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RESUMO

As condicdes da regido semi-drida do Nordeste brasileiro t€ém levado os criadores a
utilizarem o facheiro (Pilosocereus pachycladus) como alimento alternativo para os
seus rebanhos, uma vez que a sua utilizacdo € possivel durante todo o ano,
principalmente na ocorréncia de estiagens prolongadas. Os ramos da planta sdo cortados
e queimados para a eliminag@o dos espinhos antes de serem picados ou triturados para
serem ofertados aos animais. No entanto, o facheiro apds a queima apresenta baixo teor
proteico e matéria seca quando comparado a outras forragens utilizadas, o que traz
consequéncias desfavordveis ao rebanho, quando se faz uso exclusivo dessa forragem.
O objetivo deste trabalho foi o estudo do processo de enriquecimento proteico do
facheiro pela utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae, avaliando a
concentracdo inicial de leveduras e a espessura da camada de substrato sobre o teor
proteico, aplicando-se o planejamento fatorial completo 2° e dois experimentos no
ponto central e a metodologia de superficie de resposta. Os ramos do facheiro foram
processados, resultando numa mucilagem com consisténcia pastosa. O enriquecimento
proteico dessa mucilagem foi realizado empregando-se a fermentacdo semissélida em
sistema de batelada, condicdes estdticas, e fazendo-se a adicdo de diferentes
concentracdes de leveduras, conforme planejamento fatorial, com determinagdes de
proteina bruta em diferentes intervalos de tempo. O substrato foi posto em biorreator
circular de plastico, com volume de 2,5 litros, que foram dispostos em estufa com
circulagdo de ar forcado, a 35 °C. Foram avaliadas diferentes concentra¢des iniciais de
leveduras (1, 3 e 5 %), bem como espessuras de substrato de 3, 6,5 ¢ 10 cm. Antes e
apos o enriquecimento proteico do facheiro foram realizadas andlises de umidade, pH,
acidez tituldvel e proteina bruta. Fez-se uma avaliacdo das varidveis estudadas e
observou-se que, com confianca de 95 %, e um R? de 0,974, o maior teor proteico foi
obtido com a adicdo de 5 % de levedura e espessura da camada de substrato de 10 cm.
Nestas condi¢gdes o aumento proteico foi de aproximadamente 163%, tendo como base o
teor de proteina do facheiro antes da adi¢cdo da levedura. Das duas varidveis estudadas,
apenas a concentracao de leveduras apresentou influéncia no processo fermentativo do

facheiro.

Palavras-chave: Pilosocereus pachycladus, levedura, aumento proteico.



ABSTRACT

The conditions of the semi-arid region of northeastern Brazil have led farmers to use the
facheiro (Pilosocereus pachycladus) as alternative food for their flocks, since its use is
possible throughout the year, especially in the occurrence of prolonged droughts. The
branches of the plant are cut and burned to eliminate the spikes before they are chopped
or crushed to be offered to the animals. However, after burning facheiro has low protein
content and dry matter when compared to other fodder used, which brings adverse
consequences to the herd when it makes exclusive use of this forage. The objective of
this work was the study of protein enrichment facheiro by use of the yeast
Saccharomyces cerevisiae, evaluating the initial concentration of yeast and the
thickness of the substrate layer on the protein content, applying the full factorial design
experiments 2% + 2 the center point and the response surface methodology. Branches of
facheiro were processed, resulting in mucilage with pasty consistency. The enrichment
of this protein mucilage was performed employing the solid state fermentation in a
batch system, under static conditions, and making the addition of different
concentrations of yeast as factorial design with crude protein determinations at different
time intervals. The substrate was placed in a cylindrical plastic bioreactor, with a
volume of 2.5 liters, were placed in an oven with forced air circulation at 35 °C. Yeast
different initial concentrations (1, 3 and 5%) and substrate thicknesses of 3, 6.5 and 10
cm were measured. Before and during protein enrichment facheiro analyzes of moisture,
pH, acidity and crude protein performed. An evaluation was made of the variables
studied, and it was observed that with 95% confidence, and an R? of 0.974, the largest
protein content was obtained with the addition of 5% yeast and thickness of the
substrate of 10 cm. Accordingly the protein increase was about 163%, based on the
protein content of the facheiro prior to addition of yeast. Of the two variables, only the

concentration of yeast in the fermentation process showed influence of facheiro.

Keywords: Pilosocereus pachycladus, yeast, protein increase.
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1. INTRODUGCAO

As secas e as incertezas climdticas frequentes na regido semidrida do Nordeste
do Brasil constituem os fatores mais limitantes a producdo animal. Devido as suas
caracteristicas, as cactaceas, destacando-se entre estas o facheiro Pilosocereus
pachycladus, representam fonte de dgua e alternativa alimentar para as regides sub-
umidas e semiaridas (LEAL et al., 2003).

O facheiro € uma cactacea nativa das caatingas dos estados do Piaui, Ceard, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia. Essa cactidcea é
empregada tanto na alimentacdo humana quanto animal. No primeiro caso € utilizada
geralmente como planta frutifera, ja no segundo, os ramos sdo cortados e queimados
para a eliminacao dos espinhos e em seguida picados ou triturados para serem ofertados
aos animais como forragem (LIMA, 1996). Entretanto, o facheiro apds a queima
apresenta baixo teor proteico e matéria seca quando comparado a outras forragens
utilizadas, o que traz consequéncias desfavordveis aos animais, quando se faz uso
exclusivo dessa forragem.

Na tentativa de poder contribuir para o desenvolvimento sustentdvel desta
regido, estdo sendo pesquisadas formas alternativas de aumentar o valor nutricional
dessa fonte forrageira, através de um processo de enriquecimento proteico microbiano.
Os microrganismos cultivados como fonte de proteina para consumo humano e animal
sdo bactérias, algas e fungos (bolores e leveduras). Entre esses organismos
processadores de proteinas, as leveduras se destacam pela sua alta eficiéncia na
conversdo, possibilidade de ser cultivada em diversos tipos de substrato, possuir um
elevado teor de proteina (45-60%), facil obtencdo e baixo custo, além de ser ndo
patogénica.

O processo de enriquecimento proteico utilizando microrganismos pode ser
realizado através de fermentacdo semissolida. Segundo Viniegra-Gonzdlez (1998), a
fermentacdo semissdlida apresenta diversas vantagens quando comparada ao processo
de fermentacdo submersa devido a seus aspectos fisico-quimicos, especialmente sua
reduzida atividade de 4gua, o que torna o processo mais produtivo, além de requerer
baixo investimento de capital e energia e praticamente ndo produzir residuos. Correia

(2004) compartilha da mesma opinido e afirma que o processo da fermentacdo


http://www.imbubrasil.jex.com.br/
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semissoOlida pode ser realizado com equipamentos de controle relativamente simples e
manuseio pouco sofisticado.

Diversos substratos tém sido enriquecidos proteicamente, com sucesso, por
fermentagdo semissélida com microrganismos: pedinculo de caju (CAMPOS et al.,
2003 e HOLANDA et al., 1998); residuos de abacaxi (SUHET, 1999; CORREIA, 2004
e OLIVEIRA, 2007); casca de maracuja (OLIVEIRA, 2007); bagaco de maca
(VENDROSCOLO et al., 2007); mandacaru (ARAUJO, 2004 ¢ ALMEIDA, 2007);
vagens de algaroba (PERAZZO NETO, 1999) e palma forrageira (PERAZZO NETO,
1999; ARAUIJO, 2004; CAMPOS, 2008, SANTOS et al., 2012).



16

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Estudar o processo de enriquecimento proteico do facheiro (Pilosocereus
pachycladus), através da fermentacdo semissdlida, utilizando a levedura

(Saccharomyces cerevisiae), visando a produgdo de suplemento proteico para animais.

1.1.2 Objetivos especificos

e (Caracterizagdo fisico-quimica do facheiro antes do processo de

enriquecimento proteico

e Estudo do perfil cinético do enriquecimento proteico do facheiro para

verificacdo do tempo de fermentacdo em que se obtém o maior valor proteico;

e Caracterizagdo fisico-quimica do substrato durante o processo de

enriquecimento proteico;
e Verificacdo dos efeitos das varidveis independentes (concentracdo inicial de
levedura e espessura da camada de substrato) sobre o teor proteico no

processo da fermentagdo semissdlida;

e Otimizagdo do processo de enriquecimento proteico do facheiro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cactaceas

Familia botanica representada pelos cactos, sdo aproximadamente 84 gé€neros e
1.400 espécies. Sdo adaptados a terrenos e climas com baixa umidade. Geralmente sdo
plantas suculentas, perenes e espinhosas. Sao nativos dos desertos das Américas. Na sua
maioria as folhas sdo modificadas em espinhos, reunidos em um ponto saliente ou
deprimido, que constitui a aréola (de onde se originam ramos, folhas, flores, etc.)

(ROSCELL, 2014)

Para Germano et al. (1999) as cacticeas sao plantas xer6filas com mecanismos
de sobrevivéncia especial, que evitam as perdas de dgua nas horas mais quentes. Se
caracterizam por serem plantas resistentes a seca e bastante adaptadas a regido semi-
arida.

Segundo Fé er al. (2013) as cacticeas t€ém grande valor alimenticio, com
beneficios nutricionais podendo ser utilizada na pecudria nordestina como alternativa de

alimentacdo animal.

2.1.1 Facheiro

O Facheiro (Pilosocereus pachycladus) € uma planta do Género Pilosocereus da
familia das cactdceas. E uma cactdcea nativa das caatingas dos estados do Piaui, Cear4,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (LIMA, 1996).

Na pesquisa sobre morfologia das plantas forrageiras, realizada por Rosceli
(2014), o autor descreve, dentre outras, a morfologia do facheiro. Em sua descri¢dao
enfatiza que o facheiro possui porte arboreo, 8-12 m de altura e até 25-30 cm de
didmetro na parte basal do caule; muito ramificada, ramos primérios elevando
subverticalmente a partir de 1-2 m do solo, formando ramos de vdrias ordens (segunda,
terceira, etc.). Caule suculento, verde griséu, com cerca de 15 costelas (11-18) baixas, 8-
10 mm. Aréolas pequenas, circulares e subeliticas (3-5 mm de didmetro), cerca de 19-25
espinhos (1 maior, central, 15-23 mm , 6-8 medianos e 12-17 radiais) de tamanhos
variados até 4-5 mm, cinza claro. Distancia média entre as aréolas 12-15 mm. Flores em

pequeno nimero, irregularmente dispostas nas por¢des terminais dos ramos, Figura 1.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Planta
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pilosocereus
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cact%C3%A1cea
http://www.imbubrasil.jex.com.br/
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Para Falcon (2014) a cacticea também pode ter outras designagdes como:
Pseudopilocereus splendidus, Pilosocereus superbus, Pilosocereus splendidus,
Pilosocereus schoebelii, Pseudopilocereus oreus, Pilosocereus cyaneus, Pilosocereus
azureus, Pseudopilocereus azureus, Pilosocereus atroflavispinus, Pseudopilocereus
pachycladus, Pseudopilocereus superbus, Pilosocereus cenepequei.

Segundo Lima (1996) o facheiro € utilizado na ornamentacio de avenidas, ruas,
pracas e jardins. Seu fruto é achatado e pode ser comestivel, o seu caule quando seco
pode servir de lenha, ripas e caibros para coberturas de casas. Ainda € utilizada pelos
agricultores como uma alternativa para alimentagdo dos animais no periodo de seca na
regido. A parte aérea da planta geralmente é cortada pelos agricultores no local onde se
encontra, sendo ali ofertada para os animais.

Contudo, segundo Lima (1998), essa cactacea possui limitacOes para uso na
alimentacdo animal, por possuirem grande quantidade de espinhos, além do crescimento
lento e o alto custo com mao de obra com o corte da planta, queima dos espinhos e
trituracdo do material forrageiro.

Segundo Lima (1996), em alguns casos, os ramos do facheiro sdo cortados e
queimados para a eliminacdo dos espinhos e em seguida picados ou triturados para
serem ofertados aos animais como forragem. E destaca que apds a queima apresenta
baixo teor proteico e matéria seca quando comparado a outras forragens utilizadas, o
que traz consequéncias desfavordveis aos animais, quando se faz uso exclusivo dessa
forragem.

Leal et al. (2003) analisando a herbivoria de caprinos na regido de Xingo,
registaram o consumo de facheiro pelos caprinos. Eles observaram que em algumas
comunidades, a planta é cortada e queimada para a eliminacao dos espinhos antes de ser
ofertada aos animais. Contudo, nos anos de seca severa, 0os animais consumem as

plantas diretamente no campo mesmo com seus espinhos.


http://www.imbubrasil.jex.com.br/
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Figura 1. Facheiro (Pilosocereus pachycladus)

Na época da seca principalmente, os ramos e frutos do facheiro podem ser
utilizados, sendo garantia de alimentos para caprinos, ovinos e pdssaros. Segundo
Cavalcanti (2014), os frutos do facheiro sdo consumidos pelos pédssaros no estigio de
pré-maturacio e uma parte das sementes do facheiro espalhadas nas fezes dos pédssaros

germina e forma novas plantas.

Além das sementes, a propagacdo do facheiro pode ser feita também a partir de
partes da planta e sua utilizagdo se d4 também na ornamentacdo de pracgas e jardins. No
entanto, de acordo com Cavalcanti (2004) ndo existe plantio de facheiro pelos

agricultores, assim podendo haver uma extingdo proveniente a utilizag¢do atual.

2.1.1.1 Composicao quimica do facheiro

O facheiro quando comparado com outras plantas nativas da regido, como por
exemplo, xique-xique (Pilosocereus gounellei) e mandacaru (Cereus jamacaru),
destaca-se pelo seu elevado teor de proteina bruta chegando a aproximadamente 15,0%
(CAVALCANTI e RESENDE, 2004; LIMA, 1996). Também em seus estudos sobre o
facheiro Cavalcanti e Resende (2004) obtiveram teores de umidade de 87,14%, fibra

bruta 5,32 % e matéria seca de 12,86 %.
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Conforme Lima (1996) em trabalho sobre o uso e as potencialidades das plantas
forrageiras, o facheiro apresenta 0,27% de enxofre, 0,08% de fésforo, 1,86% de célcio e
0,42 de magnésio.

Pinheiro et al. (2008) que analisaram quimica e bromatologicamente a farinha de
feno de facheiro observaram que o teor de proteina bruta do facheiro apés queima em
forno, para eliminacdo dos espinhos, foi de 4,56%, conforme Tabela 1. Ainda segundo
os mesmos autores a farinha obtida do facheiro apresenta alto percentual de carboidratos

totais, 77,32% e de nutrientes digestiveis totais, 41,06%.

Tabela 1. Composiciao quimica do facheiro

Facheiro
Pilosocereus gounellei

Matéria Organica (%) 82,92
Proteina Bruta (%) 4,56

Extrato Etéreo (%) 0,81

Fibra em Detergente Neutro (%) 35,76
Fibra em Detergente Acido (%) 28,14
Carboidratos totais (%) 77,32
Carboidratos Nao Fibrosos (%) 41,56
Matéria Mineral (%) 17,08
Nutrientes Digestiveis Totais (%) 41,06
Energia Digestiva (Mcal/Kg) 1,78

Fonte: Pinheiro et al. (2008)

2.2 Fermentacao semissoélida

No Brasil, em nivel industrial, o processo de fermentacdo submersa continua
sendo o principal sistema de geracdo de produtos biotecnoldgicos, sendo insignificante
o ndmeros de empresas que empregam a fermentacdo semissolida para estes fins

(SCHIMIDELL et al., 2001). E por ser uma técnica ainda nao muito difundida, autores
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divergem quanto a defini¢do do processo da fermenta¢do semissdlida. Por este motivo,
serdo apresentadas algumas das defini¢des encontradas na literatura.

Fermentacdo em estado sélido, fermentacdo em substrato sélido, fermentacao
em meio semissélido ou simplesmente fermentagdo semissélida, € o processo que se
refere a cultura de microrganismos sobre ou dentro de particulas em matriz sélida
(substrato ou material inerte), onde o contetido de liquido (substrato ou meio
umidificante) ligado a ela estd a um nivel de atividade de 4gua que, por um lado,
assegure o crescimento e metabolismo das células e, por outro, ndo exceda a mixima
capacidade de ligacdo da 4gua com a matriz s6lida (SCHMIDELL et al., 2001).

Segundo Moraes (2001) fermentagcao semissdlida € um processo microbiano que
se desenvolve na superficie de materiais sélidos, biodegraddveis ou nio, que apresentam
a propriedade de absorver ou de conter d4gua, com ou sem nutrientes soluveis, sendo
necessirio que os microrganismos crescam com nutrientes difusiveis sob ou sobre a
interface gas-soélido.

Pandey et al. (2001) define fermentacdo semissélida como a fermentagdao que
envolve sdlidos em auséncia (ou proxima auséncia) de dgua livre; porém o substrato
deve possuir umidade necessdria para garantir o crescimento € metabolismo de
microrganismos.

Fermentacao semissélida pode ser caracterizada por um processo de fermentacao
que ocorre em um meio solido com um baixo teor de umidade (a,), tipicamente 0,40-
0,90, que ocorre em um estado asséptico e natural (NIGAM & SINGH, 1994;
GERVALIS et al., 1996).

Fermentacdo semissélida pode ser simplesmente definida como qualquer
processo de fermentacdo que permite o crescimento de microrganismos em materiais
sOlidos, na auséncia de 4gua livre corrente. O material solido pode ser usado como
apoio (FSS) ou como apoio e fonte de carbono e energia (fermentagdo em substrato
s6lido) (ROUSSOS et al., 1995).

O termo fermentacdo semissdlida, ou em estado solido, ou fermentacdo em meio
semissOlido aplica-se aos processos que hd crescimento de microrganismos sobre ou
dentro de particulas em matriz sélida, onde a quantidade de liquido (4gua ou outro
liquido) apresenta um nivel de atividade de 4gua que possa garantir o crescimento e
metabolismo dos microrganismos, mas ndo exceda a maxima capacidade de ligacdo da

dgua com a matriz sélida (PINTO et al., 2006).
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Virios autores apresentam as vantagens e desvantagens da FSS (SOCCOL,
1994; KOLICHESKI, 1995; VANDENBERGHE, 2000; SOCCOL &
VANDENBERGHE, 2003). Podem ser citadas algumas vantagens como: condicdes da
cultura em FSS proximas as que se desenvolvem em meios naturais; simplicidade no
preparo do meio de cultura; diminuicdo de contaminagdes; reducdo dos efluentes
liquidos a tratar; residuos soélidos mais estdveis apds a fermentacdo; producdo
concentrada de metabolitos e eliminacdo da formacdo de espuma.

Por outro lado, as limitagdes da técnica ainda impedem sua ampla utilizagao
industrial: dificuldade de remoc¢ao de calor devido a baixa condutividade térmica da
matéria, tipos de substratos limitados e a dificuldade de se medir pardmetros como pH,
oxigénio dissolvido, quantidade de dgua e concentragdo do substrato no estado sélido

(RODRIGUES, 2006).

2.2.1 Parametros do processo

Como em todo processo fermentativo, o controle de determinados parametros se
faz necessario para a obtencao de produtos com caracteristicas constantes e uniformes.

Segundo Pandey (2003) os parametros do processo podem ser divididos em
fisico-quimicos e bioquimicos como tamanho da particula, umidade inicial, pH e pré-
tratamento do substrato, umidade relativa, temperatura de incubacdo, agitacdo e aeragdo,
microrganismo, suplementacdo de nutrientes como: N, P e tracos de elementos,
suplementagcdo de fonte de carbono adicional e indutor e extragdo de produto e sua
purificagdo. Dependendo do tipo, nivel e aplicacdo do processo fermentativo um e/ou

vdarios parametros podem ser usados para sua otimizagao.

2.2.1.1 Porosidade, tamanho e formato das particulas

A principal qualidade da porosidade €é a capacidade de absor¢do de dgua, que
facilita o transporte de enzimas e metabdlitos por entre 0 meio € os microrganismos.

Schimidell et al. (2001) afirmam que quanto menor for o tamanho das particulas
maior serd a area superficial e, consequentemente, maior o grau de transformacao. No

entanto, 0 processo necessita ter uma granulometria prépria que permita a circulagido do
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ar por entre a massa e a dissipagc@o de gases e calor produzidos, os quais poderiam vir a
prejudicar o rendimento do processo.

Algumas vezes € necessdrio um pré-tratamento no substrato, para este se
adequar as condi¢des necessdrias ao crescimento e a producdo de metabdlitos pelos
microrganismos. Assim, para facilitar a atua¢do dos microrganismos sobre o meio,
podem ser empregados os processos de:

— esmagamento, quebra, moagem e peneiramento, visando adequar o meio a
granulometria mais adequada do processo;

— suplementacdo de nutrientes e correcdo de pH, para suprir a falta de algum
nutriente ou adequar as melhores condi¢des de crescimento microbiano;

— hidrdlise dcida ou alcalina de material celuldsico, visando facilitar a atuacdo
enzimaética;

— embebig¢do, para regular o teor de umidade inicial do processo;

— vaporizagdo ou aquecimento, visando a gelatinizacdo ou inchamento do
substrato;

— adicdo de agente sequestrante, com o objetivo de retirar ions metdlicos do meio,
que podem diminuir o rendimento do processo;

— processo de esterilizacdo, que visa a diminuicdo ou eliminacdo de possiveis
contaminagoes.

Nesse tultimo caso, a adicdo de grande quantidade de inoculo pode evitar ou
abrandar o problema da contaminacdo e a ndo esterilizagdo do meio ndo afetaria a

produtividade.

2.2.1.2 Umidade e Atividade de agua

Na FSS, a 4gua estd envolvida no desenvolvimento de biomassa e reacdes
metabolicas, nas atividades enzimadticas e no transporte de gés, nutrientes e metabdlitos
extracelulares (ROBINSON & NIGAM, 2003).

Segundo Lonsane et al. (1985) e Thiemann (1985) a natureza do substrato, as
necessidades do microrganismo utilizado e o tipo de produto final desejado sdo os
principais fatores que determinam o grau de umidade que o substrato deverd ter no

inicio e ao longo da fermentacao.
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A umidade é considerada 6tima no substrato saturado, e varia de 30 a 85%
dependendo do substrato. As principais causas da variacdo de umidade sdo a evaporagdao
devido ao calor metabdlico e hidrélise do substrato, e producdo de dgua metabdlica
(DORTA et al., 1994).

Atividade de dgua, quantidade de dgua ndo ligada e que estd a disposi¢do dos
microrganismos, € definida como a razdo entre a pressdo de equilibrio de vapor do
substrato em relacdo a 4gua pura, a mesma temperatura. A atividade de dgua influencia
o desenvolvimento microbiano e os processos bioquimicos, tendo por isso, cada
microrganismo um nivel de atividade de dgua minimo para que possa efetuar suas
atividades metabdlicas (RAMANA et al.,1993). Segundo Robinson & Nigam (2003) as
bactérias suportam valores de atividade de dgua de até 0,75, as leveduras toleram
valores de até 0,62 a 0,64 e os fungos filamentados crescem rapidamente em meios
relativamente secos, com atividade de dgua inferior a 0,61.

Segundo Sato et al. (1982), normalmente, em estudos de laboratério, a atividade
de 4gua € controlada colocando-se o biorreator em uma camara de cultura, cuja umidade
€ fixada através de solucdes salinas saturadas. Em maior escala, o biorreator € arejado

com 4gua-ar saturado.

2.2.1.3 pH

O controle do pH do meio € um parametro critico para o sucesso da fermentagao
semissolida.

As variacdes no pH sdo resultados do consumo do substrato (por exemplo,
hidrélise proteica) e/ou produgdo de metabdlitos (por exemplo, dcidos organicos). Ele é
o indicador das mudancas das atividades metabdlicas (MAUREL et al., 2003). De
acordo com Lonsane et al. (1985), a variagao brusca do potencial hidrogenionico pode
ser amenizada com a utilizac¢do de substratos com boa capacidade tamponante ou com a
adicao de solucdes tampao durante a etapa de umidificacdo do substrato.

Na FSS, nenhum eletrodo existente pode registrar o pH do meio sélido, por
causa da falta de 4dgua livre (DUNAND et al., 1996). Alguns autores sugerem o uso de
um eletrodo potenciométrico (VILLEGAS et al., 1993) ou um eletrodo de pH Padrio,
depois de diluir a amostra em dgua destilada (DURAND & CHEREAU, 1988).
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Sendo o pH uma varidvel importante no processo, ha valores de pH minimo,
6timo e miximo para o desenvolvimento de cada microrganismo. Geralmente os fungos
preferem pH baixo e as bactérias pH proximos da neutralidade (PERAZZO NETO,
1999). De acordo com Franco (1996) os valores de pH 6timo para a multiplicacdo da
Saccharomyces cerevisiae € entre 4 e 5.

Holanda et al. (1997) estudando o enriquecimento proteico do pedinculo de caju
por Saccharomyces cerevisiae, constataram que em pH menor do que 3,5 pode ocorrer
redugdo na eficiéncia da conversdo proteica da levedura, embora este indice de acidez

evite contaminacdo do meio por bactérias.

2.2.1.4 Substrato

Dependendo do processo que se quer realizar, da facilidade de se obter
determinadas matérias-primas ou dos resultados que se deseja conseguir, o substrato
pode ser usado tanto na forma natural como na forma sintética. Os materiais utilizados
sdo provenientes de matérias-primas, produtos e/ou residuos agroindustriais, que
normalmente t€ém baixo ou nenhum valor comercial.

Segundo Schimidell et al. (2001) o substrato deve possuir caracteristicas que
possibilitem um maior rendimento do processo. A principal peculiaridade é o alto grau
de acessibilidade do microrganismo a todo o meio, devendo-se levar em conta a
porosidade, o tamanho e o formato das particulas.

Diversas matérias-primas e, dentre estas, principalmente diversos tipos de
residuos agroindustriais, podem ser empregadas na fermentagao semissélida. A escolha
de cada meio, logicamente, ird depender do produto final que se deseja obter: torta de
soja (CAPRA et al., 2003); residuo fibroso de soja (STREIT et al., 2003a); casca de
limdao Taiti (PANAROTTO et al., 2003); bagaco de laranja e farelo de arroz
(HERMANN et al., 2003); bagaco de maca (STREIT et al., 2003b; ALBUQUERQUE
et al., 2003); bagaco de pedunculo de caju (HOLANDA et al., 1997); bagaco de
abacaxi (SUHET, 1999); borra de café (RAINHO et al., 2003); mandacaru sem espinho
(ARAUJO et al., 2003).
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2.2.1.5 Temperatura

Como os demais parametros, a temperatura apresenta uma forte influéncia no
crescimento microbiano, havendo uma temperatura minima, abaixo da qual o
microrganismo ndo cresce. Uma temperatura 6tima na qual o crescimento é maximo e
uma temperatura maxima acima da qual ndo ocorrem crescimento. Em processos
fermentativos ha a necessidade de observar a temperatura para que a mesma nao se
eleve demais prejudicando o processo (PERAZZO NETO, 1999).

Segundo Schmidell ef al. (2001) e Nagel et al. (2001a) a grande quantidade de
calor produzida durante o processo fermentativo, pode estar associada as atividades
metabolicas dos microrganismos e a altura da camada de substrato.

Em escala industrial, a temperatura ¢ normalmente controlada por ar for¢ado,
agitacdo ou evaporacdo (DUNAND et al., 1996). Segundo Fernandez et al. (1997) o
ultimo método é o mais efetivo: a umidade do ar € ajustada de acordo com modelos de
troca de dgua entre solidos e gases, permitindo dessa forma uma répida regulagem,
dentro de uma faixa de + 4°C, sendo a regulagem da temperatura ligada ao controle da
umidade da fase sdlida. Raimbault & Ramires (1980) afirmam que em condicdes
experimentais, a temperatura do biorreator, normalmente é controlada com um banho

termostético ou através da regulagem da temperatura ambiente.

2.2.1.6 Aeracao

Para um bom rendimento e uma ripida fermentacdo em substrato solido, é
necessario o uso de uma grande drea superficial do meio de cultura, no qual o
microrganismo pode se desenvolver em contato com o ar. Na maior parte dos processos,
tanto em nivel laboratorial como industrial, a oxigenacdo do meio € realizada pela
introducao de ar esterilizado sob pressdo no equipamento de fermentacao.

Segundo Lonsane ef al. (1985) a quantidade de ar estéril a ser introduzida no
processo fermentativo vai depender da natureza dos microrganismos, da quantidade de
calor metabdlico a ser dissipada no processo, da espessura da camada de substrato, da
quantidade de CO, e outros metabdlitos volateis a serem eliminados e da necessidade de
oxigénio para a sintese dos produtos.

De acordo com Thiemann (1985) a fermentacdo semissélida necessita de quatro

a cinco vezes, mais oxigénio que a fermentacao submersa.
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2.2.1.7 Microrganismo

Segundo Pandey (1992), tanto microrganismos em seu estado natural, como na
forma de culturas puras individuais ou mistas, podem ser utilizados no processo da
fermentagdo semissdlida.

Muitos microrganismos sdo capazes de crescerem em substratos solidos, mas s
os fungos filamentados podem crescer significativamente na auséncia de dgua livre.
Bactérias e leveduras crescem em substrato solido com um teor de umidade entre 40-
70%, como na compostagem ou na ensilagem aerdbica ou anaerdbica, mas o
crescimento e propagacao das células ricas em proteinas sempre requerem agua livre
(RAGHAVARADQO et al., 2003).

Para um melhor desempenho do processo fermentativo, a escolha da linhagem
do microrganismo, deve levar em conta detalhes deste processo, como meio de cultura e
condi¢des ambientais da fermentacdo (temperatura e umidade do sistema), pois a
fermentacdo semissdlida tem obtido com sucesso varios tipos de transformacao, seja ela
por fungos ou bactérias.

Como exemplo para a obten¢do do enriquecimento proteico, podem ser citados,
dentre muitos outros, o uso de culturas de Rizopus (SUHET, 1999; MORAES, 1999;
ALBUQUERQUE et al., 2003); Candida (CANOILAS, 1991); Aspergilus (MORAES,
1999) e Saccharomyces (HOLANDA et al., 1997, ARAUJO et al., 2003).

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um microrganismo atrativo de se trabalhar
por ser nao-patogé€nico; devido a sua longa histéria de aplicacdo na producdo de
produtos consumiveis (OSTERGAARD et al., 2000), podendo assim ser aplicada para
alimentacdo animal.

Para Pelcsa Jr. et al. (2004) citado por Carvalho et. al. (2006) a Saccharomyces
cerevisiae € uma levedura tipica na utilizacdo de fermentagdes, na producdo de paes e
bebidas alcodlicas. Assim, tendo uma grande importancia econdmica. As células de S.
cerevisiae sdo elipticas, medindo cerca de 6 a 8 mm de comprimento por 5 pm de
largura. Reproduzem-se de forma assexuada por brotamento. Onde durante o processo o
seu ntcleo se divide.

De acordo com Perazzo (1999) os microrganismos possuem uma velocidade média

de multiplicacdo de 500 vezes maior que dos vegetais e 10.000 vezes em relacdo aos
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bovinos. Isso se da pela drea especifica dos microrganismos que lhes proporcionam uma
velocidade metabdlica maior. Explicando, assim, a sua capacidade de producdo de

proteina em poucas horas.

2.2.2 Biorreator

O biorreator € onde a matéria-prima, sob condi¢des satisfatorias, é convertida a
um produto desejado. Maximizar a taxa de formacdo e o rendimento dos produtos
dentro do biorreator é uma das metas mais importantes no aperfeicoamento do processo
de FSS. Em contraste com os sistemas de FSm (Fermentacdo Submersa), os biorreatores
da FSS, ndo alcancaram ainda um alto grau de desenvolvimento, devido aos problemas
associados ao meio sélido, como baixa transferéncia de energia e dificil manuseio do
material (ROBINSON & NIGAM, 2003).

O processo de FSS envolve preparacdo do substrato, esterilizacdo inicial do
substrato e da biomassa depois da recuperacdo do produto, preparagdo do inoculo, carga
e descarga do equipamento, como também recuperacao do produto. Um biorreator deve
ser projetado de maneira a facilitar todas essas operacdes e apresentar as seguintes
caracteristicas:

— Retenc¢do do substrato. O material de construcao do biorreator de sistema de FSS
deve ser firme, resistente a corrosdo e atoxico ao organismo usado no processo.
Também deve ter um custo relativamente baixo;

— Prevencdo de contaminantes na entrada no processo, como também controle da
liberagdo do organismo usado no processo ao ambiente. O segundo item €
importante considerando-se que a maioria dos processos de FSS envolvem
esporos de fungos, que podem ser patogé€nicos e causar danos ao meio ambiente.
Isto pode ser alcancado pela incorporagdo de filtros no fluxo de saida de ar e por
um cuidadoso lacre e filtragdo do fluxo de ar na entrada, porém estes cuidados
aumentam os custos do equipamento;

— Efetiva regulacdo da aeracdo, mistura e remocdo de calor para o controle dos
parametros operacionais de temperatura, atividade de dgua e concentracdo de

oxigénio. Frequentemente, os processos de FSS sofrem problemas de remocao de
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calor ou perdas de dgua do substrato por evaporacdo, o que afeta o rendimento e a
qualidade do produto desejado;

Manuteng¢ao e uniformidade dentro do substrato. Isto pode ser alcancado através
de uma mistura efetiva que também € importante para minimizar os gradientes
térmicos, que € um fator importante na FSS.

A seguir, sdo citados alguns tipos de biorreatores comumente empregados para a

realizacdo de uma fermentacdo semissolida.

Biorreatores de vidro - Erlenmeyers, frasco de Fernbach e garrafas de culturas s@o
bastante utilizados devido a facilidade de manuseio durante as pesquisas. No
entanto embora sejam excelentes para o inicio de uma pesquisa, deixam a desejar
quando se quer a ampliacdo de escala do processo.

Bandejas - elas podem possuir seu fundo intacto, o que significaria uma atuacdo
muito parecida com a dos Erlenmeyers, porém com uma area superficial de troca
e uma capacidade de alocar meio de cultura muito maior. Podem também ter seu
fundo substituido por uma tela perfurada, o que lhes confere uma maior eficiéncia
na circulacdo de ar por todo o meio, € ndo somente na parte superior exposta ao
ambiente.

Tanques circulares - Toyama (1976) indica um equipamento denominado
produtor de “Koji” automatico estaciondrio, que consiste de dois tanques
rotatorios de 7 m de diametro, dotados de um agitador helicoidal, dentro de uma
camara de condicdes controladas. Podem ser processados, a cada batelada, cerca
de 2 a 3 toneladas de meio de cultura, com alimentacgao, esterilizacao, inoculacao
e retirada do produto, realizados automaticamente.

Esteira rolante - as etapas de inoculag¢do e incubac¢do do material esterilizado sao
realizadas em longas esteiras de fundo perfurado por onde circula ar imido. E
segundo Thiemann (1985), dependendo das necessidades do produto, pode ser
realizada uma agitacdo ocasional.

Tubular horizontal - neste processo, também denominado tambor rotativo, o
substrato € esterilizado e resfriado diretamente no tambor. A aeracdo da massa é
realizada pela passagem de ar esterilizado e umidificado através do reator,
objetivando também o controle da temperatura interna. Segundo Thiemann
(1985), esse equipamento apresenta um custo relativamente elevado para o

volume de material produzido, dificuldades na manutencdo da integridade do
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micélio devido a agitacdo do sistema, além das dificuldades de ampliacdo de
escala do processo.

— Tubular vertical - também denominado de fermentador tipo coluna, tem sido o
reator utilizado em pesquisas quando se deseja obter o controle do processo.
Thiemann (1985) explica que esse tipo de reator apresenta como vantagens, um
espaco reduzido, a rapidez de carga e descarga e uma relacdo volume total
/volume util préximo a 1. Como desvantagens, a compactacio da massa, a
dificuldade de dissipacdo de calor e um grau de umidade da massa nao uniforme
ao longo do equipamento.

— Saco plastico - Suhet (1999) utilizou sacos plésticos para a realizacdo do
enriquecimento proteico do residuo da industrializagdo do abacaxi, por FSS. O
referido autor destaca que € necessario perfurar os sacos ap0s certo periodo, para

permitir a aeracao do meio.

2.3 Estudo da arte

Holanda et al., (1998) identificou a porcentagem de inoculo e tempo de
fermentacdo adequado para promover o enriquecimento proteico de pedinculos de caju,
por meio de desenvolvimento de leveduras. Os autores utilizaram a Saccharomyces
cerevisiae com inoculacdo de até 72 horas. Com 5% de inoculo e tempo de fermentacao
inferior a 24 horas obtiveram o maior ganho liquido proteico e a maior populagdo final
de células vidveis de levedura. Concluindo-se dessa forma que o emprego de levedura
na fermenta¢do de pedinculos de caju viabiliza a obtencdo de um concentrado proteico,
similar a torta de algoddo, como fonte alternativa de alto potencial para a alimentacao
animal.

Visando o enriquecimento proteico da palma forrageira e das vagens de algaroba
foi empregado o cultivo semissolido do Aspergillus niger, avaliando-se a utilizacdo de
fonte de nitrogénio e espessura da camada de substrato. Tanto a palma como para a
algaroba, a concentracdo de 0,5% de nitrogénio foi a que apresentou o melhor resultado,
atingindo um méximo por volta das 84 e 197 h de cultivo, respectivamente e
proporcionado um teor final de proteina verdadeira para ambos de 15%. A camada de
substrato com 0,75 cm de espessura foi a que proporcionou maior teor de proteina

verdadeira em torno de 12 + 3% em ambos os substratos. Os resultados alcangados
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mostram ser viaveis, do ponto de vista técnico, o enriquecimento proteico da palma e
algaroba com Aspergillus niger a ser utilizada como ra¢do animal (PERAZZO NETO,
1999).

Aradjo et al., (2003) estudaram o enriquecimento proteico do mandacaru
sem espinhos, utilizando levedura, Saccharomyces cerevisiae, por fermentacio
semissOlida a 38°C. Apés 48 horas de fermentacdo obtiveram um aumento de trés vezes
no teor proteico do fermentado.

Campos et al., (2003) estudaram o enriquecimento proteico do bagago do
pedunculo de caju por fermentagdo semissolida, utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae. O maior teor de proteina bruta, 20,25%, foi encontrado com a adi¢do de 12%
de concentracdo de levedura e uma temperatura de fermentacao de 33 °C, apds 28 h de
processo. Os resultados alcancados mostraram ser viavel a utilizacido da levedura para
obtenc¢do de um concentrado proteico, utilizando o bagago de caju como substrato.

Correia (2004) utilizou residuos de abacaxi como substrato no estudo do
enriquecimento proteico por FSS, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae e
suplementagdo de nitrogénio (sulfato de amonia e ureia). Apds 48 h de fermentacdo
verificou-se um ganho proteico de quase quatro vezes do contetdo inicial de proteina.

Vendruscolo et al., (2007) analisaram o enriquecimento proteico do bagago da
maca, a levedura usada foi a Gongronella butleri CCT4274, e tiveram como resultado
2,5 vezes o seu aumento proteico, a temperatura de incubacdo de 30°C, com uma
aeracdo de 0,4L.min-1.coluna-1 e o tempo de cultivo de 7 dias.

Almeida (2007) realizou estudos sobre o enriquecimento proteico do mandacaru
com a utilizacdo do Aspergillus niger e da Saccharomyces cerevisiae por fermentacao
semissOlida. O maior aumento proteico encontrado utilizando o Aspergillus niger foi
apos 72 h de fermentacdo em bandeja a uma temperatura de 30 °C. Nessas condi¢des o
teor proteico encontrado foi de 76,9%. Para as fermentacdes realizadas em tambor
rotativo com a Saccharomyces cerevisiae o teor de proteina bruta maximo alcangado foi
de 23% apo6s 10 h de processo a temperatura de 25 °C.

Oliveira (2007) estudou o enriquecimento nutricional por bioconversdo de
residuos agroindustriais para utilizacdo na alimentagdo animal. Residuos de casca de
maracujd e casca e coroa de abacaxi foram enriquecidos separadamente por FSS com a
Saccharomyces cerevisiae. As fermentacdes foram realizadas em bandejas durantes um
periodo de 48 h. O aumento proteico encontrado para os trés residuos foi em média de

2,40 vezes, em relacdo ao in natura. O autor conclui que os residuos alcangam
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concentracdes nutricionais que, podem ser transformados em suplemento nutricional,
sendo uma alternativa alimentar para os animais, na época de escassez de alimento no
semidrido.

Aradjo et al., (2008) avaliaram o enriquecimento proteico da palma forrageira
com a levedura Saccharomyces cerevisiae em cultivo semissélido visando melhorar o
valor nutritivo da palma para ser utilizada na alimentacdo de ruminantes. A levedura foi
utilizada nas concentragdes de 1, 2 e 3% em base imida no substrato formado pela
palma forrageira, incubada em biorreatores durante 6, 12, 24 e 36 horas de fermentagao.
Os efeitos concentragdo do inoculo e tempo de fermentacdo sobre os teores de proteina
bruta foram maximizados em 2% em 12 horas, demonstrando, segundo os autores que
uma fonte alternativa para arracoamento de ruminantes, pode ser obtida pela
bioconvesdo da palma forrageira.

Correia & Aquino (2012) usaram a farinha de semente de mangaba como seu
meio de estudo. Na fermentacdo semissélida foi utilizado a Saccharomyces cerevisiae
como microrganismo. Os seus experimentos foram realizados a temperatura de 28 e
35°C, tiveram como resultado em seu maior enriquecimento proteico de 2,5 vezes maior
em relacdo a seu valor inicial com a temperatura marcando 35°C.

Santos et al. (2012) estudaram o enriquecimento proteico da palma forrageira do
sertdo pernambucano com foco para alimenta¢do animal. O enriquecimento proteico foi
realizado através de fermentagdo semissOlida com a utilizacdo da Saccharomyces
cerevisiae. Com o auxilio de um planejamento fatorial 32 mais trés repeti¢des no ponto
central, os autores estudaram a influéncia dos varidveis concentracdes de uma fonte
adicional de nitrogénio (sulfato de amonio) e concentragdo uma fonte de carboidrato
(glicose) sobre um teor de proteinas totais da palma forrageira. As concentragdes
estudadas foram: % concentracdo de nitrogénio (0,30; 0,60 e 1) e concentracdo de
carboidrato (1, 2 e 3%). Neste estudo os maiores percentuais de proteina totais foram
alcangados quando utilizaram 1% de fonte de nitrogénio e 1% de fonte de carboidrato,

sendo esta percentual de 34,66% ap0s 4 horas de fermentacao.
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3. MATERIAL E METODOS

No capitulo presente serdo descritos os materiais selecionados para o estudo e as

metodologias que foram utilizadas no estudo do enriquecimento proteico do facheiro.

Os experimentos foram realizados no laboratério de Bioquimica e Biotecnologia
de Alimentos do Centro de Educacdo e Sadde da Universidade Federal de Campina

Grande (CES/UFCQG).

3.1 Substrato

A matéria—prima utilizada como substrato para o estudo foi o facheiro
(Pilosocereus pachycladus). As plantas foram provenientes de propriedade proxima ao
municipio de Barra de Santa Rosa, Paraiba. Estas foram obtidas a partir de cactos

adultos colhidos, ao acaso, no més de julho de 2014.

A coleta do facheiro foi realizada levando em consideragdo estudar os ramos
mais novos, com isso, foram coletados os cilindros vascular que estavam presentes na
drea mais alta da planta conforme a tradi¢do da regido. Imediatamente apds a coleta o
cilindro vascular do facheiro, foi queimado em uma fogueira feita de lenha seca, o
cilindro vascular era rotacionado em pequenos intervalos de tempo, com a finalidade de

promover toda a elimina¢@o dos espinhos, presente na planta (Figura 2).

Figura 2. Queima do facheiro para eliminagdo dos espinhos
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Apds a queima o material foi levado para o Laboratério de Bioquimica e
Biotecnologia de Alimentos (CES/UFCG) onde foi cortado manualmente com faca de
aco inoxidavel, em pedacos com formato de pequenos cubos, com o aproveitamento do
talo presente em seu meio (Figura 3) e, logo em seguida os mesmos foram triturados em
liquidificador, resultando em uma massa com aspecto de mucilagem e de consisténcia

pastosa, constituindo o substrato (Figura 4).

Figura 4. Mucilagem do facheiro, substrato.
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3.1.1 Caracterizacao do substrato

Antes e ap0s a inoculag@o da levedura ao substrato foram retiradas amostras da
mucilagem do facheiro, como também apds 4, 8, 24, 48 e 72 horas de fermentacdo, para
a determinagdo de pH, acidez tituldvel e umidade. Também foram retiradas amostras,
que foram transferidas para estufa a 55°C, até peso constante, para determinacdo de

proteina bruta, pH, acidez tituldvel e umidade.

3.2 Microrganismo

O microrganismo utilizado para se enriquecer proteicamente o facheiro foi a

levedura, Saccharomyces cerevisiae prensada, fermento biolgico comercial.

3.3 Biorreator

As fermentagdes foram realizadas em biorreatores cilindricos de pldsticos, com
volume total de 2,5 litros. Estes foram colocados em estufa com circulacdo de ar
forcado, na temperatura de 35°C, o que proporciona uma boa aeragdo e assemelha-se as

condi¢des ambientais.

3.4 Fermentacao

A fermentagdo empregada para o enriquecimento proteico do facheiro foi do tipo
semissOlida, em sistema de batelada, com agitacdes nos tempos de retirada de amostra,
com a finalidade de facilitar a oxigenacdo na qual o substrato foi adicionado ao
biorreator, ocorrendo entdo a inoculacdo do substrato e a incubacdo do mesmo durante

um periodo de 72 horas.
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3.5 Caracterizacao fisico-quimica

-pH

Para a determinag@o do pH foi utilizado o método AOAC (1990), onde 5,0g de
amostra foi transferida para um Erlenmeyer de 250 ml seco, com auxilio de 50 ml de
dgua a 25 °C, recentemente fervida. O frasco foi agitado ocasionalmente por 30
minutos, e deixado em repouso por 10 minutos. O pH foi determinado através de

medidas potenciométricas do liquido sobrenadante.
- Umidade

Para a determinagdo do teor de umidade as amostras foram levadas a estufa a
105 °C, durante 24 h (SILVA, 1998). As umidades, expressas em base timida, foram

calculadas a partir da Equacdo 1.

_mmy
U(%) = x100 o

Sendo:

U (%) - umidade, b.u
m, - massa inicial da amostra, g

m, - massa da amostra seca, g

- Acidez Tituldvel

A metodologia seguida foi descrita por IAL (2005) e baseia-se na titulacdo com
hidréxido de sédio até o ponto de viragem com o indicador fenolftaleina.
Foram pesados 5,0g de amostra e adicionado 100 mL de dgua destilada e

adicionado 0,3 mL de fenolftaleina. As amostras foram tituladas com NaOH com
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concentracdo de 0,1M, sob agitacdo constante, até coloracio alaranjada persistente por

30 segundos (Figura 5).

Figura 5. Titulacdo para determinacgdo de acidez

A acidez foi determinada através da Equacao 2:

vxf*100

Acidez (%) = —

2)

Sendo:
v —mL da solucdo de hidréxido de s6dio 0,1M gasto na titulagdao
f — fator de correc@o da solugdo de hidréxido de sédio 0,1M

P — peso (g) da amostra usada na titulacao

- Determinacdo de proteina bruta

O método Kjeldahl, descrito por Silva (1998) foi utilizado para determinagdo de
proteina bruta nas amostras deste trabalho. De acordo Silva (1998) este método é
largamente utilizado em nivel mundial e baseia-se na andlise de nitrogénio total contido
nas amostras, incluindo o nitrogénio proteico propriamente dito e outros compostos

nitrogenados como 4cido nucléicos, ureia, nitratos etc.
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Os métodos de Kjeldahl com pré-tratamento da amostra, Biureto e Lowry, s@o

os mais utilizados para a determina¢do da proteina verdadeira nos alimentos.

O método classico de Biureto para a determinagdo direta de proteinas, segundo
Roger et al., citados por Shuet (1999), ndo € aplicavel a materiais contendo fungos, pois
estes contém substancias que interferem com a reacao colorida, obtida com o sulfato de

cobre.

O método de Lowry é também bastante utilizado, quando se quer determinar a
proteina verdadeira do alimento, no entanto Shuet (1999) comenta que este método para

andlise de proteinas de fungos superestima o contetido em 100% .

3.6 Aumento proteico

Para verificar-se qual o incremento de proteina bruta no facheiro enriquecido,
calculou-se o aumento proteico (AP) de cada amostra retirada durante as fermentacoes.
As determinagdes do aumento proteico das amostras tiveram como base o valor
proteico contido na massa seca do facheiro apds queima. O aumento proteico foi
definido como a razdo entre o valor proteico do facheiro enriquecido (%) e o valor

inicial de proteina bruta na forma in natura, conforme Equacao 3.

(%)Proteina Bruta (Enriquecida)—(%)Proteina Bruta(Apds queima)

AP =

x100 (3)

(%)Proteina Bruta (Ap6s queima)

3.7 Planejamento fatorial

Selecionadas as varidveis a serem estudadas do processo fermentativo
semissolido, foi empregado um planejamento fatorial completo, com o objetivo de fazer
um estudo mais abrangente da influéncia das varidveis sobre o sistema, de maneira
organizada e em quantidade minima de experimentos. Inicialmente foram especificados
os niveis para cada varidvel, isto é os valores dos fatores que foram empregados nos

experimentos € com isso foram realizados os ensaios, registrando-se as respostas
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observadas em todas as possiveis combina¢des na matriz de planejamento (BARROS
NETO et al., 1995).

Tendo como finalidade avaliar quantitativamente a influéncia das varidveis de
entrada (concentracdo de levedura e espessura da camada de substrato) sobre o teor
proteico, bem como suas possiveis interagdes, com a realizacdo minima de
experimentos, foi realizado um planejamento fatorial 2> mais 2 experimentos no ponto
central, totalizando 06 experimentos.

A matriz do planejamento fatorial 2% mais 2 experimentos no ponto central é
apresentada na Tabela 2, e na Tabela 3 encontram-se as varidveis de que foram
estudadas, sendo seus niveis definidos com base na literatura.

Os experimentos foram realizados em ordem aleatdria, para se evitar o erro
sistematico, variando-se simultaneamente a concentracio de levedura e a espessura da

camada de substrato.

Tabela 2. Matriz do planejamento fatorial 22 + 2

Concentracao de levedura Espessura da camada de
Experimentos
(%) substrato (cm)
01 +1 +1
02 +1 -1
03 -1 +1
04 -1 -1
05 0 0

06 0 0




Tabela 3. Valores reais e codificados das varidveis do planejamento fatorial 22 + 2
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Variavel Nivel Nivel Nivel
-1 0 +1
Concentragdo de levedura (%) 1 3 5

Espessura da camada de substrato (cm) 3 6,5 10
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao fisico-quimicas do facheiro antes do processo se
enriquecimento proteico

As amostras de facheiro analisadas antes do processo enriquecimento proteico,
apresentaram um pH de 4,9, o que estd de acordo com Lima et al, (2005) que
determinaram um pH variando de 4,69 a 4,98, para a polpa do facheiro em funcdo das
partes do ramo. Os valores de pH, umidade e acidez titulavel para o facheiro antes do
processo de enriquecimento proteico encontram-se na Tabela 4.

Mesmo apdés a queima dos ramos para a retirada dos espinhos, o facheiro
apresentou um valor de umidade alto, de 91,42%, como esperado, ja que se trata de uma
planta com excelente capacidade de armazenamento de dgua e a coleta do material se
deu ap6s os meses de chuva na regido. Outro fator que pode ser destacado para justificar
o alto valor de umidade foi a utilizacio neste estudo, dos ramos mais novos do facheiro
para o enriquecimento proteico, uma vez que sio estes os oferecidos pelos criadores aos
animais. Este valor de umidade assemelha-se ao encontrado por Lima, 1996, que foi de
95,33% levando-se em consideragdo que o material analisado pelo autor era in natura,
ou seja, ndo foi queimado. O valor apresentado é maior que o citado por Cavalcanti e
Resende (2004) que encontraram um valor de umidade 87,09 %, para o facheiro in

natura.

Tabela 4. Caracterizacdo fisico-quimica do facheiro antes do processo de

enriquecimento proteico.

pH 491

Umidade (%) 91,42
Acidez Titulavel % 26

Proteina Bruta (%) 4,46

Com relagdo ao teor de proteina bruta do facheiro, IRPAA (2014), Lima (1996),
Cavalcanti (2014), encontraram respectivamente valores de 15,5, 15,66 e 14,47 %,
quando expresso na base seca. No entanto, Pinheiro et al., (2008) encontrou um valor de

4,56% na farinha do facheiro, valor mais préximo ao encontrado neste trabalho. A
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diferenga encontrada pelos autores nos resultados de proteina bruta pode ser justificada
pela queima do material analisado antes do processo de andlise, causando a provével
desnaturacdo das proteinas. O valor de 4,46% de proteina bruta serd utilizado como
referencia para o cdlculo do aumento proteico durante as fermentagdes, em todos os
experimentos.

A levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada neste estudo apresentou um
valor de pH igual a 4,54, umidade de 70,0%, e Proteina bruta de 45%, conforme

valores da Tabela 5. Valores semelhantes foram descritos por Campos (2008).

Tabela 5. Caracterizacdo fisico-quimica da levedura utilizada no processo de

enriquecimento proteico.

pH 4,54
Umidade (%) 70
Proteina Bruta (%) 45

4.2 Perfil cinético do enriquecimento proteico do facheiro

Os valores de proteina bruta e aumento proteico, referentes aos seis
experimentos realizados durante 72 h de fermentacdo encontram-se na Tabela 6 € 7. O
tempo 0, descrito nas tabelas referem-se a tempo logo ap0s a adi¢do da Saccharomyces
cerevisiae, no inicio na fermentacdo semissolida.

Nas Figuras 6, 7, 8, 9 e 10 estdo representadas graficamente as variacdes do
aumento proteico do facheiro durante o processo fermentativo. A escolha do tempo
6timo de fermenta¢do baseou-se no tempo onde foi alcancado o maior aumento proteico

para cada experimento.
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Tabela 6. Valores do percentual de proteina bruta do facheiro durante o processo da

fermentacdo semissolida, para os experimentos realizados.

Proteina Bruta (%)
Tempo (h)
Exp.1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6
0 10,76 10,85 5,94 6,04 6,4 6,62
4 8,58 11,02 7,33 6,45 8,84 8,84
8 11,72 10,93 7,68 7,45 9,48 9,08
24 10,24 11,46 8,38 6,47 4,52 6,04
48 5,75 5,34 5,03 6,29 4,85 4,5
72 5,16 5,22 5,44 4,99 4,67 4,51

Tabela 7. Aumento proteico do facheiro durante o processo da fermentagdo
semissdlida, para os experimentos realizados.

Aumento proteico (%)
Tempo (h)

Exp.1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Exp. 5 Exp. 6
0 141,26 | 143,27 33,23 35,39 43,5 48,43
4 92,38 147,08 64,29 44 54 98,21 98,21
8 162,7 145,07 72,15 67,0 112,5 103,6
24 129,59 156,9 88,0 45,19 1,34 35,41
48 28,95 19,69 12,77 41,08 8,74 0,89
72 15,69 17,0 21,97 12,0 4,71 1,12
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Relacionando os valores encontrados nas Tabelas 6 e 7, verifica-se que o
experimento 1 obteve um percentual maximo de proteina bruta de aproximadamente
12%, o que corresponde a um aumento proteico de 162,7%, esse aumento foi
conseguido apds 8 h de fermentacdo. A Figura 6 mostra o comportamento do aumento

proteico (%) durante as 72 horas de fermentagao.

200
Experimento 1

150 -
n
100 - \

50

AP (%)

.\I

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (horas)

Figura 6. Experimento 1, concentracdo de levedura de 5% e espessura da camada de substrato

de 10 cm.

O aumento proteico alcancado no experimento 2, apés 24 h de processo, foi de
156,9%. O teor de proteina bruta do facheiro neste experimento aumentou de 4,46 para

11,46%. Através da Figura 7 pode-se observar o melhor tempo de fermentacao.
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Figura 7. Experimento 2, concentracdo de levedura de 5% e espessura da camada de substrato

de 3 cm.

Para o experimento 3, o maior teor proteico encontrado foi de 8,39%, que
correspondeu a um incremento de 88 %, para o tempo de 24 h. Este tempo é observado

no pico apresentado pela da Figura 8.
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Figura 8. Experimento 3, concentracdo de levedura de 1% e espessura da camada de substrato

de 10 cm.
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Ap6s 8 horas de fermentagdo o substrato do experimento 4 obteve um aumento

de 67 %, aumentando a proteina bruta de 4,46 para 7,45%, conforme figura 9.

200 4 "
Experimento 4
150
< 100
o
< <4
u
50 ./ \.
-
s '\
n
0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (horas)

Figura 9. Experimento 4, concentracdo de levedura de 1% e espessura da camada de substrato

de 3 cm.

De acordo com a Figura 10, os experimentos 5 € 6 alcancaram um aumento
proteico de 112,5 e 103,6 %, respectivamente, obtendo-se valores de proteina bruta em

torno de 9%. Este aumento foi alcangado apds 8 horas de fermentagao.
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Figura 10. Experimento 5 e 6, concentragcdo de levedura de 3% e espessura da camada

de substrato de 6,5 cm.

Dos seis experimentos realizados, o experimento com concentracdo de levedura
de 5% e espessura da camada de substrato de 10 cm (exp. 1), foi o que apresentou um
maior aumento proteico, aproximadamente 163%, que correspondeu a um aumento de
2,63 vezes. Este aumento foi verificado apds 8 horas de fermentagdo. Indicando serem
estas as melhores condi¢des de enriquecimento proteico do facheiro, dentro da faixa de
valores estudadas.

Aratjo (2004), estudando a influéncia das varidveis, concentracdo inicial de
levedura, temperatura do processo e espessura da camada de substrato, observou que
com a concentragdo inicial de levedura acima de 10% e temperatura entre 30 e 40 °C, o
teor de proteina bruta foi aproximadamente 25%.

Almeida (2007) estudou a cinética do enriquecimento proteico do mandacaru
através da fermentacdo semissdlida com a levedura saccharomyces cerevisiae, em
bandejas. Ap6s 32 h de fermentacdo o mandacaru atingiu um teor proteico maximo de
27,67%.

Perazzo Neto (1999) utilizou o microrganismo Aspergillus niger associado a
0,5% de fonte de nitrogénio no enriquecimento proteico da palma forrageira e obteve
resultado de 21,36% de proteina bruta. O valor maximo de proteina bruta alcancado por

Carvalho (1999), que também estudou o enriquecimento proteico desta cactdcea foi em
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torno de 24%, utilizando o microrganismo Fusarium e ureia e, de 34,6% quando
utilizou Aspergillus niger e ureia. O mesmo autor também utilizou os mesmos
microrganismos, sem adi¢do de fonte de nitrogénio e obteve valores em torno de 5% de
proteina bruta, para ambos os microrganismos, o que inviabilizou a utiliza¢do desses

fungos sem aplicacdo de ureia para o enriquecimento proteico da palma forrageira.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica do facheiro durante do processo

de enriquecimento proteico

A Tabela 8 apresenta os resultados de pH das amostras retiradas durante o
processo de fermentagdo semissolida do facheiro. De acordo com a tabela observa-se
que no decorrer do processo houve um decaimento do valor do pH em todos os
experimentos, no entanto nao observou-se grandes variacdes. Os valores destacados na
tabela referem-se ao valor de pH encontrado no melhor tempo de fermentagao para cada
experimento.

Correia (2004) estudou o pH durante o cultivo semissdlido em residuos de
abacaxi, com a Saccharomyces cerevisiae, justificando a importancia desta
determinacdo no fato de que o pH constitui um fator intrinseco, que regula o
crescimento dos microrganismos capazes de se desenvolver no meio. Em seus estudos

percebeu-se pouca variacdo dos niveis de pH durante o cultivo (entre 4,2 e 4,7).

Tabela 8. Valores de pH das amostras das amostras no decorrer da fermentagao.

Tempo
(h) 4 8 24 72
Exp.
1 4,93 4,82 4,64 4,58
2 4,89 4,84 4,73 4,61
3 4,89 4,78 4,56 4,53
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4 4,92 4,85 4,73 4,52
5 4,90 4,84 4,63 4,59
6 491 4,84 4,64 4,61

Os resultados do percentual de umidade das amostras retiradas durante o
processo de fermentacdo semissdlida do facheiro encontram-se na Tabela 9. Os valores
destacados na tabela referem-se ao valor de umidade encontrado no melhor tempo de
fermentacdo para cada experimento.

Através dos valores apresentados na Tabela 9, pode-se observar que na maioria
dos experimentos ndo houve mudancas significativas no percentual de umidade no
curso das fermentagdes. A diferenca maior observada ocorreu nos experimentos 2 e 4,
ap6s 72 horas de fermentacdo. A principal causa para esta variacdo € a evaporacdo da
dgua contida no substrato. Estes dois experimentos possuiam menor quantidade de
substrato, ou seja, tinham menor espessura de camada de substrato, o que facilita a
evaporacao da dgua, que foi acelerada pelo fato de se utilizar uma estufa com circulagcao
de ar forcada para controlar e fixar a temperatura da fermentacdo desejada. Ao final do
processo fermentativo as amostras dos experimentos 2 e 4 ja estavam notavelmente

secas.

Tabela 9. Valores do percentual de umidade das amostras no decorrer da

fermentacao.

Tempo

(h)
4 8 24 48 72

Exp.

1 89,67 88,80 88,94 89,50 88,34

2 89,92 89,08 86,04 88,04 50,99

3 90,36 89,15 89,55 87,63 88,87
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4 90,47 89,77 87,81 89,21 65,37
5 90,03 89,37 89,33 89,79 86,05
6 90,73 89,43 89,13 89,60 87,41

A Tabela 10 apresenta os resultados de acidez tituldvel das amostras retiradas
durante o processo de fermentacdo semissdlida do facheiro. De acordo com a tabela
observa-se que no decorrer do processo houve aumento do percentual de acidez em

todos os experimentos.

Tabela 10. Valores do percentual de acidez tituldvel das amostras no decorrer da

fermentacao.

Tempo
(h)

Exp 4 8 24 48 72
1 34 36 48 58 70
2 36 30 51 56 64
3 40 42 50 60 68
4 44 32 52 54 62
5 48 26 50 66 92
6 42 36 48 56 72

A Tabela 11 apresenta os valores de pH, umidade e acidez tituldvel encontrada
no melhor tempo de fermentacdo para cada experimento realizado. Para os
experimentos 1, 4, 5 e 6, que apresentaram tempo 6timo de fermentacido de 8 horas, o

pH apresentado foi de 4,82, 4,85, 4,84 e 4,84, respectivamente. O percentual de




54

umidade foi de 88,80, 89,77 89,37 e 84,18% e acidez titulavel de 36, 32 26 ¢ 36%,

respectivamente.

Com relacdo ao experimento 2, que teve seu melhor tempo de fermentagao de 24

horas, assim como o experimento 3, os valores de pH apresentados foram de 4,73 e

4,56, respectivamente. Os valores de umidade foram de 86,04 e 89,55% e de acidez

titulavel de 51 e 50% respectivamente.

Tabela 11. Valores de pH, umidade e acidez tituldvel encontrada no melhor

tempo de fermentacdo para cada experimento realizado.

Experimento
1 2 3 4 5 6
pH 4,82 4,73 4,56 4,85 4,84 4,84
Umidade (%) 88,80 86,04 89,55 89,77 89,37 84,18
Acidez Titulavel (%) 36 51 50 32 26 36
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4.4 Planejamento experimental

Utilizando o planejamento fatorial 2% e duas repeticdes no ponto central,
proposto neste trabalho, realizou-se um estudo da influéncia das combinacdes das
varidveis, concentracdo de levedura e espessura da camada de substrato, sobre o
aumento proteico do facheiro. A Tabela 12 apresenta os resultados do aumento proteico
facheiro tomando como base o valor de proteina bruta inicial do facheiro, 4,46%, no

melhor tempo de fermentacao para cada experimento,

Tabela 12. Resultados do aumento proteico do facheiro no melhor tempo de

fermentacgdo para cada experimento

Exp. Concentracao Espessura Aumento Tempo
Levedura camada Proteico (horas)
substrato (%)
1 +1 (5%) +1 (10cm) 162,7 8
2 +1 (5%) -1 (3cm) 156,9 24
3 -1 (1%) +1 (10cm) 88,0 24
4 -1 (1%) -1 (3cm) 67,0 8
5 0 (3%) 0 (6,5cm) 112,5 8
6 0 (3%) 0 (6,5cm) 103,6 8

O planejamento foi analisado usando o software Statistic, versdo 5,0 para
realizar a regressdo dos dados. O modelo linear codificado obtido para o aumento
proteico do facheiro, em fun¢do das varidveis estudadas, é mostrado abaixo. Os
parametros que foram estatisticamente significativos, ao nivel de 95% de confianga,

estdo em negrito.

AP =115,12 + 82,3 Cy + 134 E,— 7,6 C1 E,

Onde: AP- Aumento Proteico

CL — Concentracgdo de levedura
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E; — espessura da camada de substrato

O coeficiente de determinacdo (Rz) para o modelo encontrado foi de 0,974,
significando que, o modelo de regressdo prevé satisfatoriamente a relacdo entre as
varidveis independentes (Cy, e E;) e a resposta (AP), para um nivel de confianca de 95%.

O diagrama de Pareto apresenta graficamente os efeitos significativos ao nivel
de confian¢a utilizado. Os valores que ultrapassam o valor de “p” s@o considerados
estatisticamente significativos. A Figura 11 representa o grifico de Pareto para o
aumento proteico, com nivel de confianca de 95%. Neste Gréfico, verifica-se que a
apenas a concentracio de levedura influenciou no aumento proteico alcangado durante o

Processo.

{1)Concentragéo de levedura /

(2)Espessura da camada de substrato

1by2 5

p=.05
Valor absoluto

Figura 11. Gréfico de Pareto para o aumento proteico, com nivel de confianca de 95%.

A Figura 12 ilustra a superficie de resposta construida para a concentracdo de
levedura e espessura da camada de substrato, buscando observar tendéncias. Pode-se
verificar, dentro da faixa estudada de concentra¢do de levedura e espessura da camada
de substrato, que apenas a concentracao de levedura influenciou no ganho proteico do

facheiro. A Figura 12 apresentou uma tendéncia de aumento no ganho de proteinas
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durante o processo quando se aumenta a concentracdo de leveduras adicionadas ao

substrato, independente da espessura da camada de substrato.

Aumento Proteico
(%)
- 140
- 140
=120
[ J=100
- c0

Figura 12. Tendéncia de aumento no ganho de proteinas durante o processo quando se

aumenta a concentracao de leveduras.

Campos (2003) e (2008) quando estudaram a influencia da concentragdo de
leveduras no processo de enriquecimento proteico do bagaco de caju e da palma
forrageira, também verificaram que esta varidvel influencia de forma significativa no
processo. Alcancou-se nestes estudos um aumento de 3,5 e 2,6 vezes, respectivamente.

Araujo (2004) trabalhando com o enriquecimento proteico da palma forrageira e
estudando a influencia das varidveis concentracdo de levedura e temperatura de
fermentagdo, fixando a espessura de camada de substrato, encontrou um aumento
proteico de 4 vezes, sendo a concentracdo inicial de levedura a tinica varidvel que teve

influéncia significativa sobre a resposta.
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5- CONCLUSOES

- O tempo de fermentagao necessario para obtengao do maior aumento proteico

do facheiro foi de 8 horas de fermentagao.

- A fermentacdo semissdlida a 35°C do facheiro com inoculacdo de 5% de
levedura e espessura da camada de substrato de 10 cm, proporcionou maior aumento
proteico encontrado. O aumento proteico foi de aproximadamente de 2,6 vezes, tendo

como base o teor de proteina do facheiro antes da adicao da levedura.

- Das duas varidveis estudadas, apenas a concentra¢do de leveduras apresentou

influéncia significativa no processo fermentativo do facheiro.

- O emprego da levedura na fermentacdo semissélida do facheiro viabiliza a
obtencdo de um concentrado proteico, que poderd posteriormente ser utilizado como
fonte alternativa de maior potencial proteico, quando comparada ao facheiro oferecido

a0s animais.
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