilidade (AQUARONE et al., 2001).

2.4 Fermentacio semi-sélida

A fermentagdo semi-sélida (FSS) é também chamada de fermentacdo sélida ou
em estado sélido. De um modo geral, a FSS € um processo microbiano que se
desenvolve na superficie de materiais s6lidos, que apresentam a propriedade de absorver
ou de conter 4gua, com ou sem nutrientes soliveis. Estes materiais sélidos podem ser
biodegraddveis ou ndo. Para a FSS, é necessdrio que os microrganismos crescam com
nutrientes difusiveis sob ou sobre a interface liquido-sélido (VINIEGRA-GONZALEZ,
1997 citado por MUNIZ, 2009).

Segundo Moraes (2001), citado por Campos (2003), a fermentacdo semi-sélida
apresenta diversas vantagens, quando comparada ao processo de fermentacao submersa,
devido a seus aspectos fisico-quimicos, especialmente sua reduzida necessidade de
dgua, tornando o processo mais produtivo e baixo investimento de capital e energia

requerida.



A maioria dos processos fermentativos semi-sélidos tem como principio que o
suporte solido atua também como alternativa nutritiva, ja que nesse tipo de fermentacdo
normalmente existem dois tipos de materiais insoldveis em d4gua, onde os

microorganismos crescerao.

Dentre os microrganismos utilizados em fermentagdo em meio semi-sélido tém-
se destacado a Saccharomyces cerevisiae como excelente fonte de proteinas, ndo
apresenta caracteristicas patogénicas, podendo ser usada como alimento humano e

animal (RODRIGUES, 2001).

A produgdo industrial em larga escala de biomassa flingica apresenta inimeras
vantagens, quando comparada aos métodos tradicionais para a producdo de proteinas.
As vantagens mais caracteristicas sdo: a alta velocidade de crescimento; alto conteido
de proteina, que em peso seco pode atingir valores entre 50-55%; pode ser utilizada
grande diversidade de fontes de carbono alternativas, entre elas os residuos
agroindustriais; as instalacdes para a producdo de proteinas fungicas ocupam pequenas
dreas e resultam em alta producgdo; a producdo microbiana independe das variacdes

climéticas (SILVEIRA e FURLONG, 2007).

Em escala laboratorial, para a fermentacdo semi-sélida (FSS), normalmente
utilizam-se bandejas (Figura 10), cuja localizacdo deve ser apropriada para
desenvolvimento da fermentacdo. A relacdo volume de substrato e dimensdao do

fermentador deve ser mantida de modo a favorecer a aeracgao.

Para dimensionar o reator, segundo Schmidell et al.(2001), verifica-se primeiro a
escala laboratorial, mas atento a pardmetros que ndao sdao compativeis em escala
industrial, como efeitos de espessura da camada, compactacdo do substrato, taxa de

aeracdo e da dissipacao de calor.

Figura 10- Fermentagdo semi-sélida em bandeja (Fonte: MUNIZ, 2009).



Outras vantagens do enriquecimento protéico em meio semi-s6lido, em relacio a

fermentacdo submersa:

. Obtencdo de produtos concentrados (que facilitam a extragdo);

. Baixo teor de umidade dos substratos (que propicia o crescimento de

fungos filamentosos e leveduras).

A diversificacdo de substratos utilizdveis na fermenta¢do semi-sélida inclusive
residuos agricolas e industriais, contribui também para minimizar os problemas de

poluicdo no meio ambiente.

2.5 Concentrado protéico

Para aplicacdo na industria alimenticia sdo desenvolvidas pesquisas de fontes
protéicas ndo-convencionais. A necessidade de se empregar recursos naturais, retirando-
os do préprio meio, com a finalidade de utilizar ou preservar a vegetacdo, vai de
encontro ao desejo social de iniciativas que, simultaneamente, conservem estes recursos
e fornecam produtos mais sauddveis sem comprometer os niveis tecnoldgicos,
resultando em uma prética agricola que ndo prejudique o meio ambiente e a saude

(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2000).

Durante os longos periodos de estiagens, escassez alimenticia para animais, na
tentativa de superar tais problemas, os criadores recorrem ao uso de concentrados
comerciais para suplementacdo protéica na dieta dos animais, o que onera
substancialmente os custos de producdo, tornando a atividade antieconOmica

(BUTOLO, 2001).

O maior problema da utilizacdo de alimentos ricos em proteinas € o seu elevado
custo. Uma vez que o produtor possa enriquecer com proteina as forragens que dispdem
em sua propriedade, os custos da alimentacdo protéica diminuirdo, pois nao havera
despesas com transporte de racdo e estard utilizando apenas material produzido em sua

fazenda (PERAZZO NETO (1999) citado por ARAUJO et al (2009)).

Segundo Madruga et al (2004), alimentos de origem vegetal tem importancia
também para populagdes mais carentes, podendo servir como suplemento alimentar.
Sabe-se que as leguminosas, geralmente, apresentam considerdvel valor nutritivo e tém
sido empregadas na nutricdo humana e animal por serem uma boa fonte protéica

(BRAGA, 2003).



Para tentar resolver problema no periodo seco, os produtores fornecem
suplementagdo alimentar a base de graos e cereais aos rebanhos (REBOUCAS, 2007).
Porém, a maioria das espécies que compdem a base da suplementacdo ndo sdo
adaptadas as condicdes climéticas do nordeste brasileiro e acabam onerando os custos
de producdo. A alimentacdo racional dos ruminantes visa fornecer os nutrientes capazes
de manter e assegurar as exigéncias de sua manuten¢do e o nivel de producdo

pretendido.

A digestibilidade dos nutrientes da ra¢do fornece, em outras palavras, uma idéia
da capacidade do alimento em ser aproveitado pelo animal (LIMA JUNIOR, 2006) e
pode ser influenciada por varios fatores, dentre os quais, a composi¢do quimica da racao

e a interacdo entre os alimentos que a compoe.

As vagens de algaroba utilizadas como uma das principais fontes alimentares
animais; suas favas podem causar intoxicacdo, pois contém alcaldides piperidinicos,
mas € incerto se essas substancias sdo responsdveis por distirbios neuroldgicos, que € a

lesdo primadria da intoxicagdo (TABOSA et al, 2002).

Os alcaldides sao substancias de cardter alcalino que ocorrem naturalmente,
sobretudo nas angiospermas e sdo originados, geralmente, a partir de aminoécidos.
Esses compostos podem ser encontrados em todas as partes do vegetal, porém ha locais
onde ocorre acumulo preferencial, como por exemplo, nos tecidos em crescimento
ativo, células epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vasculares e vasos lactiferos
(COSTA, 2008). As vagens, quando secas em estufa, eliminam esse alcaldide,

desintoxicando material proveniente da mesma.

Uma forma de reduzir os custos de alimentacdo e contornar o problema da
estacionalidade, seria fomentar a utilizacdo de alimentos alternativos em substitui¢io a
ingredientes tradicionais dos concentrados (AGUIAR et al, 2010). Uma das alternativas
que se apresenta € a utilizacdo de vagens de algaroba (Prosopis juliflora), uma vez que
essa pode substituir parcialmente o milho na formulacdo de concentrados, permitindo

diminui¢do no custo de produ¢do (REBOUCAS, 2007).



3 OBJETIVOS

3.2 Objetivo geral

Obtencdo de produto a base de algaroba, enriquecido via biotransformacao,
através da acdo de Saccharomyces cerevisiae, com a finalidade de suprir as

necessidades nutritivas dos animais.

3.3 Objetivos especificos
e Selecdo de linhagens de Saccharomyces cerevisae com alto teor protéico;

e Avaliagdo do enriquecimento protéico de vagens algaroba pela linhagem

selecionada;

e Efeito de parametros de processo no enriquecimento protéico (matéria prima,

pH e extrato de levedura;

e Padronizacdo de parametros de processo através de planejamento

experimental.



4 MATERIAIS E METODOS

Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratério de Derivados da Cana-de-
Acucar (LDCA), localizado na Unidade Académica Centro de Tecnologia (UACTEC),
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

4.1 Matéria prima

As vagens coletadas maduras ainda na planta ou apds sua queda natural na
regido semi-arida da cidade de Delmiro Gouveia - AL foram levadas ao laboratdrio,
para selecdo, excluindo-se as que apresentaram infestacdes por pragas, danos
mecanicos, mofos e atrofiamento, entre outros defeitos. Em seguida, foram colocadas
durante 24hs em estufa a 80°C, com intuito de eliminar a toxina existente nas
leguminosas e facilitar a trituracdo. Apds o tempo estabelecido, as vagens foram
trituradas em liquidificador industrial onde, mesmo apds este procedimento, as

sementes foram mantidas intactas. O material obtido foi utilizado para a fermentacao.

Este procedimento foi descrito por Negreiros (1992), citado por Borges (2004),
que estudando fontes alternativas de alimentos, obteve farinha e xarope a partir das
vagens da algaroba. Com relacdo aos provdveis fatores antinutricionais existentes na
vagem desta leguminosa, tais como inibidores de tripsina e quimiotripsina, 0 mesmo
autor encontrou elevados teores nas sementes, baixos teores na vagem inteira nao
processada e auséncia dos mesmos na farinha de algaroba. Mantendo as sementes
intactas, reduz-se ainda mais a possibilidade de liberac@o de substancias antinutricionais

eventualmente presentes no interior das sementes.

4.2 Selecao de linhagens de leveduras com alto teor protéico

Foram utilizadas 3 linhagens de Saccharomyces cerevisiae provenientes de
destilarias da regido Nordeste e designadas por USCL (Usina Santa Clodildes), UTRI
(Usina Triunfo) e UPMT (Usina Pumaty). As linhagens foram cedidas pelo Laboratério
de Genética e Microbiologia Aplicada, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Satde —

ICBS/UFAL.



4.2.1 Preparo do in6culo.

Para o preparo dos indculos os micro-organismos foram cultivados em Erlenmeyers
contendo 100mL de meio de cultura YEPD (MARTINS, 1998), a temperatura de
30+1°C/24 horas sob agitacdo de 125 rpm em agitador Modelo TE-421 — Tecnal. Apds
crescimento as células dos micro-organismos foram quantificadas, apds tratamento com
azul de metileno, utilizando-se Microscépio Nikon, modelo Eclipse E-200. Estes
ensaios objetivaram a obtencao de suspensdo de células padronizadas a serem utilizadas

como indculo para a determinagdo da cinética do crescimento das leveduras.

4.2.2 Determinag¢ao da cinética de crescimento das linhagens de leveduras.

Os cultivos dos micro-organismos foram conduzidos em Erlenmeyers de 500mL
contendo 100mL do meio de cultura YEPD (MARTINS, 1998) inoculados com um
volume que correspondia a aproximadamente 1,0x10° células de leveduras vivas/mL,
padronizada para todos os ensaios. Apds a inoculagcdo os Erlenmeyers foram colocados
em agitadores a 30+1°C e 125 rpm. Durante o crescimento, amostras de 15 mL foram
coletadas em intervalos de 2 horas, at¢ o final do processo. Foram realizadas
quantificacdes das concentragdes dos Acgucares Redutores Totais (ART), e contagens de
células. O final do processo foi definido quando se obteve resultados consecutivos de
absorbancia préoximos entre si durante as 3 dltimas amostragens, indicando a exaustio
do substrato e estabilizacdo do crescimento das leveduras. Para cada linhagem foram

conduzidos 3 experimentos.

Quando o crescimento atingiu a estabilidade, centrifugou-se o material restante nos
reatores e, apos lavagens, as células foram suspensas em 30 mL de dgua destilada,
sendo entdo encaminhadas para andlise de peso seco, obtido quando da determinagdo da

umidade da amostra.

4.2.3 Determinac¢do do teor protéico das amostras de UTRI, UPMT e USCL.

Ap6s os experimentos para avaliag@o cinética de crescimento, foi feita avaliagao

protéica das mesmas, seguindo o seguinte procedimento.



Inicialmente as linhagens dos micro-organismos foram cultivadas em 100ml
de meio de mosto, contidos em Erlenmeyer de 500 mL, por um periodo de 24hs. Apds
esse procedimento, o meio fermentado foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos.
Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e, o sedimentado ressuspendido

para determinacao de proteina bruta e umidade.

4.3 Padronizacao de parametros de processo através de planejamento

experimental

Foi realizado um Planejamento Experimental 3°, utilizando-se trés varidveis (massa
de algaroba, valor de pH e teor de extrato de 1€vedo), a fim de verificar a influéncia
destes parametros no enriquecimento da farinha da Algaroba, conforme Tabela 07.
Adotou-se como resposta o teor seco de proteina bruta. Os resultados obtidos para o
tempo de 48 e 96 horas foram avaliados estatisticamente pelo software Design Expert

7.1.5.

Tabela 7. Efeito de parametros de processo no enriquecimento protéico.

Experimentos Massa de Matéria pH Concentracao de
Prima (g/reator) Extrato de Lévedo (%)
1 47 45 0,10
2 94 4,5 0,10
3 141 45 0.10
4 47 5,5 0,10
S 94 55 0,10
6 141 5,5 0,10
U 47 7,0 0,10
8 94 7,0 0,10
9 141 7.0 0.10
10 47 4,5 0,20
L 94 45 0,20
12 141 45 0.20
13 47 55 0,20
14 94 5,5 0,20
15 141 55 0.20
16 47 7,0 0,20
_ 94 7,0 0,20
18 141 7,() 0,20
19 47 45 0,30
20 94 4,5 0,30
21 141 45 0.30
22 47 5,5 0,30
23 94 55 0,30
24 141 55 0.30
2> 47 7,0 0,30
26 94 7,0 0,30
27 141 7.0 0.30




Os experimentos foram conduzidos em bandejas de PVC medindo 10 x 17,5 cm e
altura de 4,3 cm. A distribuicdo de matéria - prima no reator foi feita de acordo com a
Tabela 8, onde para cada série utilizou-se 3 bandejas com espessuras diferentes e

mesma concentracao celular ( 10° UFC/mL).

Para preparacdo do indéculo, transferiu-se uma al¢ada de levedura conservada em
meio de cultura sélido, para 100mL de meio YEPD (MARTINS, 1998) contido em
Erlenmeyer de 500mL. Apds inoculagdo, o Erlenmeyer foi colocado na Incubadora
Refrigerada com Agitagdo Orbital (Shaker) — Modelo TE- 421 — Tecnal durante 24 hs.
ApGs esse tempo, o meio apresentou aproximadamente 10° leveduras vivas/mL.
Utilizou-se 100ml desse cultivo para inoculagdo de cada reator contendo o meio a base

da mistura com a algaroba triturada.

Durante o processo fermentativo foram retiradas amostras com 0, 24, 48, 72 ¢ 96 h,
para as determinagdes analiticas. Verificou-se que, ap6s 24 horas de fermentagdo, o
meio apresentou-se com baixa umidade, sendo necessdria a adi¢do de cerca de 20 mL de

agua.

Tabela 8. Distribui¢do da Algaroba no reator

Altura do Massa de
substrato (cm) substrato(g)
Bandeja 1 1,5 47
Bandeja 2 2,0 94
Bandeja 3 2,5 141

4.4 Determinacoes Analiticas
4.4.1 Viabilidade celular

O método consistiu em contagem celular direta em cdmara de Neubauer,
utilizando-se microscépio NIKON, modelo Eclipse E-200. Estimou-se a proporcio de
células vidveis, e em paralelo, pode-se observar a morfologia celular (ANTONINI,
2004). As células foram coradas com azul de metileno considerando-se mortas as

células azuladas e vivas as com colora¢do normal, conforme se verifica na Figura 11.
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Figura 11- Camara de Neubauer, evidenciando-se, em azul, os quadrados contados, assim como as
células coradas (mortas) e ndo coradas (vivas) pelo azul de metileno

4.4.2 Determinac¢do de Ac¢ucares Redutores Totais (ART).

A determina¢do dos Acucares Redutores Totais (ART) foi feita pelo método
volumétrico de Lane e Eynon (1950), que consiste na determinacdo dos Acucares
Redutores originalmente presentes na amostra a ser analisada mais os Acucares
Redutores provenientes da hidrélise da sacarose. A soma desses aglcares passa a ser

denominada de Actcares Redutores Totais.

4.4.3 Quantificacdo celular através de Absorbancia

e Retirou-se uma aliquota de 15 mL do meio em fermentagdo, centrifugou-se
em Centrifuga Excelsa II —. Modelo 206 MP — FANEM, com rotagdo 3000 rpm,

durante 10 minutos.

® Apds a centrifugacdo, utilizou-se o sobrenadante para andlise de ART; a
biomassa sedimentada foi ressuspendida em &4gua destilada, e, novamente, &
centrifugada. Este procedimento foi repetido 3 vezes para garantir a lavagem das
células. O material centrifugado foi diluido e quantificado por

espectrofotometria a 480 .



4.4.4 Umidade

A umidade representa a quantidade de &4gua contida nos alimentos, que
normalmente a contém em diversas proporcdes. O procedimento consistiu em aquecer
diretamente a amostra a 105°C, fazendo com que a umidade da amostra seja retirada
através de volatilizacdo, causada pelo calor (AOAC, 1992). Apds o periodo de secagem
0 que sobra € a matéria seca e a partir de seu peso final se tem a quantidade de umidade

contida na amostra.

4.4.5 Quantificagdo celular através da contagem de unidades formadoras de coldnia

(ufc).

As contagens de ufc foram realizadas cultivando-se os micro-organsimos em
placas de Petri contendo o Meio YEPD (MARTINS, 1998). A incubagio foi a 30£1°C
por 48 horas.

Este método possibilita a detec¢do do ndmero de células capazes de se

multiplicarem e formarem colonias (ANTONINI, 2004).

4.4.6 Determinacdo do pH

Para determinagdao de potencial hidrogenidnico (pH), utilizou-se o método
potenciométrico, realizado com pHmetro digital Digimed, modelo DM20. O método
consiste em medir a quantidade de fons H" ja dissociados, sendo dessa forma a acidez

ativa, real ou atual (OLIVEIRA, 2007).

4.4.7 Determinagao Nitrogénio Total — Proteina Bruta

A proteina bruta refere-se ao grupo de substincias com estruturas semelhantes,

porém com funcdes fisioldgicas muito diferentes. Com base no fato das proteinas terem



quase que constante a porcentagem de nitrogé€nio, que € em torno de 16%, calcula-se

por meio de fator de conversdo, a proteina bruta. (QUEIROZ E SILVA, 2006).

A proteina bruta foi determinada com base no contetido de nitrogénio total, pelo

método de Kjeldhal (AOAC, 2005).
4.4.8 Proteina Verdadeira

Foi realizada através da determinacdo do nitrogé€nio protéico pelo método
R/C/2e UNILEVER RESEARCH LABORATORY COLLOWORTH (1970), conforme
foi descrito por Perazzo(1999). Através deste método € possivel eliminar todo conteido
de nitrogénio nao protéico, permitindo dessa forma, a determinacdo da proteina

verdadeira pelo método Kjedahl.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cultivo dos microrganismos em meio sintético.

Os resultados do crescimento microbiano apds 24 horas de cultura, para as 3

linhagens utilizadas, estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Crescimento dos microrganismos em meio sintético.

Linhagens
Parametros UTRI UPMT? uUscL?
N’ de células/mL 4.2E +07 1,1E+08 7,6E+07
Viabilidade (%) 93,4% 96,1% 95,0%
Brotamento (%) 8,2% 10,3% 21,7%

"Usina Triunfo; 2 Usina Pumaty; 3 Usina Santa Clotilde.

Os resultados da Tabela 9 indicaram elevadas viabilidades celulares (e de
brotamento) para as 3 linhagens de leveduras utilizadas nos ensaios, destacando-se as
cepas UPMT com maior viabilidade celular e USCL com maior % brotamento do que
as demais. Estes valores significaram que o meio de fermentacdo foi adequado.
Ressalte-se a grande diferenca do percentual de brotamento da cepa USCL em relacao

as demais, que favorece maior crescimento em relagc@o as outras leveduras utilizadas.

As linhagens apresentaram concentra¢des celulares superiores a 10°células/mL,
valores considerados para o in6culo. Em vista disso, utilizou-se volumes dos respectivos

. 6 2 . ~ o gy .
cultivos contendo 10°células/mL para a determinacdo das cinéticas de crescimento.

Na fermentacdo etandlica industrial, segundo Duarte et al (2006), inicia-se a
fermentacdo com concentracio celular inicial de 10°a 10" células vivas/mL e no final a
concentracdo celular atinge valores de 10 a 100 vezes maiores que o inicial (10 células

vivas/mL).



5.2 Cinética de crescimento das linhagens de microrganismos utilizadas

A cinética de crescimento microbiano foi realizada através de medidas
espectrofotométricas e contagem total em placas conforme os itens 4.4.3. e 4.4.5 da

metodologia, os resultados estdo apresentados na Tabela 10 e nas Figuras 12, 13 e 14.

Tabela 10. Valores de absorbancia, contagem de células e consumo de ART durante 17 horas de

fermentacdo com linhagens de leveduras.

Linhagem
T UTRI UPMT USCL

empo

(h)p Asgonm | UFC/mL ( g/ﬁ)RoiL) Asgonm | UFC/mL ( g/lAOI({)EL) Asgonm | UFC/mL ( g/lAOI({)EL)
0 0,97 9,1 E+06 6,5 0,86 8,8 E+06 6,0 1,10 7,7 E+06 6,3
2 1,60 2,7E+07 3,7 1,45 1,6 E+07 5,0 1,74 8,5x10° 4,6
4 4,86 9,7 E+08 2,5 3,62 5,0 E+07 4,3 3,78 1,2 E+07 33
6 5,17 9,8 E+09 0,6 4,26 4,2 E+09 0,9 4,86 4,5 E+09 0,8
9 9,86 5,0 E+10 0,4 8,72 5,0 E+10 0,6 10,02 5,5 E+10 0,5
12 9,88 5,0 E+11 <0,2 8,77 1,0 E+11 <0,2 10,15 5,5E+11 <0,2
17 9,94 2,5E+12 <0,2 8,80 2,5E+11 <0,2 10,170 | 5,0 E+12 <0,2

Segundo Viegas (2003), o objetivo basico do estudo da cinética dos processos
microbianos € o de quantificar a taxa de crescimento celular, de consumo de substrato e

formacao de produtos, entre outros.

A Figura 12 apresentou os dados da absorbancia com o tempo de fermentagao,
onde observou- se que, a partir de 12 horas, os valores tenderam a estabilizagdo,

indicando o final do processo fermentativo.

No periodo de 4 a 9 horas, as células estdo crescendo na fase exponencial. Apds
esse tempo, seguindo o mesmo raciocinio, comegou-se a fase de desaceleracdo do
crescimento celular. A partir de 12 horas de processo, a fermenta¢do alcancou o inicio
da fase estaciondria de crescimento, acompanhada até 17 horas de fermentacao, quando
foi considerada encerrada. Quando se avalia a variacdo das unidades formadoras de
coldnias n decorrer do processo fermentativo, notou-se que semelhante aos valores de
absorbancia, com 12 horas de fermentacdo, os resultados tenderam a estabilizacdo

(Figura 13).
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Figura 13- Quantificacdo das UFC durante o crescimento das diferentes linhagens.



Observando-se a Figura 14, verificou-se que o consumo de substrato foi muito
elevado. Em todos os experimentos, os ART residuais foram menores que 0,2%.
Guimaraes (2005) realizou experimentos com 61 leveduras, onde 14 foram identificadas
como Saccharomyces cerevisiae, utilizando como mosto suco de uva, e verificou que a
glicose foi quase totalmente consumida, restando em torno de 0,5 %, em todos os
processos. Ressalte-se que o consumo do substrato € acentuado nas primeiras 6 horas de
fermentagdo. Apds esse tempo, o consumo foi mais lento e, apds 12 horas de
fermentacdo, aproximou-se da estabilidade, com tendéncia ligeiramente decrescente

constatando-se que, a fermentacdo se completou em aproximadamente 12 horas.
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Figura 14- Consumo de substrato durante a fermentagao.

Nas primeiras 6 horas, a velocidade de consumo de ART € decrescente na ordem
UPMT:USCL:UTRI. Apds esse tempo, 0o consumo praticamente se equivale nos 3

casos.

Pacheco (2010), estudando parametros cinéticos para fermentacdo alcodlica
utilizando leveduras floculantes, constatou que com altas concentracdes de sacarose
(substrato), 200 g/LL no inicio da fermentacdo ocorre uma inibicdo, obtendo menor
rendimento ao término da fermentacdo, dessa forma utilizando 180 g/L se obtém

melhores resultados. No presente trabalho acompanhou-se o consumo do substrato,



tendo baixa concentragdo inicial de acicares no meio e, ao término do processo

fermentativo, valor de agucar residual insignificante.

A Figura 15 mostra a relacdo entre absorbdncia e peso seco para as 3 cepas
estudadas. Foi elaborada para a quantificacdo do peso seco para as diversas

absorbancias. O comportamento € aproximadamente linear, conforme esperado.
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Figura 15- Relag@o entre peso seco € Aygonm

Para a elaboracdo da curva do crescimento microbiano, foram feitas 6 dilui¢des
nas amostras das 3 cepas utilizadas, objetivando selecionar ampla faixa de valores das
concentracdes celulares em fungdo da absorbancia. Este grafico é muito importante para

o estudo cinético do processo de enriquecimento.

A partir da relagdo peso seco e absorbancia, obtém a curva, onde foram feitas as
leituras de absorbancia nas diversas amostras durante o processo de fermentagdo e, por
interpolacao, obtidos os respectivos valores do peso seco celular. Os valores de peso de

células secas e Asgp, para o final das fermentagdes sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11. Valores de peso seco de células e Ayg para as 3 cepas estudadas.

| Linhagem | | A480nm




Peso seco mg/L

UPMT 27 0,352
USCL 28 0,366
UTRI 25 0,343

Os teores protéicos das células dos micro-organismos testados estdo mostrados na
tabela 12. De acordo com os resultados experimentais obtidos, pode-se verificar que a

cepa que apresentou maior concentracao de proteina foi a UTRI.

Segundo a Tabela 9, o percentual de brotamento da cepa USCL foi cerca
de 3 vezes maior que o da cepa UTRI. Porém, como esta apresentou teor protéico
superior as demais, foi a selecionada para os experimentos de enriquecimento protéico

da algaroba.

Tabela 12. Teor protéico (base seca) das 3 cepas de levedura.

Linhagem Proteina bruta (%)
UPMT 17,88
UTRI 19,58
USCL 16,15

5.2.1 Parametros cinéticos da Linhagem UTRI.

A curva de crescimento da linhagem UTRI (Figura 16). Demostrou que a fase
exponencial de crescimento estava compreendida entre 2 e 9 horas. A velocidade
especifica de crescimento (L), fator de rendimento células/substrato consumido (yy) €

o tempo de geragdo (t,), foram, respectivamente, 0,1569 h'l, 0,103 g.g "1 e 4,42 horas.
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Figura 16- Curva de crescimento da linhagem UTRI.

Muniz (2009), quando utilizou Saccharomyces cerevisiae para elaborar
fermentado alcodlico a partir de Algaroba obteve, no intervalo de 2 a 18 horas de
fermentacdo, o rendimento em biomassa de 0, 055 g.g ', valor igual ao obtido por
Almeida et al. (2009), estudando a preparacdo de fermentado do mandacaru. Os

resultados obtidos pelos autores citados foram inferiores ao do presente trabalho.

Muniz (2009) obteve velocidade especifica que variou de 0, 968 a 0,598 h'! ,
valores superiores ao encontrado no presente trabalho. O autor descreve em seu trabalho
que Andrietta & Stupiello (1990), estudando a avaliacdo da influéncia da velocidade de
alimentacdo sobre o rendimento e a produtividade dos processos de producao de etanol
em batelada alimentada, com a adi¢do de 20% de cepa da levedura Y904, chegaram a
um Mmix de 0,45 ht. Comparando-se os resultados obtidos neste trabalho com os
apresentados pelos autores citados, observa-se que a Saccharomyces utilizada por
aqueles autores, para producdo de etanol, se comportou de forma diferenciada, com

velocidade especifica de crescimento superior a obtida neste estudo.

Cangussu (2003) descreve que Furlan et. al.(1994), estudou a influéncia das
condi¢cdes de microaerobiose e aerobiose de cinco espécies de leveduras pertencentes
aos géneros, Pichia, Pachysolen e Candida no intuito de averiguar maior producdo de

etanol e xilitol. Observaram-se maiores fatores de rendimento celular em condi¢des de



aerobiose. Nesta condi¢do obtiveram-se maiores fatores de rendimentos com Candida
parapsilosis (Yys = 0,16 g.g™) e menores para Candida shehatae (Yws = 0,10 ggh. 0
cultivo de Pichia stipitis proporcionou fator de rendimento de 0,14 g.g'. Em
microaerobiose verificou-se méaximo coeficiente de rendimento em Candida
parapsilosis e Pachysolen tannophilus com 0,10 g.g'l. Com Pichia stipitis obtiveram
fator de rendimento de 0,09 g.g”'. As leveduras, de diferentes géneros, utilizadas pelos

autores citados, apresentaram resultados semelhantes a utilizada neste trabalho.

Castro et al (2009) estudaram parametros cinéticos de linhagens de
Saccharomyces isoladas de alambiques mineiros, onde melhores resultados foram

apresentados pelas linhagens RMO1 e CVO0I1, obtendo velocidade especifica de
crescimento de 0,24 ¢ 0,4 h! e rendimento em biomassa (Yws) de 0,179 e 0,185 g.g°

1 .
,Jrespectivamente.

Verificou-se que o valor da velocidade especifica de crescimento celular obtido
neste trabalho é baixo, quando comparado com os valores obtidos na literatura. Porém,
quando se comparou o fator de conversdao de substrato em biomassa, verificou-se que
este parametro se encontrou em valores semelhantes ou superiores aos apresentados nos

diversos estudos consultados.

5.2 Enriquecimento protéico

Nas Figuras 16 a 52 sdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos
realizados objetivando o enriquecimento protéico de algaroba. O planejamento
experimental foi o apresentado na Tabela 07. Em todos os ensaios, foi feito o
acompanhamento das ufc/mL e do teor protéico (proteina verdadeira e proteina bruta)

durante 96 horas de fermentacao.

Para efeito de avaliacdo, os ensaios foram agrupados em 9 séries de 3 ensaios
cada onde, para cada série, foram mantidos o pH e concentracdo de extrato de 1évedo
constantes, variando-se as concentracdes de substrato, conforme pode ser visualizado na

Figura 17.
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Figura 18- Unidades formadoras de coldnias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 1, 2 e 3.



De acordo com os resultados obtidos nos experimentos 1 e 2, vistos na Figura
18, pode-se observar que houve crescimento até 24 horas, onde as concentragdes
celulares iniciais foram de 3,15)(106 e 3,75x106, obtendo-se valores de 6,42)(106 e
4,75x106, respectivamente. ApoOs esse tempo, os valores da UFC/mL foram
decrescentes. Dependendo das condicdes do meio em fermentacdo, o ciclo da
Saccharomyces cerevisiae é muito rapido, quando comparado com o de outros
microrganismos, podendo alcancar a fase exponencial em 24 horas. Isso se deve ao alto
teor de proteinas e elevada velocidade de crescimento, que estes microrganismos
possuem, o que leva a uma ripida producdo de biomassa, sendo que esta pode ser
continua e independe das condi¢des do ambiente. (BEKATOROU et al., 2006;
KURZMAN e FELL, 1998).

O rapido crescimento celular e a baixa concentracdo de substrato, aliado a
melhor aeracdo do meio em fermentacdo, provavelmente foram os responsaveis pelo
esgotamento de substrato e, conseqiientemente, menor crescimento a partir de 24 horas

do inicio da fermentagdo, com posterior morte celular.

No experimento 1, houve decréscimo consideravel apds 24 horas, provavelmente
pelo esgotamento do substrato. Por ser o menor nivel de substrato, as condi¢des de

aeracao foram melhores que os outros dois niveis de matéria-prima.

No experimento 3, o crescimento celular ocorreu gradualmente atingindo, em 96
horas, 7,20)(107 UFC/mL (concentragdo inicial 8,00)(105 UFC/mL), apresentando
valores superiores quando comparado aos outros experimentos. Neste experimento
utilizou-se concentracdo de substrato maior que os outros. Em funcdo da maior
disponibilidade de nutrientes e da menor taxa de aeracdo, o crescimento foi crescente ao
longo do tempo, com resultados superiores aos dos experimentos 1 e 2.

Estes resultados estdo coerentes pois, segundo Bezerra (2006), quando colocados
em um meio de cultivo apropriado, os microrganismos comecam a dividir-se
ativamente, retirando do meio os nutrientes necessdrios para a producdo de novos
microrganismos. Este processo continua até que algum dos nutrientes se esgote

(substrato limitante).

5.3.1.2 Teor de Proteina
Os resultados do teor de proteina Bruta para os ensaios da série 1, sdo

apresentados na Figura 19.
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Figura 19 -Variagdo do conteido de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 1, 2 e 3.

Através dos resultados obtidos nos experimentos 1, 2 e 3, comparados na Figura
19; pode-se verificar que o acréscimo do teor protéico € considerdvel até 48 h, para as 3
concentracdes de substrato utilizadas. Os valores iniciais dos teores protéicos foram de
1,25%, 0,99% e 1,18%, respectivamente. Os teores protéicos mdximos obtidos, foram
de 9,64% (7,7 vezes o valor inicial), 9,85% (9,9 vezes o valor inicial) e 9,07% (5 vezes
o inicial).

No caso do experimento 1, a partir de 48h, houve declinio acentuado, que pode
ocorrer pelo esgotamento do substrato ou producdo de proteases. J4 o experimento 2
apresentou ligeiro crescimento entre 48 e 72h, mantendo-se constante até 96h. Este
comportamento pode ser justificado pelas melhores condi¢cdes de aeracdo e
concentracdo de matéria-prima. Em outros processos, com intuito de melhoramento dos
residuos agroindustriais, a elevagdo protéica do bagago do caju chega a 9% de proteina
bruta, segundo Ferreira et al (2004) citado por Pontes (2009).

No experimento 3, houve ligeiro crescimento entre 48 e 72h, com declinio
acentuado apds esse periodo. Este comportamento ocoreu, provavelmente, ao
aparecimento de contaminantes desagradaveis, como fungos filamentosos, com menores
teores protéicos que as leveduras.

Em estudo com novilhos zebuinos alimentados com dietas contendo teores de
proteina bruta variando de 7 a 14% na matéria seca, Valadares et al. (1997) verificaram
que o nivel de 7% de PB foi insuficiente para promover o adequado crescimento

microbiano no rimen, resultando em diminui¢do do consumo.



Albuquerque et al. (2003) desenvolveu trabalho para aumento protéico do
bagaco de maca, através da fermentacdo no estado sélido (FES), onde foi utilizado
fungo Rhizopus oligosporus. Dessa forma, avaliou-se a influéncia de fontes de
nitrogénio (uréia e sulfato de amodnio) e de solugdes tampao (fosfato e dcido citrico),
assim como de suas concentracdes, sobre a producdo de biomassa. Obtiveram
enriquecimento protéico mais significativo, quando usou tampao fosfato (0,30 M),
suplementado com uréia a 5%, que proporcionaram aumento de mais de 5 vezes no teor
de proteina do bagaco, que inicialmente apresentava concentracdo de 5,93 % de proteina
soluvel e, apds o tratamento, chegou a 30,75 %. Os acréscimos citados foram inferiores

aos obtidos nesta série de experimentos.

Mesmo trabalhando em ampla faixa de pH, as leveduras obt€ém melhores
resultados quando usada para fermentagdes, na faixa entre 4,0 e 4,5. O pH influencia as
fermentacgdes industriais de forma acentuada; pois interfere na contaminagao bacteriana,
no seu efeito sobre o crescimento das leveduras, sobre as taxas de fermentacdo e de
formacgdo de produtos (VASCONCELOS, 2010). De acordo com os parametros citados
na Tabela 07, os experimentos foram conduzidos com pH inicial de 4,5, e mesma
concentracdo de levedura; o ensaio que apresentou melhores resultados de acréscimo
protéico foi o 2, com concentragio de matéria prima igual a 94g (altura
aproximadamente de 2,0 cm). Segundo Perazzo Neto (1999), a espessura da camada
tem influéncia significante na fermentagdo em estado sélido, tendo em visto as trocas

gasosas e de calor, além da disponibilidade de nutrientes.

Os teores de proteina verdadeira dos experimentos 1, 2 e 3 sdo apresentados na
Figura 20, onde pode ser constatado crescimento semelhante ao da proteina bruta até

48h. A partir deste tempo, houve decréscimo para as 3 concentracdes de substrato.
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Figura 20- Variacdo do contetido de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 1, 2 e 3.



5.3.2 Resultados experimentais da série 2.

Os valores dos parametros para os ensaios 4, 5 e 6 sdo apresentados na Figura

21.
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Figura 21-Condig¢des dos experimentos da série 2.

5.3.2.1 Cinética do Crescimento Microbiano

Os valores obtidos para UFC/mL sdo mostrados na Figura 22, onde se destaca o
experimento 4, com valores crescentes durante toda a fermentagdo, atingindo
concentracdo final de 10°UFC/mL, partindo de concentragdo inicial de 6,50x10°. Nos
experimentos 5 e 6, houve ligeiro crescimento celular até 48 e 72 horas,
respectivamente, com valores finais 3,76 x10" e 4,60x106. Os valores iniciais foram

1,60x10” e 1,75 x10° UFC/mL.

Nesta série, os melhores valores obtidos foram do experimento 4, que
apresentou, durante a fermentagdo, umidade entre 60 e 67%. Albuquerque (2003)
obteve o valor maximo de proteina bruta, quando o material em fermentagao apresentou
umidade de 59,42%. A umidade dos substratos utilizados em fermentacdo em estado
sOlido pode variar de 30 a 85 %, e esses valores interferem na cinética de crescimento
microbiano. A concentragdo de matéria prima deste experimento foi de 47g
(aproximadamente 1,5 cm de espessura), menor em relacdo aos outros experimentos,
sendo assim o meio recebe maior oxigenagdo. O oxigénio dissolvido no meio estimula o
consumo de agucares e o crescimento celular de leveduras (ALBUQUERQUE, 2003).

Segundo Villas Boas e Esposito (2000), a biomassa microbiana, considerada
como um concentrado protéico natural, contém proteinas completas, com todos os

aminoacidos essenciais.
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Figura 22- Unidades formadoras de coldnias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 4,5 e 6.

5.3.2.2 Teor de Proteina

Os teores protéicos dos ensaios 4, 5 e 6 sdo mostrados na Figura 23, onde as 3
situagoes avaliadas apresentaram comportamento semelhante, ou seja, crescimento
acentuado até 48 horas, com decréscimo também acentuado entre 48 e 72 h, quando
entdo apresentam comportamento ligeiramente decrescente, tendendo a estabilizacdo.
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Figura 23- Variagdo do contetido de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 4,5 e 6.



Os valores maximos de Proteina Bruta até 48horas foram, respectivamente, para
os ensaios 4, 5 e 6, de 10,38% de proteina bruta (aumento protéico de 2,5 vezes), 8,45%
(aumento protéico de 2,3 vezes) e 7,69% (aumento protéico de 4,1vezes). O
experimento 6 foi o que apresentou o maior percentual de crescimento, saindo de

concentracao inicial de 1,88 para 7,69% em 48 horas.

Estudos anteriores realizados por Shojaosadati et al. (1999), com a finalidade de
avaliagdo do enriquecimento protéico de residuos em fermentagdo em estado sélido, de
polpa de beterraba, farelo de trigo e residuo citrico (proveniente do processamento de
limado e laranja), utilizando pra bioconversdao o fungo Neurospora sitophila obtiveram

os seguintes resultados:
1. Para polpa de beterraba obtiveram enriquecimento protéico de 2,0 vezes;
2. Para farelo de trigo, aumento no teor de proteina de 2,5 vezes;

3. Para residuo citrico, acréscimo de 3,0 vezes.
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Figura 24- Variacdo do contetido de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 4,5 e 6.



Nesta Figura, observa-se comportamento semelhante ao da proteina bruta,
exceto para os valores do crescimento em relacdo aos valores iniciais, que foram de 4,1

vezes, 3,8 vezes e 2,8 vezes, respectivamente, para os ensaios 4, 5 e 6.

O pH utilizado nos experimentos foi 5,5. Ao descrever o emprego de Rhizopus
oligosporus na bioconversdo do bagaco de macd, Zheng e Shetty (1998) utilizaram
CaCOs3 com a finalidade de aproximar o pH do meio da neutralidade, pois 0 mesmo
apresentava valores de 3,1 a 3,8; dessa forma eleva-se o pH do bagaco para valores
entre 5,8 e 7,0. Nagel et al (1999) estudaram o controle de pH em meio sintético com
base em glicose, para crescimento deste fungo, encontrou-se faixa 6tima de pH entre 4,0

e6,5.

5.3.3 Resultados experimentais da série 3.

Os valores dos parametros para os ensaios 7, 8 € 9 sdo apresentados na Figura

25.
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Figura 25 — Condicdes dos experimentos da série 3.



5.3.3.1 Cinética do Crescimento Microbiano.
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Figura 26- Unidades formadoras de coldnias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 7,8 € 9.

Para esta série, todos os experimentos apresentaram crescimento significativo de
0 até 24 horas, obtendo-se maiores valores com 48 horas, para os ensaios 7, 8 € 9,
respectivamente de 3,40 x107, 2,56 x10" e 2,75 x10" ufc/mL (inicialmente as
concentracdes foram 7,35 x106, 7,60 x10°% e 6,50 X106ufc/mL). Em todos os casos,
houve queda significativa apés 48horas, tendendo a estabilizacdo a partir de 72 horas de

fermentacao (Figura 26).

5.3.3.2 Teor de Proteina

Através da Figura 27 pode-se observar que houve crescimento acentuado do teor
de proteina bruta até 48horas de fermentacdo nos 3 casos, destacando-se o experimento
7, com crescimento mais vigoroso. Apos 48 horas, houve decréscimo significativo nos 3

casos, até 72 horas, tendendo a estabilizacdo a partir de entdo.



No caso do experimento 7, o decréscimo acentuado apds 48 horas pode ser
atribuido a saturacdo do substrato. A espessura reduzida do meio em fermentacdo no
reator pode facilitar as trocas de calor e gasosas, em paralelo pode apresentar poucos
nutrientes disponiveis para o desenvolvimento do microrganismo (PERAZZO NETO,

1999).
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Figura 27-Variacdo do conteido de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 7,8 € 9.

No experimento 7, o valor protéico inicial foi de 4,09%. Com 24 h de
fermentacdo obteve-se valor de 4,96%, elevando esse valor significantemente para
12,45% (aumento de 3 vezes), valor maximo obtido. Ao utilizar bagago da ma¢a como
material de cultivo da levedura Candida utilis, Albuquerque (2003) adicionou fonte de
nitrogénio (FN) a 5 % e solucdo tampao (ST) a 10 %, obtendo 11,84% de proteina

(proteina inicial de 5,93%), obtendo valores inferiores aos obtidos neste experimento.

No experimento 8 o aumento protéico foi de 3,5 vezes; obtendo-se como valor
maximo 7,92% de proteina bruta (inicial de 2,26%). Alves (2001) ndo registrou efeito
sobre o consumo dos nutrientes quando utilizou concentrados que correspondiam 12 e
15% de proteina bruta. Utilizando dietas contendo os mesmos teores de PB de Alves
(2001), Renné (2003) também verificou que o consumo de nutrientes, com excecdo da

PB, nao diferiu entre os tratamentos.



No experimento 9, o valor de proteina bruta apresentou acréscimo inferior (de
1,9 vezes o inicial, com proteina inicial de 4,23% e 8,17% ap6s 48 horas) ao que foi
relatado anteriormente. Franco et al, 2010, utilizando Aspergillus niger e residuos de
Seriguela, Jaca e Abacaxi, que no inicio da fermentacdo tinham 7,56%, 7,65% e 7,04%
de Proteina Bruta, ap6s 168 horas de fermentagao obtiveram 11,43%, 11,28% e 10,31,

respectivamente, obtendo um para todas os residuos o mesmo acréscimo, de 1,5 vez.

Para proteina verdadeira, os resultados sdao mostrados na Figura 28, onde pode
ser visualizado crescimento significativo, nos 3 casos, até 48h. Apds esse tempo, houve
decréscimo, também de forma considerdvel até 72 horas, mantendo decréscimo, porém
forma branda, até 92 horas, tendendo a estabilizacdo. A proteina verdadeira do
experimento 7 aumentou 3,5 vezes, enquanto nos experimentos 8 € 9, o aumento 4,8 e

2,0 vezes, respectivamente, em relacdo aos valores iniciais.

Campos et al. (2005), utilizando bagaco do pedinculo de caju e Saccharomyces
cerevisiae, obteve um ganho protéico apds 28 horas de fermentacao de 3 vezes quando
comparado ao valor inicial, utilizando 12% de concentracdo de levedura. Em estudos
anteriores (CAMPOS et al., 2003), quando utilizaram maior concentragao do in6culo
(16%), obteve como melhor desempenho, sendo o ganho protéico de 2,5 vezes, valor

este também obtido no experimento 8 apos 24hs.

De acordo com resultados obtidos nos experimentos 1,2 e 3, onde o pH € 4.5,
comparando-se com os resultados obtidos nesta série (experimentos 7 a 9), onde o pH
escolhido para os ensaios foi de 7,0; resultados estes bem inferiores ao obtido
anteriormente. Desta forma, comprova-se o que é encontrado na literatura em relacio ao
pH adequado para a levedura alcooleira, descrito por Vasconcelos (2010) e Nagel et al

(1999).
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Figura 28- Variacdo do contetddo de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 7,8 € 9.

5.3.4 Resultados experimentais da série 4.

Os valores dos parametros para os ensaios 10, 11 e 12 sdo apresentados na

Figura 29.
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Figura 29 - Condic¢des dos experimentos da série 4.

5.3.4.1 Cinética do Crescimento Microbiano



De acordo com a Figura 30, pode-se verificar velocidades de crescimento
varidveis, comparando-se os resultados dos 3 ensaios. No experimento 10 houve
crescimento gradativo até 72 horas, obtendo-se o maior valor de concentracdo celular,
4,00 x10’(concentragio inicial 1,44 x107). A partir deste tempo, comecou o declinio do
crescimento celular. No ensaio 11, entre O e 48 horas houve aumento no crescimento de
6,20 x10%ufc/mL para 6,40 x107 ufc/mL, passando a decrescer de forma considerdvel a

partir do tempo citado.
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Figura 30- Unidades formadoras de coldnias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 10,11 e 12.

O experimento 12 foi o que apresentou menor desempenho quanto ao
crescimento celular. Houve pequeno aumento até 24 horas, decrescendo em seguida até

96 horas de fermentacao.

5.3.4.2 Teor de Proteina

Através dos resultados da Figura 31 observou-se que a proteina bruta apresentou

comportamento diferenciado nos 3 casos, com destaque para o ensaio 10. Os



experimentos 10 e 11 mostram crescimento até 48 horas, passando a decrescer em
seguida, enquanto que o ensaio 12 apresentou este comportamento somente até 24
horas. Nos experimentos 10 e 11, foram obtidos aumentos protéico de 2,7 vezes em
relacdo ao valor protéico inicial de 4,06% e 2,32% e, apés 48 horas de fermentacio,
quando atingiu o mdximo do enriquecimento para estes parametros, obtiveram 10,98% e
6,42%, respectivamente. De Gregorio et al.(2002), elevando o valor protéico da polpa
de limao de 11,7%, utilizando Trichoderma viride, obteve um produto com 31,9% de
proteina (aumento de 2,7 vezes). Em estudos para melhoramento da qualidade
nutricional da silagem com residuos agroindustriais, Teles (2006) citado por Pontes

(2009) evidencia aumento protéico de 2 a 5% de proteina bruta no bagaco do caju.
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Figura 31- Variacdo do conteddo de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 10,11 e 12.

Através dos resultados do experimento 12 (Figura 31) observou-se que a
proteina bruta decresceu acentuadamente a partir de 24 hs, obtendo nesse tempo o valor
maximo protéico (6,25%), representando um acréscimo de 2,0 vezes. Holanda et al,
utilizando pedinculo do caju e Saccharomyces cerevisiae, ¢ com objetivo de avaliar a

propor¢do de levedura/tempo de fermentacdo necessédrio para elevar o teor protéico,



concluiu que a proporcdo de 10,0% de inoculo de levedura na parte da massa
proporciona um teor protéico acima de 20%, sendo necessario um tempo inferior a 24

horas para a conversao protéica dos carboidratos.

A proteina verdadeira, como pode ser visto na Figura 32, apresentou crescimento
consideravel nos 3 casos até 48 horas. A partir deste tempo, decresceu de forma amena,
aproximando da estabilidade protéica a partir de 72 h até o término da fermentagao. Foi
obtido o maior valor de proteina verdadeira de 1,96% (aumento de 1,7 vezes) no
experimento 10. No experimento 11, resultado préximo ao obtido de proteina bruta,
com aumento de 2,9 vezes. Para o experimento 12 foi obtido um acréscimo de 4,5 vezes

para proteina verdadeira.
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Figura 32- Variagdo do contetiido de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 10,11 e 12.



5.3.5 Resultados experimentais da série 5.

Os valores dos parametros para os ensaios 13, 14 e 15 sdo apresentados na

Figura 33.
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Figura 33 —Condicdes dos experimentos da série 5.

5.3.5.1 Cinética do Crescimento Microbiano.

Como pode ser visto na Figura 34, nos experimentos 13 e 14, houve crescimento
celular até 96 horas, com tendéncia de crescimento, enquanto no experimento 15, o
maximo obtido foi com 72 horas, onde as concentra¢cdes microbianas no término da
avaliacdo protéica, foram de 1,14 x107, 5,16 x10" e 3,10 x106ufc/mL, nos experimentos
13, 14 e 15, respectivamente. No inicio dos experimentos, os valores foram 5,00 X104,
7,30 x10° e 3,25 x10°ufc/mL. Dessa forma, pode-se visualizar o melhor crescimento
para o experimento 13, onde o mesmo apresentava espessura menor, pelas razdes

apresentadas anteriormente.
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Figura 34- Unidades formadoras de col6nias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 13,14 e 15.

5.3.5.2 Teor de Proteina.

O crescimento protéico foi considerdvel nos 3 casos até 72 horas. A partir deste
tempo, os ensaios 13 e 14 continuaram com crescimento, porém de forma menos

acentuada. O ensaio 15, porém, apresentou comportamento decrescente.

A quantidade de nutriente utilizado nesta série de experimentos € de 0,20%,
quando comparado com a quantidade de nutrientes € o tempo fermentativo de
experimentos anteriores, associando-se a esse crescimento continuo. Enquanto o
aumento acentuado, no experimento 15, aconteceu ente 24 e 48 horas, a obtengdo de

maxima concentragdo de proteina bruta foi com 72 horas de fermentagao.
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Figura 35- Variagdo do contetido de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 13,14 e 15.

Nos experimentos 13 e 14 (Figura 35), os valores de proteina bruta alcangado
com 96 horas foram 10,28% e 13,84%, respectivamente, com valores iniciais de 4,20%
e 3,39%. Nestas condi¢des, o valores foram, respectivamente, 2,5 e 4,1 vezes maiores.
Valor préximo do experimento 13 foi obtido no experimento 15 com 72 horas de
fermentacdo. Muniz (2009) quando utilizou para enriquecimento protéico do residuo da
vagem de algaroba,a concentra¢do de levedura (Saccharomyces cerevisiae) a 4% na
temperatura de 35 °C; obteve resultado atingindo o maior crescimento protéico no
tempo de 72 h, tendo como valores, 14,12, 14,32 e 15,74% respectivamente
(acrescentado aproximadamente em torno de 2,0 vezes) . Franco et al, 2010, utilizando
Aspergillus niger e residuos de Seriguela que no inicio da fermentag@o tinham 7,56%
de Proteina Bruta, ap6s 168 horas de fermentagao obtiveram 11,43% (aumento de 1,4

vezes).

Pontes (2009), trabalhando com bagaco de caju, com teor protéico inicial de
16% (corrigido em relacdo a 77,5% de umidade), utilizou 3g (linhagem 2270) e S5¢g

(linhagem 332) de sulfato de amodnia, ambas com pH 5,5. Os valores percentuais



maximos de proteina obtidos foram 51,21% e 40,92% (acréscimo de 3,2 e 3,6),
respectivamente.

O pH de 5,5 utilizado nesta série de experimentos (série 5) foi igual ao de Pontes
(2009), sendo obtido, no experimento 14, acréscimo superior ao obtido por aquele autor
(4,1vezes). A umidade neste experimento foi de 67,91%

De forma semelhante a proteina bruta, a verdadeira apresentou crescimento
acentuado até 72 horas nos 3 casos. A partir deste ponto, o ensaio 13 apresentou

comportamento com crescimento acentuado até 96 horas, enquanto o ensaio 14 se

manteve aproximadamente constante e o 15 mostrou decréscimo consideravel.

Nos ensaios 14 e 15, o teor protéico foi maior 4,3 e 4,8 vezes, respectivamente e
para 96 horas, em relacio ao inicial. No ensaio 15 este valor foi 4,5 vezes em 72 horas

de fermentacao (Figura 36).
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Figura 36- Variacdo do contetido de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 13,14 e 15.

5.3.6 Resultados experimentais da série 6.



Os valores dos parametros para os ensaios 16, 17 e 18 sdo apresentados na

Figura 37.
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Figura 37-Condi¢des dos experimentos da série 6.

5.3.6.1 Cinética do Crescimento Microbiano.

Através dos dados da Figura 38, pode-se considerar que houve crescimento
celular até 96 horas, para todos os experimentos desta série. Partindo de concentracdes
celulares iniciais de 1,50 x10° , 71,3 x10° e 5,70 xlOsqu/mL, aumentaram para 2,80 x107,
3,96 x10" e 3,50 x106ufc/mL, respectivamente. Dos 3 ensaios realizados, o que

apresentou comportamento em relagdo ao crescimento inferior foi o de nimero 18.
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Figura 38- Unidades formadoras de col6nias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 16,17 e 18

O melhor desempenho foi 0 do experimento 17, onde 0 mesmo possuia 94 g de
substrato, pH 7,0 e concentra¢do de nutriente de 0,20%. Em ensaios de série anterior,
utilizando mesmo pH e concentragcdo de nutriente de 0,10%, foram verificados
resultados inferiores; desta forma, pode-se considerar que o microrganismo necessita,
para o bom funcionamento de suas atividades vitais, da adicdo de fonte nutritiva e que

apresente concentracdo de substrato (espessura) suficiente para trocas gasosas.

Os substratos t€ém de ser adequados ao desenvolvimento do microrganismo e a
finalidade de sua atividade, que € produzir uma determinada substiancia. Além de
composi¢do capaz de suprir as exigéncias do microrganismo, para seu melhor
desempenho, deve estar devidamente condicionado em termos de pH, temperatura,

assepsia ou esterilidade (LIMA et al., 2001).

5.3.6.2 Teor de Proteina



Na Figura 39 pode-se observar que houve crescimento protéico no decorrer da
fermentagdo, até 96 horas, para os 3 experimentos. Nos 3 casos, o crescimento foi
considerdvel até 72 horas, com destaque para os ensaios 14 e 15. A partir deste tempo,
houve crescimento, porém de forma menos acentuada. O ensaio 18 foi o que apresentou

o menor desempenho entre os 3 considerados

A obtencdo do méximo valor protéico ocorreu com 96 horas, para os
experimentos 16, 17 e 18, obtendo-se valores de proteina bruta de 14,97%, 16,42% e
6,26%, respectivamente. O aumento protéico obtido foi de 7,6, 9,4 e 5,9 vezes,
respectivamente. Aradjo et al., 2003) estudou a Cactidcea madacaru sem espinhos
(Cereus jamacaru P. DC) com a finalidade de conversdo dos carboidratos pela acdo da
Saccharomyces cerevisiae através de fermentacdo semi-sélida, onde descreve que o teor
de proteina bruta inicial de 7,24% elevou-se para 37,8% (5,22 vezes). Esse valor foi
obtido quando nao utilizou pré secagem do madacaru; ao utilizar pré secagem, o teor

protéico alcancado foi inferior, de 24,78%.
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Figura 39- Variagdo do contetido de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 16,17 e 18.



O ganho protéico do bagaco do pedinculo de caju fermentado utilizando duas
linhagens de Aspergillus niger (2270 e 332) aumentou em média 13% em relacido ao

valor inicial protéico em fermentacao semi-s6lida (PONTES, 2009).

De acordo com valores obtidos nos experimentos 16 e 17, conclui-se que o
enriquecido protéico da algaroba pode ser introduzido na alimentacdo animal, pois em
experimentos anteriores de Silva et al. (2000), observou-se que ao fornecerem dietas
com 14 e 17% de PB na MS, para novilhos Nelores, na fase de recria, observaram que o

consumo de MS aumentou com o incremento de PB na dieta.

Muniz (2009) utilizando as vagens da algaroba para enriquecimento nutricional,
encontrou valores dos teores de proteina bruta e constatou aumento protéico bastante
expressivo em seu trabalho, principalmente nos tempos de 12, 48 e 72 h, que
apresentaram uma média de 16,24%, 24,95% e 14,72% (acréscimo de 2,1, 3,8 ¢ 1,9)
respectivamente. Esses valores, comparados com o estudo de Pinheiro et.al (1998) para
racoes de frangos de corte, concluiu que a substitui¢io do milho pelo residuo de vagem
de algaroba é vidvel até o nivel de 14% em substituicao ao farelo de milho.

O comportamento da proteina verdadeira foi crescente até 96 horas de
fermentacdo, com destaque para os ensaios 16 e 17. No geral, o comportamento foi
andlogo ao da proteina bruta (Figura 40). Os aumentos das concentragdes foram,

respectivamente, de 7,6, 8,1 e 4,3 vezes, para os ensaios 16, 17 e 18.
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Figura 40- Variacdo do contetido de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 16,17 e 18.



5.3.7 Resultados experimentais da série 7.

Os valores dos parametros para os ensaios 19, 20 e 21 s@o apresentados na

Figura 41.
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Figura 41 - Condicdes dos experimentos da série 7.

5.3.7.1 Cinética do Crescimento Microbiano.

Nesta série de ensaios, conforme pode ser visualizado na Figura 42, houve
crescimento considerdvel até 48 horas de fermentacdo para os 3 ensaios, estabilizando-
se em seguida para o ensaio 20. Para o ensaio 19, houve ligeiro crescimento até 96
horas. O ensaio 21 apresentou crescimento brando entre 48 e 72 horas, quando
apresentou decréscimo considerdvel até 96 horas. A concentracdo celular mdxima 6,91
x10> 1,12 x10" e 8,30 x106ufc/mL, respectivamente, para os experimentos 19, 20 e 21

(para concentracdes iniciais de 1,00 x10* 1,60 x10°e 5,50 x10’ufc/mL.
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Figura 42-Unidades formadoras de colonias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 19,20 e 21.

Segundo Cangassu (2003), a determinagdo das condi¢des 6timas de temperatura,
pH e oxigénio auxiliam no melhor entendimento da fisiologia microbiana e possibilita
sua aplicacdo para otimizacdo de sistemas de bioprocessos, gerando aumentos na
producdo de substancias de interesse industrial como biomassa microbiana. Para a série
7, os melhores resultados foram para o experimento 20, que tinha como parametros: 94g

de matéria prima, pH 4,5 e 0,30% de extrato de levedura.

5.3.7.2 Teor de Proteina

Como pode ser visto na Figura 43, o crescimento aconteceu de forma acentuada
no periodo de 48 a 72 horas, nos experimentos 20 e 21. Apds esse tempo, houve
declinio até 96 horas. Para o experimento 19, o crescimento ocorreu de forma menos

expressiva que os enasios 20 e 21, porém de forma gradativa até 96 horas.

Nos experimentos 19, 20 e 21 ndo houve acréscimo que excedesse 2,5 vezes,

valores inferiores quando comparado aos anteriores; obtendo-se no final da fermentagcao



6,91%, 9,43% e 10,33% de proteina bruta. Valores que de acordo com a NRC (1989)
estdo dentro da norma técnica exigida que € no minimo de 8% para animais em termos

de crias recém desmamadas.
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Figura 43- Variagdo do contetido de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 19,20 e 21

Trabalho realizado por Amorim et al (2005), utilizando o bagaco do fruto de
palma e Saccharomyces cerevisiae evidenciou que houve crescimento microbiano
tendo, dessa forma, elevacdo do teor protéico de 1,46 vezes quando comparado ao
bagaco in natura. Em estudos utilizando Aspergillus niger para enriquecimento protéico
da polpa de limao, obtiveram aumento protéico de 2,1 vezes, onde o valor de proteina
bruta inicial foi de 11,7% de proteina, sendo possivel obter um valor de 25,6% de

proteina (DE GREGORIO et al., 2002).

Para proteina verdadeira, nos experimentos 20 e 21, o comportamento foi
andlogo ao da proteina bruta, sendo obtidos maiores valores com 72 horas de

fermentacdo, com aumentos de 2,2 e 2,6 vezes, quando se compara ao valor inicial. No



experimento 19, houve aumento de 2,8 vezes em 96 horas de fermentacio (Figura 44).
ApO6s 72 horas, a proteina verdadeira apresentou comportamento, nos experimentos 20 e

21, consideravelmente decrescente, enquanto o 19 foi ligeiramente crescente.
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Figura 44- Variacdo do contetiido de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 19,20 e 21



5.3.8 Resultados experimentais da série 8

Os valores dos parametros para os ensaios 22, 23 e 24 sdo apresentados na

Figura 45.
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Figura 45 - Condicdes dos experimentos da série 8.

5.3.8.1 Cinética do Crescimento Microbiano.

De acordo com a Figura 46, nos experimentos 23 e 24 houve crescimento celular
expressivo nas primeiras 24 horas e menos acentuado até 96 horas. No experimento 22,
o crescimento foi considerdvel até 72 horas, passando em seguida a apresentar

decréscimo também consideravel até 96 horas.

Os experimentos 22, 23 e 24, no inicio da fermentagdo, apresentaram
concentracdes celulares de 7,20 x10% 6,00)(105 e 2,06 x106ufc/mL, onde as maiores
concentracdes obtidas foram 8,04 X107, 2,76 x10" e 2,44 X107ufc/mL, respectivamente.

Os melhores resultados foram obtidos para o experimento 22 até 72 horas.
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Figura 46- Unidades formadoras de coldnias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 22,23 e 24.

No experimento 22, o declinio apds 72 horas pode ser relacionado a saturacdo de
substrato, j4 que a concentracdo de matéria prima é 47g, inferior aos demais ensaios
desta série. Em contrapartida, maior concentrag¢do celular adquirida deve ser relacionada

ao nivel de oxigénio no reator.

Segundo Schmidell (2001), o processo continua até que algum substrato do meio
de cultivo acabe e cesse o crescimento do microrganismo. Tendo em vista que hd dois
aspectos claramente diferenciados que descrevem o crescimento microbiano, um
estequiométrico, no qual a concentragdo final do microrganismo obtido dependerd da
concentracdo e composicao do meio de cultivo e o outro, cinético, que indicard com que
velocidade ocorre todo o processo. Para o estudo cinético, escolhe-se entre os produtos
formados (caso o microrganismo produza mais de um) o de maior valor econdmico, em

relac@o aos substratos.



5.3.8.2 Teor de Proteina

De acordo com valores plotados na Figura 47, pode-se observar que no
experimento 22 houve crescimento progressivo até 96 horas, sendo que,
acentuadamente no tempo entre 72 € 96 horas. O mesmo ocorreu no experimento 23,
porém com valores de crescimento significativamente menores. No experimento 24
houve crescimento menos expressivo entre 72 e 96 horas, tendendo a estabilizacdo. O

melhor resultado foi obtido no ensaio 22.
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Figura 47-Variacdo do conteido de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 22,23 e 24

Com 96 horas de fermentacdo a proteina bruta apresentou 17,11%, 10,01% e 9,72%,
para os experimentos 22, 23 e 24, respectivamente, representando aumento de 2,8, 2,5 e
1,7 vezes. Bisaria et al. (1997), visando produzir racdo com alto valor protéico, utilizou
palha de arroz e palha de trigo, enriquecidas com fungo comestivel Pleurotus sajor-
caju. O teor protéico inicial da palha de arroz foi de 2,9% e da palha do trigo de 3,1%,
alcancando valores de 6,3% e 7,5%, respectivamente, obtendo valores de crescimento,
em relacdo aos ndmeros iniciais, de 2 vezes para palha de arroz e de 2,4 vezes para

palha de trigo.



Em experimentos anteriores de Silva et al. (2000), observou-se que ao
fornecerem dietas com 14 e 17% de PB na MS, para novilhos Nelore, na fase de recria,

observaram que o consumo de MS aumentou com o incremento de PB na dieta.

Na bioconversdao do mandacaru para producio de bioprodutos, verificou-se que,
durante a fermentagdo semi-sélida do mandacaru, o fungo do Aspergillus niger
apresentou aumento protéico de 76,9% no tempo de 72 h de fermentacdo, na
temperatura de 30 °C e espessura da camada de 1 cm (Almeida et al., 2009 citado por
Muniz, 2009). A espessura utilizada pelos autores citados aproxima-se da que foi
utilizada no experimento 22, com espessura aproximada de 1,5 cm. Os parametros
utilizados no experimento 22 foram os que apresentaram melhor resultado protéico

(17,11% de proteina bruta).

Rudravaram et al (2006), obtiveram, através de testes com vdrias fontes de
nitrogénio, o0 mdximo de proteina de 24,30%, utilizando sulfato de amo6nio (0,6% p/p).
Os autores realizaram estudo com enriquecimento protéico de farelo de arroz com o
fungo A. oryzae, tendo como condi¢des Otima de processo 60% de umidade,

temperatura de 28°C, pH 6,0 e concentracdo do inéculo de 10° esporos/g de substrato.

Na Figura 48, verifica-se que houve crescimento considerdvel nos ensaios 22 e
24 até 72 horas de fermentacdo. A partir deste tempo, no ensaio 24 o crescimento
continuou, s6 que de forma menos acelerada, até 96 horas, enquanto no 22, houve queda

centuada no crescimento, no mesmo intervalo de tempo.

No experimento 23, o crescimento ocorreu, de forma menos acentuada que nos
ensaios 22 e 24, até 48 horas, quando iniciou o decréscimo até 72 horas, estabilizando-

se neste patamar até 96 horas de fermentacao.

Para os experimentos 22 e 24, os valores maximos obtidos de proteina
verdadeira foram 1,7 e 1,6 vezes maiores que os valores iniciais, com 72 e 96 horas de
fermentacdo, respectivamente. Com 48 horas, no experimento 23, alcancou-se o valor

maximo protéico, com aumento de 1,3 vezes (Figura 48).
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Figura 48-Variagdo do contetdo de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 22,23 e 24.

5.3.9 Resultados experimentais da série 9.

Os valores dos parametros para os ensaios 25, 26 e 27 sdo apresentados na

Figura 49.
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Figura 49- Condi¢oes dos experimentos da série 9.



5.3.9.1 Cinética do Crescimento Microbiano.

A Figura 50 evidencia que, no experimento 25, houve crescimento
considerdvel de 0 a 48 horas, estabilizando-se nesse patamar até as 96 horas de
fermentagcdo, obtendo-se valor maximo de 1,84x107ufc/mL (concentracdao celular
inicial de 1,96 x10°). No experimento 26 houve crescimento gradativo até 96 horas,
apresentando concentracio microbiana méxima de 1,14 x10’ufc/mL (concentragio
celular inicial de 1,60 x106ufc/mL). No experimento 27, a fermentacao se iniciou com

3,55x106ufc/mL e a maior concentracdo celular foi obtida com 72 horas (1,38

x107ufc/mL); apos esse tempo, houve declinio do crescimento.
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Figura 50- Unidades formadoras de col6nias (ufc/mL), durante o processo fermentativo, para os

experimentos 25,26 e 27.

5.3.9.2 Teor de Proteina

Como pode ser visto na Figura 51, em todos os experimentos houve aumento de
proteina bruta, continuamente até 96 horas. Ocorreu, porém, acentuadamente nos

experimentos 25 e 27, principamente entre 48 horas e o final da fermentacao (96 horas).



No experimento 26, esse crescimento significante ocorreu até 72 horas, quando houve

declinio, tendendo a estabilizagdo.
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Figura 51- Variagdo do contetido de proteina bruta no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 25,26 e 27.

Observa-se que nos experimentos 25, 26 e 27 os valores maximos de proteina
bruta sdo de 13,45%, 11,77% e 11,21%, respectivamente (aumentos de 1,3, 1,9 e 2,6

vezes em relacdo ao valor inicial, apds 96 horas de fermentagao).

Valores iniciais alto de proteina relacionam-se a quantidade de extrato de
levedura que foi inserido ao meio (0,3%), quando se compara com OS oOutros
experimentos. Os valores de proteina bruta iniciais para os experimentos 25, 26 e 27,
sdao de 10,21%, 6,16% e 4,36%, respectivamente. Também pode ser incorporada uma
solucdo nutriente ao substrato sélido, visando adequa-lo as condi¢des nutricionais do
microrganismo. Para o enriquecimento protéico de residuos sélidos, normalmente se
introduz fonte de nitrogénio tais como amonia, uréia, triptona ou solucdes sintéticas

como sulfato de amdnia (PANDEY et al., 2001).

Franco et al (2010), utilizando Aspergillus niger e residuos de goiaba que no

inicio da fermentacdo tinham 6,43% de Proteina Bruta, ap6s 168 horas de fermentacao



obtiveram 11,38% (acréscimo de 1,7 vez), valor proximos ao que foi obtido pelos

autores com outros residuos. Estes valores sdo préximos aos que foram obtidos no

experimento 26.

Na Figura 52 observa-se que o teor de proteina verdadeira foi crescente durante
todo o tempo de fermentacdo, para os experimentos 25 e 26. No caso do experimento
27, o crescimento foi acentuado até 24 horas, mantendo crescimento, de forma branda,

até 72 horas, quando comecou decréscimo acentuado até 96 horas de fermentagao.
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Figura 52- Variacdo do contetido de proteina verdadeira no decorrer do processo fermentativo, para os

experimentos 25,26 e 27.

Os aumentos de Proteina verdadeira foram de 1,6 e 1,9 vezes, nos experimentos
25 e 26; valores proximos e iguais aos de proteina bruta, respectivamente. Valores estes
obtidos com 96 horas de fermentacdo. No experimento 27, o valor mdximo de proteina

verdadeira foi alcangado com 72 horas de fermentacdo, que representou acréscimo de

3,4 vezes.



6 AVALIACAO ESTATISTICA DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

A tabela 13 apresenta os resultados obtidos em relagdo aos teores de proteina
bruta utilizando-se trés varidveis (massa de algaroba, valor de pH e teor de extrato de

1évedo).

Tabela 13. Teores de proteina bruta em funcao de varidveis experimentais.

ST Matéria Prima pH Extrato de PBS %
(g/reator) Levedura (%) 48h 96h
1 i 47 4,5 0,10 9,6 5.9
2 94 4,5 0,10 3,7 9.8
3 141 4,5 0,10 3,1 5,0
4 47 5.5 0,10 10,4 4,3
5 94 5,5 0,10 8,4 7,1
6 141 5.5 0,10 7,7 1,8
7 47 7,0 0,10 12,4 6,3
8 94 7,0 0,10 7.9 6.9
9 141 7,0 0,10 82 6.4
10 47 4,5 0,20 11,0 5,2
11 94 4,5 0,20 6,4 3,0
12 141 4,5 0,20 4,6 3,1
13 47 5,5 0,20 6,7 10,3
14 94 5,5 0,20 7,2 13,8
15 141 5,5 0,20 7,5 8.1
16 47 7,0 0,20 13.3 15.0
17 94 7,0 0,20 9,8 16.4
18 141 7,0 0,20 4,2 6,3
19 47 4,5 0,30 53 6,9
20 94 4,5 0,30 6,0 8,6
21 141 4,5 0,30 6,6 7,8
22 47 5,5 0,30 9,6 17,1
23 94 5.5 0,30 5,1 10,0
24 141 5.5 0,30 6,5 9,7
25 47 5.5 0,30 10,6 13,4
26 94 7,0 0,30 7,1 11,8
27 141 7,0 0,30 7,0 11,2




A avaliacdo estatistica foi feita para os resultados obtidos nos 27 experimentos,
executados de acordo com o planejamento experimental apresentado na Tabela 13,
utilizando-se o programa Design Expert 7.1.5. O resumo da andlise estatistica para
Proteina Bruta, base seca - PBS 48 horas e PBS 96 horas, estd apresentado nos

paragrafos seguintes.

6.1 Proteina Bruta Seca com 48 horas
O programa Design Expert 7.1.5 sugere que um modelo linear € o melhor ajuste
para PBS 48 horas. O modelo é a equacdo que relaciona a resposta com as varidveis de

entrada controladas e pode ser descrito conforme a equagao 1:

Y=Bo+B1A+p:B+ B3C+e (1)

Sendo Y a resposta, Pp o efeito médio global; A (matéria prima), B (pH) e C (%
de extrato de levedura) as varidveis de entrada controladas; B;, B, e PBsos efeitos dos
niveis e € um componente de erro.

A andlise de variancia (ANOVA) mostrou que o modelo foi significante em nivel

de 95% de confianga. O modelo codificado proposto estd descrito na equacao 2:

PBS 48 horas (%) = +7,63 -1,86A + 1,34B — 0,42C (2).

Tabela 14. ANOVA completa para todos os termos na % de proteina bruta seca em 48 horas.

Soma dos Graus de Média dos
i quadrados liberdade quadrados Rl Ry
Modelo 98,09 3 32,70 10,01 0,0002
A 62,35 1 62,35 19,09 0,0002
B 32,54 1 32,54 9,96 0,0044
C 3,21 1 3,21 0,98 0,3319
Residuo 75,12 23 3,27
Total 173,21 26

A: Matéria prima; B: pH; C: % de Extrato de 1évedo; SQ: soma dos quadrados, GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica

A tabela 14 mostra a andlise de varidncia para esta resposta. Os valores de F sdo
comparados a valores tabelados a 95% de confianca. Se o valor de F € maior que o
tabelado a hipdtese de ndo haver influéncia (nula) é rejeitada, ou seja, o fator afeta

significativamente a %PBS 48 horas. Os valores de p inferiores a 0,05 indicam que ha



significancia, mostrando que o modelo € valido e os termos A (matéria prima) e B (pH)
influenciam na resposta.

O gréfico de perturbacio (Figura 53) mostra o desvio do ponto de referéncia e o
que acontece com a resposta. Quanto mais inclinadas forem as retas maior € a influéncia
da variavel independente. A partir disto, verifica-se que as varidveis mais influentes na
resposta sdo A (matéria prima) e B (pH). A varidvel A tem uma influéncia negativa, ou
seja, quando esta caminha do nivel mais baixo (-1) para o mais alto (+1) a resposta é
diminuida. J4 a varidvel B tem uma influéncia positiva, ou seja, quando esta caminha do
nivel mais baixo (-1) para o mais alto (+1) a resposta é aumentada. A varidvel C tem

uma leve influéncia negativa.
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Figura 53- Grifico de perturbagdo para a % de proteina bruta seca formada em 48 horas (%PBS).

O modelo adotado pode ser avaliado através do grafico de probabilidade normal
dos residuos conforme mostrado na Figura 54, sendo que os valores préximos a reta

indicam a validade do modelo proposto.
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Figura 54- Grifico da probabilidade normal dos residuos para % proteina bruta seca em 48 horas

(%PBS).

6.2 Proteina Bruta Seca (PBS) com 96 horas

O modelo linear também € o melhor ajuste para PBS 96 horas.

A andlise de varidncia (ANOVA) mostrou que o modelo foi significante em nivel

de 95% de confianca. O modelo codificado proposto estd descrito na equacao 3:

PBS 96 horas (%) = +8,56-1,39A+2,13B+2,39C (3)

Tabela 15. ANOVA completa para todos os termos na % de proteina bruta seca em 96 horas (%PBS 96

horas)
Fonte quadrados | liberdade | quadrados | YAIOrdeF | Valordep
Modelo 219,36 3 73,12 7,94 0,0008
A 34,92 1 34,72 3,77 0,0645
B 81,72 1 81,92 8,90 0,0066
C 102,72 1 102,72 11,16 0,0028
Residuo 211,72 23 9,21
Total 431,08 26

A: Matéria prima; B: pH; C: % de Extrato de 1évedo; SQ: soma dos quadrados, GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica




A tabela 14 mostra a andlise de variancia para esta resposta. Os valores de p

inferiores a 0,05 indicam que hé significancia, mostrando que o modelo € vélido e os

termos B e C influenciam na resposta.

Através do grafico de perturbacdo (Figura 55) nota-se que a varidvel A (matéria

prima) continua com uma influéncia negativa na resposta, porém menos expressiva que

em 48 horas. O mesmo acontece com B (pH) que mantém a influéncia positiva. A

variavel C (%extrato de levedura) mostra uma influéncia positiva significativa, diferente

daquela citada na resposta de 48 horas. Isto pode ser explicado pelo fato de que o

extrato de levedura é um nutriente essencial para a producio da proteina apds 48 horas

de processo.
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Figura 55- Gréafico de perturbagdo para a % de proteina bruta seca em 96 horas (%PBS 96 horas).
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O modelo adotado pode ser avaliado através do grafico de probabilidade normal

dos residuos conforme mostrado na Figura 56.
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Figura 56- Grafico de perturbacéo para a % de proteina bruta seca (%PBS).



6.3 Conclusao da avaliacao estatistica

Os melhores resultados para enriquecimento protéico da algaroba foram para
o tempo de processo de 96 horas. Para isto € necessdrio que a varidvel independente A
(matéria prima) esteja no nivel inferior (47g/reator) e as varidveis B (pH) e C (%extrato

de lévedo) estejam nos niveis superiores (7,0 e 0,30%, respectivamente).



7 CONCLUSOES.

e Conseguiu-se um produto com 17% de proteina.
¢ Os melhores resultados para enriquecimento protéico da algaroba foram para
o tempo de processo de 96 horas, usando-se 47g de matéria prima/reator, 0,30%

de extrato de lévedo e pH de 7,0.



8 SUGESTAO PARA TRABALHO FUTURO

e Ha4 necessidade do prosseguimento da pesquisa visando a obtencdo de um
produto com um minimo de 40% de proteina, através do estudo de parametros,
tais como, tipo e teor de fontes de nitrogénio, aeracdo, utilizagdo de outros

microrganismos.
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