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Enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba (Hancornia

speciosa Gomes) através de fermentagdo em estado solido.

RESUMO

A crescente preocupacdo com o meio ambiente vem mobilizando vérios segmentos do
mercado para a minimizacdo, recuperacdo e aproveitamento de residuos. Além de
apresentar um impacto negativo ao meio ambiente a geracdo de residuos representa
perda de matéria-prima e energia além de exigir grandes investimentos financeiros em
tratamentos para controlar a poluigdo. O desenvolvimento de bioprocessos surge como
uma alternativa viavel para o aproveitamento dos residuos agroindustriais. Este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial dos microrganismos Aspergillus oryzae e
Rhizopus oryzae para o enriquecimento proteico da farinha de sementes de mangaba
atraves de fermentacdo em estado sdlido. As fermentacGes foram realizadas em placas
de petri, variando a umidade inicial do substrato entre 24% e 66% e a temperatura de
fermentagdo entre 28°C e 42°C, utilizando-se o delineamento composto central
rotacional. Maior enriquecimento protéico foi obtido nas fermentacdes com ambos
microrganismos quando utilizado umidade inicial do substrato de 60% e temperatura de
fermentacdo de 40 °C. Na fermentagdo com Aspergillus oryzae obteve-se aumento
proteico de 7,5 vezes de proteina soluvel, 2,5 vezes de proteina bruta e aumento no teor
de metionina de 1,6 vezes e com o Rhizopus oryzae o aumento protéico foi de 5,0 vezes
em proteinas soluveis, 3,2 em proteina bruta e aumento no teor de metionina de 2,0
vezes. Ambos 0s microrganismos demonstraram potencial para o enriquecimento da
farinha de sementes de mangaba com a vantagem de ndo terem apresentado toxicidade

em relacdo a presenca de aflatoxinas.

Palavras-chave: residuos agroindustriais, microrganismos, proteina unicelular



Protein enrichment of mangaba seeds flour (Hancornia speciosa Gomes) through

solid state fermentation.

ABSTRACT

The increase concern with the environment is mobilizing various segments of the
market for the minimization, recovery and waste of recycling. Over there produce a
negative impact on the environment the generation of waste represents a loss of raw
material and energy in addition to requiring large investments in treatments to control
pollution. The development of bioprocesses emerges as a viable alternative to the use of
agro-industrial residues. In this work evaluated the potential of microrganisms
Aspergillus oryzae and Rhizopus oryzae for the protein enrichment of mangaba seeds
flour by solid state fermentation. The fermentations were performed in petri dishes
varying the initial substrate moisture between 24% and 66% and the fermentation
temperature between 28°C and 42°C using DCCR. Increase protein enrichment was
obtained with both microorganisms when used initial substrate moisture the 60% and
fermentation temperature of 40 ° C. In the fermentation with Aspergillus oryzae was
obtained protein increase 7.5 fold of soluble protein, 2.5 fold increase in crude protein
and methionine content of 1,6 fold and with Rhizopus oryzae increase protein was 5,0
fold in soluble proteins, 3.2 on crude protein and increased the content of methionine of
2.0 fold. Both microorganisms showed potential for the enrichment of mangaba seeds

flour with the advantage of not having had any toxicity for the presence of aflatoxins.

Keywords: agro-industrial wastes, microrganisms, single cell protein
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1.0- INTRODUCAO E OBJETIVOS

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), nativa do Brasil, é encontrada
vegetando espontaneamente em Vvérias regides do pais, desde tabuleiros costeiros e
baixadas litorAneas do nordeste, onde é mais abundante, até as areas sob cerrado da
regido norte e sudeste. E um fruto consumido por brasileiros sob diferentes formas: in
natura, doces, compotas, conservas, vinho, vinagre, licor, refresco e principalmente
suco e sorvete que apresenta 6timo aroma e sabor (VIEIRA NETO et al., 2002).

O mercado para esta fruta encontra-se principalmente nas regibes Norte e
Nordeste do Brasil. Em Sergipe, a mangaba é uma das frutas mais abundantes e
procuradas nas feiras livres, atingindo prego superior ao da uva e de outras frutas nobres
(VIEIRA NETO, 1994). Mesmo a produg&o sendo destinada somente ao mercado local,
Sergipe € considerada o maior produtor de mangada do Brasil, com producdo girando
em torno de 4,5 mil toneladas ao ano (EMDAGRO, 2009). Os residuos derivados
(sementes) deste produto s&o ricos em nutrientes tais como proteinas, fibras, sais
minerais, acidos graxos e excelentes niveis de vitamina C que sdo de 155,54 mg/100g,
sendo superior a média do teor encontrados na laranja que ¢ de 55mg/100g por fruto
(GUILHERME et al., 2007), podendo ser utilizados em diferentes alimentos como
componentes enriquecedores minimizando a poluicdo ambiental (BORGES et al.,
2006).

A economia brasileira esta profundamente baseada na producdo da agricultura,
sendo os principais produtos soja, milho, cana-de-acUcar, café, mandioca e diversas
frutas. E os residuos desses produtos sdo consequentemente, produzidos em larga
escala causando problema de acimulo no volume de lixo depositado no meio ambiente
(GRAMINHA et al., 2007).

Nos ultimos anos, varios pesquisadores brasileiros vém estudando o
aproveitamento de residuos de frutas gerados pelas agroindustrias para a producdo de
alimentos, tais como as frutas refugadas, cascas e centros das frutas, as sementes, 0s
carocos e 0 bagaco (BORGES et al., 2006).

Uma alternativa é a transformacdo destes residuos em pd alimenticio ou
farinhas, que além de possuirem diversos componentes, tais como, fibra, vitaminas,
proteinas, minerais, substancias fendlicas e flavondides que apresentam efeitos
benéficos a salude (SOUSA et al., 2009). Estes materiais podem também ser utilizados

como substratos para a producdo de diversas moléculas com alto valor agregado, tais
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como: proteinas microbianas, &cidos organicos, etanol e enzimas (ALEXANDRINO et
al., 2007). Dessa forma pode contribuir de forma significativa para a economia do pais e
a diminuicdo dos impactos ambientais e que pode ser utilizados como enriquecedor de
alimentos ou como ingrediente na producdo de diferentes produtos. (SOUSA et al.,
2009).

Uma das formas promissoras para o aproveitamento de residuos € através do
desenvolvimento de processos biotecnoldgicos. O uso desses processos possibilita a
producdo de um grande nimero de metabdlitos de interesse industrial, 0s quais podem
ser obtidos a partir do reaproveitamento de recursos naturais e de residuos da
agroindustria que podem ser encontrados em abundancia no Brasil, contribuindo assim,
para a reducéo de problemas ambientais (MACIEL; 2006).

A bioconversao de residuos por fermentacdo em estado solido esta estreitamente
relacionada a escolha do microrganismo e do substrato a ser utilizado no processo, mas
também o tipo de fermentacdo a ser empregada (MACIEL; 2006). E um processo
biotecnologico que pode ser definido como o crescimento de microrganismo numa
matriz sélida e umedecido, mas na auséncia de agua livre, pois este processo permite
que o cultivo de microrganismo, principalmente fungos, seja de modo semelhante ao
crescimento no seu habitat natural (VENDRUSCOLO; 2005).

A fermentacdo em estado sélido de residuos agroindustriais tem gerado varios
produtos dentre eles, a chamada proteina unicelular ou “single cell protein” (SCP) a
qual tem sido alvo de estudo mundial devido a possibilidade de aplicacdo na dieta
alimentar (PANDEY et al., 2000b; PESSOA Jr. et al., 1996). A SCP ou biomassa
fungica é produzida a partir de microrganismos tais como: algas, fungos e bactérias,
cuja biomassa produzida tem contribuido para o teor protéico do substrato ou para
agregar valores a rejeitos agroindustriais (SILVEIRA et al., 2007). As células de algas,
bactérias, leveduras e fungos multiplicam-se rapidamente, podendo conter até 70% de
proteina bruta, mostrando-se como um produto atrativo quanto a obtencdo de fontes
protéicas mais baratas, especialmente se esses organismos forem cultivados em residuos
agroindustriais (ALBUQUERQUE, 2003).

Os fungos filamentosos em destaque algumas espécies dos géneros Rhizopus e
Aspergillus sdo considerados como 0s mais promissores na producdo de biomassa, uma
vez que além de elevarem o teor protéico, produzem proteinas com atividade catalitica
especifica (SILVEIRA et al., 2007).
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Varios pesquisadores utilizaram a técnica de fermentacdo em estado sélido para
0 enriquecimento protéico dos residuos agroindustriais tais como bagaco do penduculo
de caju (CAMPOS et al., 2005), bagaco de maca (KOCH et al., 2007), casca de batata (
GELINAS et al., 2006), residuo de cana de actcar (PELIZER et al., 2007, BRAVO et
al., 1994), residuo de batata doce (YANG et al., 1993), entre outros.

Visando a valorizacdo biotecnoldégica da farinha de sementes de mangaba
(Harconia speciosa Gomes), este trabalno teve como objetivo principal o
enriquecimento protéico do residuo através da fermentacdo em estado sélido utilizando

0s microrganismos Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae.

Dentre o0s objetivos especificos estao:

e Avaliar o potencial do microrganismo Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae
para o enriquecimento proteico da farinha de semente de mangaba;

e Avaliar a influéncia dos parametros temperatura de fermentacdo e umidade
inicial da farinha na fermentacdo em estado solido através do planejamento
experimento utilizando analise de superficie de resposta;

e Selecionar dentre os microrganismos testados aquele que proporcionou maior

enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba;
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2.0- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Residuos Agroindustriais

A geracgdo de residuos e subprodutos é inerente a qualquer setor produtivo. O
aumento da conscientizacdo ecoldgica, iniciado no final do século XX, deixou claro que
o grande desafio da humanidade para as proximas décadas é equilibrar a producéo de
bens e servicos, crescimento econdmico, igualdade social e sustentabilidade ambiental
(PINTO et al., 2005).

MilhGes de toneladas de residuos agroindustriais sdo produzidos anualmente no
mundo com o aumento da populacdo mundial e esses residuos sdo gerados a partir do
beneficiamento de produtos vegetais e do processamento de alimentos, fibras, couro,
madeira, producdo de acucar e alcool e outros, sendo sua producéo, geralmente, sazonal,
condicionada pela maturidade da cultura ou oferta da matéria-prima. O destino desses
rejeitos € comumente eliminado no meio ambiente gerando um acumulo excessivo de
matéria organica na natureza. Apesar desses residuos serem totalmente biodegradaveis é
necessario um longo periodo para que estes venham a ser reciclados de forma natural
pois sua producdo se da em grandes quantidades, de forma intensiva
(ALBUQUERQUE, 2003 ; MATOS, 2005).

A crescente preocupacdo com o0 meio ambiente vem mobilizando varios
segmentos do mercado. Inimeros Orgdos governamentais e industrias estdo se
preparando para aplicar uma politica ambiental que diminua os impactos negativos a
natureza. Os orgdos fiscalizadores tém se mobilizado e constantes revisdes tém ocorrido
em resolucdes ligadas a residuos, tais como a RDC 306/04, resolucdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2004) e a RESOLUCAO 388/05 do
CONAMA (BRASIL, 2005) as quais classificam e propdem tratamentos, forma de
manipulacdo e descarte dos residuos de servico da saude. Atualmente a Gestdo
Ambiental e certificacdo 1SO 14000 vem atuando de forma exigente tendo como visdo o
desenvolvimento de atividades em qualquer area sem transgredir as leis ambientais
vigentes (PELIZER et al., 2007).

Com a finalidade de evitar o desperdicio, os residuos de frutas e hortalicas,
poderiam ser utilizados como fontes alternativas de nutrientes, aumentando o valor

nutritivo da dieta de populacbes carente, assim a biotecnologia oferece inimeras
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alternativas para o uso racional desses residuos buscando tecnologias que utilizem os
subprodutos industriais para a obtencdo de produtos de maior valor agregado.
(MEDEIROS et al., 2006; PANDEY et al., 2001). Uma alternativa seria a utilizacdo do
substrato em fermentacdo em estado sélido, que devido a presenca de nutrientes naturais
permitem o crescimento de microrganismos e podem ser utilizados para a formulagéo de
dietas, principalmente para bovinos. Devido a isto estes residuos estdo recebendo
atencdo em termos de controle de qualidade e tém sido classificados como subprodutos
agroindustriais (GRAMINHA et al., 2007 apud GALATI et al., 2004; EUN et al., 2006;
SARROUH et al.,2006).

Varios pesquisadores estdo aproveitando a disponibilidade de residuos
agroindustriais para a obtencdo de produtos de alto valor agregado através de processos
biotecnologicos. Como exemplos podem ser citados: bagaco de mandioca para a
producdo de aroma (PANDEY et al., 2000), farelo de arroz, bagaco de maca e bagaco
do pedinculo do caju para a producdo de proteina unicelular (ANUPAMA.;
RAVINDRA, 2001, CAMPUS et al., 2007; KOCH et al., 2007), bagaco de mandioca
para a producdo de &cido citrico (VANDENBERG et al., 2000), residuo de coco verde
para a producdo das enzimas protease, pectinases, celulases, xilanases (COELHO et al.,
2001), casca de banana e bagaco de cana de acucar, casca de manga e banana, farelo de
trigo além da polpa de maca e do tegumento do grdo de milho para a producdo de
pectinase (RIZZATO et al., 2003), residuo de laranja para a producdo de enzimas
lignoceluloliticas (ALEXANDRINO et al., 2007), residuo ou bagaco de cevada, bagaco
de cana, casca de amendoim, residuo fibroso da mandioca, germe de trigo, bagaco de
milho verde e casca de laranja para a producdo de xilanase (KRONBAUER et al.,
2007), cana de acucar e farelo de soja para a producdo de xilanase (MACIEL; 2006),

entre outros.
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2.2 — Mangaba

A mangabeira, (Hancornia speciosa Gomes), ¢ uma planta frutifera e também
produtora de latex, pertencente a classe Dicotyledoneae, ordem Gentianales, familia
Apocynaceae, género Hancornia e & espécie Hancornia speciosa. E uma planta de clima
tropical que vegeta em areas que apresentam alta insolacdo, é tolerante a periodos de
déficit hidrico, e nas épocas de temperaturas mais elevadas e de menor umidade relativa
do ar, apresenta melhor desenvolvimento vegetativo (VIEIRA NETO et al., 2002 ).

A planta possui porte médio de 2 a 10 m de altura com seus galhos separados e
bem formados. Troncos geralmente tortuosos, inclinados ou ligeiramente retos até 30
cm de didmetro. Os ramos jovens sdo de coloracdo violacea, lisos até um ano de idade,
meio angulosos, curtos, com poucas folhas, floriferos no &pice. Caule rugoso, aspero e
folhas opostas e simples (Figura 1) (LEDERMAN et al., 2000).

Figura 1: Mangabeira

O fruto, denominado “mangaba” ¢ o seu principal produto; este nome tem
origem na lingua tupi-guarani (mid gawa), e significa “coisa boa de comer”. E
classificado como do tipo baga, tem a forma elipséide ou arredondada, atingindo até 6,5
cm de comprimento, mas em diferentes formas; a casaca apresenta uma coloracdo que
varia de verde-clara a amarelada, com estrias amareladas ou avermelhadas e a polpa é

de cor branca, de gosto acidulada a doce, suave, carnosa e viscosa, de aroma perfumado
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e muito saboroso (Figura 2) (VIEIRA NETO et al., 2002). As sementes sdo achatadas,

discdides, rugosas, cor castanho-clara, com hilo no centro (VIEIRA, 2007).

Figura 2: O fruto Mangaba (Hancornia speciosa Gomes).

A cultura da mangaba vegeta de forma esponténea nas regides tropicais da
América do Sul como na Venezuela, Bolivia, Peru, Paraguai e na regido do Chaco da
Argentina. No Brasil, ocorre no Centro-Oeste, Sudeste, Norte e no Nordeste a
mangabeira faz parte da vegetacdo de Cerrado ou de Tabuleiro; é encontrada desde a
faixa litordnea até o Agreste, vegetando em solos profundos, pobres e arenosos
(VIEIRA NETO et al., 2002).

De acordo com dados da producdo nacional de mangaba, por regido e por
Estado, no periodo de 2001 a 2005 (IBGE, 2007), os maiores produtores da fruta sdo os
estados do Rio Grande do Norte, Bahia e Sergipe (Tabela 1). Ja os dados de producdo
extrativa de mangaba fornecida pelo IBGE (2007), mostram que em Sergipe estdo 0s
trés municipios maiores produtores de mangaba do Brasil, Estancia, Pirambu e
Itaporanga D*Ajuda (Tabela 2).
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Tabela 1: Producédo nacional extrativa de mangaba, por regido e por Estado, no periodo
dos anos de 2001 a 2005 (toneladas).

Ano 2001 2002 2003 2004 2005
Brasil 1181 1147 999 790 811
Nordeste 690 701 764 785 806
Sudeste 490 445 235 5 5
Centro 1 1 - - -
Oeste
RN 28 31 63 76 79
AL - 32 37 31 19
SE 492 475 500 509 497
BA 170 163 164 169 163
MG 490 445 235 5 5
MT 1 1 - - -
PB - - - - 48

Fonte: IBGE, 2007

Tabela 2: Quantidade de mangaba produzida na extracdo vegetal em toneladas, no

Estado de Sergipe, no ano de 2005.

Regido Produtora Municipios

Estancia (315), Pirambu (82), Itaporanga D Ajuda (43),
Leste Sergipano Indiaroba (24), Barra dos Coqueiros (14), Santa Luzia do Itanhi
(7), Japaratuba (5), Sao Cristévao (5), Pacatuba (2)

Fonte: IBGE, 2007

A industrializacdo da mangaba, no entanto é muito restrita e pouco desenvolvida
quando comparada a outras frutas, principalmente nos estados nordestinos, o que tem
levado a grandes perdas de producdo pelo ndo aproveitamento da fruta madura.
Portanto, torna-se necessario o desenvolvimento de estudos para utilizacdo da mangaba

em novos produtos, a fim de agregar valor ao fruto e intensificar sua comercializacdo.

2.3- Caracteristicas Nutricionais da Mangaba

A composi¢cdo média do fruto da mangaba é 77% de polpa, 12% de sementes e

11% de casca. A polpa contém de 9 a 14% de carboidratos, 0,3% de lipideos, 1,3% e
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3,0% de proteinas, 0,42 a 0,85% de acidez, 49 a 60 unidades de kcal, 33 mg de vitamina
C além de conter as vitaminas A, B1, B2, fésforo e calcio (DONADIO, 2007).

A semente da mangaba apresenta um alto teor de goma (3,1% na base seca) que
pode ser aproveitado para elaboracdo de sorvetes e produtos com fins dietéticos.
Algumas partes da planta tém aplicacdo na medicina popular, como a casca, com
propriedades adstringentes, e o latex, a qual é empregada em hematomas, inflamacdes,
diarreia, tuberculose, Ulceras e herpes. O cha da folha é usado para colica menstrual.
(SILVA JUNIOR, 2004). Além da sua aplicabilidade na farmacologia, ainda, pode-se
extrair o latex para borracha, demonstrando seu potencial de aproveitamento na
agroindustria. Segundo Ferreira (1997), sua utilizacdo agroindustrial esta sendo
rapidamente difundida devido a sua grande aceitacdo e o alto rendimento de polpa.

As sementes de mangaba tém demonstrado potencial para utilizacdo na
elaboracdo de novos produtos, segundo Vieira (2007), apresentam a seguinte
composicdo média: teor de proteinas de 11,4%, teor de lipideos de 24,7%, teor de
carboidratos de 25,7% e porcentagem de fibras de 33%. Devido ao elevado teor de
fibras superior ao da farinha de milho (4,0% de fibra), os autores utilizaram o residuo

para obtencéo de barra de cereal.

2.4 - Fermentacdo em Estado Solido (FES)

Os residuos provenientes da inddstria de alimentos além de fonte de matéria
organica servem como fonte de proteinas, enzimas e Oleos essenciais, passiveis de
recuperacdo e aproveitamento (COELHO et al.,, 2001). Uma das formas de
aproveitamento destes residuos seria através de fermentacdo em estado solido.

A fermentacdo sdlida ou em estado sélido (FES) também chamada de
fermentacdo semi-solida (FSS) pode ser definida como o crescimento de
microrganismos em materiais solidos (um substrato natural ou inerte) na auséncia de
agua livre, com ou sem nutrientes sollveis, no entanto, o substrato deve conter umidade
suficiente, existente na forma adsorvida na matriz solida. (PANDEY, 1992; SOCCOL e
VANDENBERGHE, 2003). A fermentacdo em substrato sélido deve ser utilizada
apenas para definir os processos em que o préprio substrato age como fonte de energia
(carbono) e ocorre na auséncia de agua livre. (PANDEY, SOCCOL e MITCHELL,
2000).
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Na FES existem 2 tipos de processos em funcéo da utilizagéo do substrato:

. O solido serve tanto como suporte e fonte de nutrientes. Estes substratos sdo
materiais heterogéneos insollveis em &gua provenientes da agricultura ou subprodutos
da inddstria alimentar que sdo de natureza amilaceas ou de natureza ligno-celulosicos
(gréos e subprodutos de grdos, mandioca, batata, feijdo, polpa de beterraba). Por esta
ultima caracteristica, estes residuos devem ser pré-tratados para converter o substrato
bruto em uma forma adequada de aumentar a sua utilizacdo pelos microrganismos, as
modificagdes mais comuns sdo: reducdo do tamanho por peneiragdo, moagem,
raspagem ou corte, quimica ou hidrélise enzimatica de polimeros, a suplementacdo com
nutrientes (fésforo, nitrogénio, sais), ajuste do pH e umidade, tratamento térmico para a
pré-eliminacdo e degradacao das estrutura macromolecular dos principais contaminantes
(PASTRANA et al., 2003).

. O solido serve apenas como suporte inerte. Exemplos destes substratos sao:
bagaco de cana, fibras inertes, resinas, espuma de poliuretano e vermiculita ou
vermiculite, sendo necessario a adicdo de um liquido que contém todos os nutrientes
(agucares, lipideos, acidos organicos e outros). Essa estratégia € menos usado, mas
relata algumas vantagens. O uso de um liquido definido e um suporte inerte com
estrutura homogénea melhora o controle e monitoramentodo processo e da
reprodutibilidade nas fermentacGes. Em qualquer caso, 0 uso de suportes inertes
apresenta desvantagens econdomicas (PASTRANA et al., 2003).

Em ambos o0s casos, 0 sucesso da FES esta diretamente relacionada as
caracteristicas fisicas do suporte, o que ira favorecer tanto na difusdo de gases e
nutrientes e na fixacdo dos microrganismos. Geralmente, 0s substratos de particulas
menores proporcionam uma maior area de superficie para o crescimento microbiano,
entretanto, particulas muito pequenas podem resultar em aglomeracdo de substrato e
conseqlientemente um crescimento deficiente. Em contraste, as particulas maiores
proporcionam uma melhor aeracdo, mas limita a superficie para o crescimento
microbiano. Portanto, o tamanho da particula deve ser selecionado para cada processo
particular (PANDEY et al., 1999).

Do ponto de vista pratico, é importante valorizar as caracteristicas fisicas da
matriz sélida devido a sua influéncia no sucesso da FES como o tamanho e forma das
particulas, porosidade e consisténcia do material. (PASTRANA et al., 2003).

Um exemplo de fermentacdo em estado solido esta demonstrado na Figura 3.
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Figura 3: Fermentagdo em estado solido do A. niger CNPAT 001 em casca de maracuja
(PINTO et al., 2005).

A fermentacdo em estado sélido apresenta uma serie de vantagens, tais como:
obtencdo de produtos concentrados, necessitando de menor quantidade de solvente para
extracdo, possibilidade da exclusdo das etapas de concentracdo e/ou extracdo, reducdo
dos problemas de contaminacdo, substratos simples e de baixo custo, a esterilizacdo do
meio é muitas vezes desnecessaria, auséncia de espuma, eliminacdo da necessidade de
solubilizacdo do substrato, eliminacdo da necessidade de rigoroso controle sobre
diversos parametros durante a fermentacdo (SILVEIRA et al., 2007).

Além da escolha do substrato, outro pardmetro importante que auxilia no
desenvolvimento da FES é a sele¢do do microrganismo. Os fungos filamentosos séo 0s
microrganismos mais adaptados na FES devido a seus aspectos fisiologicos,
propriedades enzimoldgicas e bioquimicos. A capacidade dos microrganismos adaptar
em substrato sélido é devido as hifas desses fungos que da o poder de penetrar nos
substratos sélidos e isto também lhes da uma grande vantagem sobre o0s
microorganismos unicelulares na colonizacdo do substrato e na utilizacdo de nutrientes.
(PASTRANA et al., 2003). Além disso, possuem capacidade de assimilar misturas de
diferentes polissacarideo devido a natureza, geralmente complexa, dos substratos
utilizados e de crescer em baixa atividade de agua (aw) e condicdes de alta pressao
osmética (alta concentracdo de nutrientes) que os tornam mais eficientes e competitivo
na bioconversdo do substrato sélidos (PASTRANA et al., 2003). Esse microrganismos

encontram-se entre 0s mais promissores na producdo de biomassa, uma vez que além de
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elevarem o teor protéico, produzem proteinas com atividade catalitica especifica
(SILVEIRA et al., 2007).

Os fungos filamentosos que se destacam na producdo de biomassa em
fermentacdo em estado sélido sdo: Phycomycetes (Mucor e Rhizopus), Ascomycetes
(Aspergillus e Penicillium) e Basidiomycetes (fungos de podriddo-branca). (PANDEY
et al., 2000; AZEVEDO et al., 2001). O género Rhizopus €é especialmente importante,
pela produgdo de proteinas com elevada digestibilidade e auséncia de substancias
toxicas (SILVEIRA et al., 2007).

A aplicagdo da tecnologia de FES vem sendo utilizada desde a antiguidade. O
uso do molho de soja € referéncia na China desde 3000 a.C e no Japdo e sudoeste da
Asia desde 1000 a.C. (FLORENTINO, 2007). A histéria relata que em 1940 os paises
ocidentais direcionavam seus interesses ao desenvolvimento dos processos de
fermentacdo submersa, dando pouca importancia a fermentacdo em estado solido. E
provavel que o desinteresse pela FES foi devido o desenvolvimento da penicilina que
ocorreu em fermentacdo submersa e estava tendo uma enorme importancia na epoca.
Todavia, as pesquisas relacionadas a FES sempre continuaram isoladamente. Durante
1950-1960, alguns trabalhos foram realizados utilizando a FES visando a transformacao
de esteroides usando cultura de fungo e em 1960-1970 surgiram estudos empregando a
FES na producdo de micotoxinas permitindo a fermentacdo em estado solido atingir
outro marco. No entanto a motivacdo ocorreu a partir do enriquecimento protéico de
racdes animais utilizando residuos oferecendo uma alternativa para o aproveitamento de
residuos agroindustriais (SINGHANIA et al., 2009).

2.5 — Fatores que afetam a Fermentacao em Estado Solido

A fermentacdo em estado solido pode ser influenciada por diversos fatores tais
como: atividade de agua, umidade, temperatura, pH, niveis de oxigénio, aeracdo e a
agitacdo, os quais podem afetar significamente o crescimento microbiano e a formacéo
do produto de interesse (PASTRANA et al., 2003).

O teor de umidade € um fator critico no processo FES devido a esta variavel ter
influéncia sobre crescimento e biossintese de diferentes metabdlitos. Do ponto de vista
microbioldgico a aw indica que a dgua esta disponivel ou acessivel para o crescimento

do microorganismo. E um parametro fundamental para a transferéncia de massa da agua
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e solutos nas células microbianas. A quantidade de agua no substrato tem uma
influéncia determinante sobre a atividade microbiana pois as necessidades de 4gua do
microrganismo deve ser mais bem definida em termos de atividade de &gua (aw) ao
invés do teor de &gua do substrato sé6lido (PASTRANA et al., 2003; SINGHANIA et
al., 2009). A reducdo da atividade de &gua normalmente alonga a fase lag, diminui a
velocidade especifica de crescimento, resultando em baixa producdo de biomassa
(PANDEY et al., 2000).

De acordo com Maciel (2006) a umidade elevada do substrato provoca uma
diminuicdo da porosidade da matriz solida, uma fraca difusdo de oxigénio e aumenta o
risco de contaminacdes bacterianas. Segundo Pastrana et al (2003) além de reduzir a
porosidade da matriz sélida impedindo a transferéncia de oxigénio, os niveis mais
elevados pode causar uma reducdo no rendimento da enzima devido o impedimento do
crescimento das cepas produtoras. Por outro lado a baixa umidade faz com que ocorra
uma reducdo na solubilidade de nutrientes do substrato; significam que a fermentacéo
somente pode ser realizada por um ndmero limitado de microrganismos,
principalmente, leveduras e fungos, apesar de algumas bactérias serem utilizadas
(COUTO et al., 2005).

O valor 6timo de umidade dependera tanto do microrganismo quanto da matriz
solida utilizada para a producdo econémica, portanto 0s microrganismos devem ser
cultivados em niveis de umidade ideal para maximizar o crescimento ou producdo de
metabolitos (PASTRANA et al., 2003). Geralmente, o conteddo de dgua do substrato
para FES deve oscilar entre 30 e 85% (PASTRANA et al., 2003; VENDRUSCOLO,
2005; SINGHANIA et al., 2009).

O aumento da temperatura durante os processos fermentativos é uma
consequiéncia da liberacdo de calor pelos microrganismos durante as atividades
metabolicas (PANDEY et al., 2001). Isso afeta diretamente o0s esporos de germinacao,
crescimento dos microrganismos e a formacdo do produto. O nivel de temperatura
alcancada ¢ devido o tipo de microrganismos e porosidade do substrato (PASTRANA et
al., 2003).

O controle de temperatura € uma das maiores dificuldades encontradas nos
processos de FES do que na fermentacdo submersa. Isso se da pelo fato do substrato
ndo ser homogéneo, formam-se gradientes de temperatura dentro do reator, o que
dificulta a remocéo de calor (PASTRANA et al., 2003; SINGHANIA et al., 2009).
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O monitoramento e o controle é fundamental no contexto industrial, mas
convencionalmente  aeragcdo é o  principal método  utilizado  para
controlar a temperatura do substrato. Isso porque as taxas de alta aeracdo pode reduzir a
atividade de agua do substrato por evaporacdo. A agitacdo da massa de fermentacdo
também pode ajudar a controlar a temperatura (PASTRANA et al., 2003).

Para o controle do pH na FES s&o adicionadas solu¢des tampéo durante a etapa
de umidificacdo do substrato ou adicdo de uma mistura de fontes de nitrogénio, como
sais de ambnio em combinagdo com sais de uréia ou de nitrato (PASTRANA et al.,
2003; DEL BIANCHI et al., 2001).

De um modo geral, na FES os valores de pH s&o baixos, favorecendo o
crescimento de fungos e leveduras e dificultando o crescimento de bactérias
(ALBUQUERQUE, 2003 apud DEL BIANCHI et al., 2001).

A aeracdo possui importantes fungdes na FES como o fornecimento de oxigénio
para condicOes aerobicas, a remocao de CO,, calor, vapor de agua e volateis produzidos
durante o metabolismo, manutencédo da temperatura e do nivel de umidade do substrato
(RAIMBAULT, 1998; PASTRANA et al., 2003).

A quantidade de ar pode influenciar significativamente na producédo de biomassa
e de enzimas, para um bom rendimento da fermentacdo € necessaria uma grande area
superficial do substrato, no qual o microrganismo pode se desenvolver em contato com
o ar (RAIMBAULT, 1998).

A agitacdo (em reatores de mistura apropriados para substratos solidos) pode
solucionar problemas relacionados a heterogeneidade do sistema, reduzindo os
gradientes formados em reatores estaticos e aumentando a eficiéncia das transferéncias
de calor e de massa. Entretanto, dependendo do microrganismo, a agitacdo pode causar
ruptura das células, dificultando o crescimento (PANDEY et al., 2001).

Um fator importante que geralmente é considerado um problema na FES € a
concentracdo de microrganismo devido o fato dos micélios esta ligado a matriz solida e
ndo poder ser quantificado separadamente. Acompanhar o crescimento do
microrganismo na FES pode ser realizado por diferentes métodos: avaliacdo do
consumo de oxigénio ou producdo de CO2; acompanhamento da producdo de enzimas
extracelulares ou metabdlitos primarios; medicdo de componentes celulares, como o
conteldo protéico, teores de A&cidos nucléicos, concentracdo de glicosamina ou
ergosterol (ALBUQUERQUE, 2003).
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2.6 — Aplicagbes da Fermentagdo em Estado Sdlido

Nos ultimos anos, a fermentacdo em estado sélido tem sido alvo de interesse
de muitos pesquisadores, tanto na producdo de enzima quanto na obtencdo de
substancias de interesse para a industria de alimentos, pois tem resultados em produtos
com melhores caracteristicas além de ofertar maior produtividade. Além disso, ha a
possibilidade de utilizacdo de substratos de baixo valor resultando numa producédo de
baixo custo (NIGAM et al., 2003).

Vaérios pesquisadores tém utilizado a FES para a producdao de compostos
diversos como seré apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3: Aplicac6es da Fermentacdo em Estado Sélido

Produtos

Substrato

Microrganismos

Referéncia

Enzimas lignoceluloliticas

Residuo de laranja

Pleurotus ostreatu

Alexandrino et al., 2007

Lipase

Subprodutos do processo de refino do
6leo de milho ou 6leo de oliva

Aspergillus niger 11T53A14

Damaso et al., 2008

Proteases, celulases, pectinases

Casca do coco verde

Aspergillus niger.

Coelho et al., 2001

Enzimas poligalacturonases e
pectina-liases

Cascas de manga, cana e banana,
farelo de trigo, polpa de mac4,
tegumento do grdo de milho

Penicillium viridicatum RFC3

Rizzatto et al., 2003

Enriquecimento protéico

Residuos de batata doce

Saccharomyces cerevisae e 0

Rhizopus sp

Yang et al., 1993

Enriquecimento protéico

Bagaco de macd

Gongronella butleri

Vendruscolo et al., 2009

o- amilase

Pedinculo de banana

Bacillus subtili

Couto et al., 2005

Transferase fructosil

Farelo de arroz, farelo de trigo,
gérmen de milho, resto de café e cha

Aspergillus oryzae

Sangeetha et al., 2004

Xilanase

Bagaco de cevada, casca de
amendoim

Aspergillus casielus

Kronbauer et al., 2007

Lipase

Farelo de trigo

Rhizopus sp

Pastore et al., 2003

Lipase, protease, amilase

Residuo industrial da producéo de
6leo de babacu

Penicillium restrictum

Palma, et al., 2000

Pectinase

Peddnculo de caju seco

Aspergillus niger CCT 0916

Florentino (2007)

Aroma de abacaxi

Casca de café

Ceratocystis fimbriata

Soares et al., 2000

Fonte: Pelizer et al., 2007



Tabela 3 (continuacdo): Aplicagdes da fermentacdo no estado solido

Produtos

Substrato

Microrganismos

Referéncia

Aroma frutificado

Fibras de arroz geleificado
Miso
Fibras de celulose

Neurospora sp
Zygosaccharomyces rouxii
Aspergillus SP

Pastore et al., 1994
Sugawara et al., 1994
Ito et al., 1990

Aroma frutificado (abacaxi)

Bagacgo de mandioca, bagaco de
macé, soja. Amaranto

Ceratocystis fimbriata

Bramorski et al., 1998

Aroma frutificado (banana)

Bagaco de cana e glicose,
farelo de trigo, bagaco de
mandioca e bagaco de cana
(com leucina ou valina)

Ceratocystis fimbriata

Christen et al., 1997

Aromas frutificados

Bagaco de mandioca e farelo de
palma gigante

Kluyveromyces marxianus

Medeiros et al., 2001

Aromas frutificados

Casca e borra de café

Ceratocystis fimbriata

Medeiros et al., 2003

Pigmentos Bagaco de mandioca Monascus sp Carvalho et al., 2004
Acido latico Bagaco da cana de agucar Rhizopous oryzae Soccol et al., 1994
Acido citrico Bagaco de mandioca Aspergillus Niger Vandenberghe et al., 2000

Fonte: Pelizer et al., 2007
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2.7 - Enriquecimento Protéico de Residuos Agroindustriais

O uso de microrganismos no enriquecimento protéico de residuos tem se
mostrado atrativo, pois algas, bactérias e fungos sdo capazes de crescer em diferentes
tipos de subprodutos industriais, produzindo grandes quantidades de células, ricas em
proteina, denominadas single cell protein (proteina unicelular) (KOCH et al., 2007).

Single Cell Protein (SCP) é a producdo de massa celular utilizando
microrganismos cultivados em grande escala sobre residuos e utilizados como fonte de
proteina na alimentacdo humana e em racdo animal (PARASKEVOPOULOU et al.,
2003). O termo Single Cell Protein surgiu em 1968 no encontro realizado no Instituto
de Tecnologia de Massachusetts (MIT) para substituir o nome, menos estético, proteina
microbiana (ANUPAMA et al., 2000).

Os primeiros registros escritos sobre a utilizagdo de microrganismos como fonte
de alimento foi em 2600 aC na Babilonia, com vestigios de pdo. A descoberta do péo
fermentado € geralmente atribuida aos egipcios. Os primeiros microrganismos a serem
cultivados em grande escala foram as leveduras. A técnica foi empregada na Alemanha
durante a Primeira Guerra Mundial, quando o crescimento de Saccharomyces cerevisae
foi explorado para o consumo humano. Outros microrganismos também foram usados
como Candida utilis e Candida arborea (HAIDER et al., 2005; ANUPAMA et al.,
2000).

Atualmente SCP ¢ produzido a partir de muitas espécies de microrganismos. O
uso dos fungos e bactérias sdo mais convenientes para a producdo de SCP, quando
cultivados em residuos de baixo custo devido o seu rapido crescimento e elevado teor
de proteinas. Entre as algas, as mais utilizadas sdo as especies de Spirulina. As mais
populares entre as leveduras sdo as dos géneros Candida, Hansenula, Pichia, Torulopsis
e Saccharomyces. Entre as bactérias, Cellulomonas e Alcaligenes sdo 0s géneros mais
frequentemente usados. Aspergillus, Trichoderma, Rizophus, Penicillium, entre outros,
sdo alguns dos fungos cultivados para a obtencdo de SCP. Os principais microrganismos
utilizados para serem consumidos por humanos sao Saccharomyces cerevisiae, Candida
utilis, Spirulina e Chlorella. Essas espécies sao consideradas seguras e aceitas pela FAO
para o consumo humano (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000; ANUPAMA et al., 2000).

O valor nutritivo dos alimentos e a utilidade da proteina unicelular de qualquer
fonte sdo baseados na composicdo dos microrganismos. O produto final, além de ser

nutritivo, deve estar livre de qualquer substancia tdxica. Os nutrientes, as vitaminas, 0
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teor de nitrogénio, de carboidratos, gorduras, componentes da parede celular, acidos
nucléicos, concentragdo de proteinas e perfil de aminoéacidos dos microrganismos,
devem ser analisados antes que o produto seja utilizado para alimento ou como
suplemento alimentar. (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000).

Na Tabela 4 estdo representados 0s componentes nutricionais constituintes de
fungos e bactérias.

Tabela 4: Percentual de alguns componentes constituintes de fungos e bactérias.

Componentes Percentual da composicao
Fungos Bactérias
Proteinas 30-70 50-83
Nitrogénio Total 35-50 60-80
Lisina 6,5-7,8 4,3-5,8
Metionina 1,5-1,8 2,2-3,0
Lipideos 5-13 8-10
Acidos nucléicos 9,70 15-16
Sais Minerais 6,6 8,6
Aminoacidos 54 65

Fonte: Ravindra, 2000

A quantidade de acidos nucléicos nas células de microrganismos tem sido o
principal fator limitante da sua utilizacdo em alimentos para seres humanos. A ingestao
diaria de mais de 2 gramas desses compostos pode resultar em elevados niveis de acido
arico, que se acumula no corpo devido a falta da enzima uricase nos seres humanos,
causando doencas como a formacdo de pedras nos rins e gota. A fim de atender os
requisitos da dieta protéica humana por meio de SCP o limite permitido para a
concentracdo de acidos nucléicos é de 2% (w/w) (base seca em estufa)
(FAO/WHO/UNICEF, 1970; PARAJO et al., 1995).

Fungos em geral fornecem vitaminas do complexo B, mas podem apresentar
micotoxinas. As células de leveduras contém tiamina, riboflavina, biotina, niacina,
acido pantoténico, colina, acido foélico, entre outros componentes de alto valor

nutricional. Entretanto, mostram-se deficientes em aminoacidos sulfurados e podem
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apresentar alta concentracdo de &cidos nucléicos. As algas sdo ricas em lipidios e &cidos
graxos essenciais (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000).

O uso de substratos naturais baratos e de residuos de produtos industriais para o
cultivo de microrganismos parece ser uma tendéncia nas pesquisas. O microrganismo
como fonte de alimento pode parecer inaceitavel, mas a idéia de consumo de desses
microrganismos como alimento para 0 homem e animais é certamente inovadora para
solucionar o problema alimentar mundial. (ANUPAMA et al., 2000; HAIDER et al.,
2005).

Varios pesquisadores tém estudado o enriquecimento protéico de residuos

agroindustriais como apresentado na Tabela 05.
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Tabela 05: Enriquecimento protéico de residuos agroindustriais (dados da literatura)

Referéncia

Meio de cultivo

Microrganismo

Valor Protéico (%)

Pelizer et al; 2007
Bravo et al., 1994

Monteiro et al., 1991
Duefias et al., 1995

Koch et al., 2007
Joshi e Sandhu, 1996
Duran e Chereau, 1988

Shojaosadati et al., 1999

Campos et al., 2005
Vandenberghe et al., 2000
Adbullah et al., 1985

Yang et al.,1993
Gélinas et al., 2006

Bagaco de cana-de-acucar
Bagaco de cana-de-agucar

Bagaco de cana-de-agucar
(cultivo submerso)

Bagaco de cana-de-agucar

Bagaco de macd

Polpa de macé

Polpa de beterraba

Polpa de beterraba
Farelo de trigo
Residuos de citros

Bagaco do pedunculo do caju
Bagaco de mandioca
Palha de trigo

Residuos de batata doce

Fécula de batata

Spirulina. Platensis
Clostridium. Cellulolyticum

Trichoderma reesei e Rhizopus

(cultura mista)

Trichoderma reesei e A. phoenics

(cultura mista)
Gongronella butleri CCT4274
Rhizopus oligosporus
S.cerevisiae
C. utilis
T. utilis

T. viride
N. sitophila

Saccharomyces cerevisiae
A. Niger
C. cellulolyticum

Saccharomyces
Rhizopus

Candida utilis ATCC 9256

(de 2,3 % para 7,2 %)
(de 2,0 % para 8,7 %)

(de 1,6 % para 7,7%)

(de 3,0 % para 12,0 %)

(de 5,93 % para 19,24 %)
(de 5,93 % para 30,75 %)
(de 5,8 % para 6,8%)
(de 5,8 % para 18,5%)
(de 5,8 % para 15,6%)

(de 10,8% para 26,6%)

(de 15,0 % para 30,0 %)
(de 13,0 % para 30,0 %)
(de 7,0 % para 18,2 %)

(de 10,74 % para 20,25%)
(de 13,1% para 23,1%)

(de 2,9 % para 16,4%)

(de 3,2% para 8,4%)
(de 3,2 % para 18,5%)

(de 3,7 % para 12%)

Fonte: Pelizer et al., 2007

30



Apos a fermentacdo geralmente o residuo enriquecido (proteina unicelular) passa
por um processamento quimico para a reducdo de &cidos nucléicos, os quais podem
resultar em alteracfes do seu perfil de amino&cidos (com geracdo de compostos toxicos
ou sem valor bioldgico) ou reduzir a digestibilidade. Esses procedimentos quimicos sdo
baseados na utilizagio de acidos, sais e alcalis para remocéo dos acidos (PARAJO et al.,
1995). Entre eles, a tecnologia baseada em NH4OH apresenta vérias vantagens, tais
como a seletividade do acido nucléico, degradacdo e acessibilidade do agente quimico
na proteina citoplasmatica sem romper a parede celular (PARAJO et al., 1995).

A toxicidade do produto deve ser avaliada antes de sua comercializagdo. As
toxinas, se presentes, atuam como contaminantes por serem metabélitos secundarios
produzidos por certos fungos e bactérias durante o crescimento. As algas geralmente
ndo produzem toxinas nocivas. (ANUPAMA; RAVINDRA, 2000 apud BLANCOU et
al., 1978). Quando utilizado como rag@o animal, os niveis de toxicidade toleraveis séo
geralmente maiores do que quando consumidos por seres humanos. Alguns testes de
toxicidade s6 podem ser feitos em animais vivos, assim todos esses testes e analises s&o
realizados principalmente para avaliar a adequagdo do produto final, seja para
alimentacdo humana ou para alimentagdo animal ou suplementos (ANUPAMA;
RAVINDRA, 2000).

Os fungos sdo comuns no campo e nas porcdes superficiais de vegetais
cultivados, armazenados e processados em diferentes regides. As espécies toxigénicas
de fungos produzem micotoxinas, que sao metabdlitos secundarios produzidos por uma
variedade de fungos, especialmente por espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium, a sua ocorréncia em matérias-primas, subprodutos e alimentos é dificil de
ser prevenida. As micotoxinas aflatoxina B1, ocratoxina A, zearalenona, deoxinivalenol
e fumonisinas sdo freqlientemente detectadas em cereais, especialmente em farelos
(FURLONG et al., 2007).

A presenca de micotoxinas em certas espécies de fungos, especialmente
Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus, produtora da aflatoxina, € um grande
obstaculo na sua utilizacdo (RAVINDRA et al., 2000). O consumo destas toxinas na
alimentacdo pode ocasionar danos agudos, tais como: diarréias, vomito e dor de cabeca,
bem como danos cronicos como: alteracdo no sistema digestivo, neuroldgico e
imunolodgico, atraso de crescimento, efeito estrogénico e cancer (MURPHY et al., 2006;
FURLONG et al.,2007 apud YOSHIZAWA, 2001).
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Dai faz-se necessério a descontaminacéo e purificacdo do produto final para que
seja usada como fonte de alimento. A proteina bacteriana parece ser segura, pois nao
tem efeitos sobre o sistema imunoldgico de ratos, quando testado tanto in vitro como in
vivo (RAVINDRA et al., 2000).

Os residuos agroindustriais enriquecidos nutricionalmente por FES podem ser
aplicados para alimentacdo animal. Na literatura ainda ndo consta trabalhos da
utilizacdo de residuos enriquecidos na alimentagdo humana, entretanto existe essa
possibilidade desde que seja comprovada auséncia de efeitos toxicoldgicos, elevado
valor nutritivo comparado as fontes convencionais de proteina, ser economicamente

viavel e com rendimento elevado.

2.7.1 — Enriquecimento protéico de residuos utilizando Aspergillus oryzae

O género Aspergillus (pertecente a ordem Eurotiales e familia Trichocomaceae)
inclui aproximadamente 150 espécies reconhecida e foi dividido em seis subgéneros,
Aspergillus, Fumigati, Ornati, Clavati, Nidulantes e Circumdati (MACHIDA et al.,
2005). O Aspergillus oryzae pertence ao subgénero Circumdati, secéo Flavi (¥ do grupo
A. flavus). A. oryzae e A. flavus séo comumente relacionados, uma vez que foi proposto
redefinir A.oryzae como uma variagdo do A. flavus, que provavelmente tinha alterado a
sua morfologia e fisiologia (BLUMENTHAL, 2003). Entretanto, o Aspergillus oryzae,
ao contraro do Aspergillus flavus, ndo produz aflatoxinas, o0 que prova a sua seguranca e
longa historia de uso na industria de alimentos (MACHIDA et al., 2005).

Aspergillus oryzae, € um fungo filamentoso bastante utilizado na culinaria para a
producdo de alimentos fermentados tradicionais e bebidas no Japdo (MACHIDA et al.,
2005). Séo fungos empregados na producao de “saqué”, “miso” (pasta de soja), “shoyu”
(molho de soja) e tem sido usado com seguranca em mais de 1000 anos
(BLUMENTHAL, 2004).

A seguranca do A. oryzae como organismos produtores de alimentos ha muito
tempo foi reconhecido e se afirmado como GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo
FDA(American Food and Drug Administration). Um certo namero de alimentos
fermentados tradicionais sdo produzidos por A. Oryzae e ainda estdo sendo consumidos,
principalmente na Asia (BLUMENTHAL, 2004 apud BEUCHAT, 2001).
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Além de produzirem varios alimentos fermentados, o Aspergillus oryzae tem
sido bastante usado na producdo de metabdlitos de interesse, pois ele fragmenta o amido
e as proteinas respectivamente em acgucares e peptidios, produzindo grandes quantidades
de enzimas sob fermentacdo, por exemplo, amilase, protease, B-galactosidase, lipase e
celulase, e compostos organicos como o acido glutamico. Recentes desenvolvimentos
tém facilitado o seu uso para a producdo de diversas proteinas para aplicacdes
industriais (TSCA, 1997).

Vaérios pesquisadores tém usado o Aspergillus oryzae para o enriquecimento
protéico de residuos. Silveira et al (2007) fermentaram farelo de arroz desengordurado e
farelo de trigo com Aspergillus oryzae e aumentou o nivel de proteina em até 17% e
diminuiu os niveis de aflatoxina B1(AFA B1) para 20%. Duru et al (2003) utilizaram
Aspergillus oryzae para fermentar um substrato enriquecido a partir de raiz de tanhoba e
aumentou o nivel de proteina em 26,23% em relagdo a uma producdo de proteina.
Ravinder et al (2006) realizaram o enriquecimento protéico de farelo de arroz com o
fungo Aspergillus oryzae e apresentou uma producdo méaxima de proteina de 24,30 %.
Feng et al (2006) avaliaram a digestibilidade, desempenho e atividade das enzimas
intestinais de leitdes utilizando Aspergillus oryzae em farelo de soja fermentado e nao
fermentado. Os resultados mostraram que os leitbes alimentados com o farelo
fermentado tiveram melhor digestibilidade aparente, aumento de peso, proteina bruta e

energia em comparacdo com leitdes alimentados com farelo ndo-fermentado.

2.7.2 - Enriquecimento proteéico de residuos utilizando Rhizopus oryzae

O género Rhizopus pertence a familia dos Mucoraceae, ordem Mucorales e filo
Zygomycota. Seu habitat natural é constituido de solos Umidos e suas hifas sdo
caracterizadas pelo crescimento rapido, desenvolve-se em substratos contendo acucares
soltveis e amido (http://www1.univap.br/drauzio/index_arquivos/mico008.pdf).

E o género causador mais comum da zigomicose que patologicamente é
caracterizada pela invasdo vascular das hifas, necrose do tecido e infec¢Bes agudas. Das
muitas formas de manifestacdo clinica, a forma mais comum causada por espécies de
Rhizopus é a zigomicose rinocerebral e craniofacial
(http://www.mycology.adelaide.edu.au/Fungal_Descriptions/Zygomycetes/Rhizopus/R_

oryzae.htm).
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A espécie Rhizopus oryzae é definido como um fungo filamentoso usado
frequentemente na producdo de alimentos fermentados e bebidas alcodlicas, na
Indonésia, China e Japdo, e considerado como GRAS.

O género Rhizopus € especialmente importante, pela producdo de proteinas com
elevada digestibilidade e tem sido usado como agente do cultivo de fermentacédo sélida
para a bioconversdo de residuos obtendo metab6litos (SILVEIRA et al., 2007). Sturza et
al 1997 estudaram o enriquecimento protéico do bagaco de maca utilizando Rhizopus
oryzae e obteve um aumento 3,33% para 8,2% no teor de proteina bruta. Silveira et al
2007 fermentaram farelo de arroz com Rhizopus sp. e obtiveram aumento no teor
protéico 69 % em termos de proteina bruta. Albuquerque et al 2003 fermentaram
bagaco de cana de agucar com o fungo Rhizopus oligosporus e obtiveram aumento
protéico de 5 vezes no teor de proteina solUveis.
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3.0- MATERIAIS E METODOS

3.1- Materiais

3.1.1- Meio de Cultura e Reagentes

As sementes de mangaba (Harconia speciosa Gomes) foram cedidas pela
empresa Pomar, processadora de Polpa de Frutas, localizada na cidade de Aracaju- SE.

Os microrganismos Aspergillus oryzae 5638C2 e Rhizopus oryzae 10C 4274
foram adquiridos da colegdo de culturas do Instituto Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro,
Brasil), e foi mantida a 4°C em meio completo (YPD- yeast peptone dextrose — 1%
extrato de levedura, 2% peptona e 2% glicose), contendo nutrientes essenciais; e
estocadas em geladeira contendo 70% de glicerol no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos na Universidade Federal de
Sergipe (UFS).

Os reagentes utilizados para analise de crescimento microbiano e o teor de

metionina estdo listados na Tabela 6.

Tabela 6: Principais reagentes utilizados.

Lista de reagentes

Metionina Crescimento Microbiano
Nitroprussiato de sodio VETEC HCI6 M
Pepsina VETEC Fenolftaleina (0,5%)
HCI 0,1N NaOH 3N
Pancreatina VETEC KHSO,4 1%
Solucéo tampéo pH 8 Acetil Acetona' MERCK
NaOH 5N SYNTH Na,CO30,5 N
HCI 8N Reagente de Erlich? MERCK

1% Detalhe sobre o preparo desta solucdo ver em Anexo A.
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3.2- Metodologia

3.2.1 — Obtencéo da farinha de sementes de mangaba

As sementes de mangaba foram inicialmente lavadas e secas ao sol para a
retirada da goma, em seguida, foram secadas a temperatura de 60°C, durante 8 horas
(secador elétrico Pardal PE 100 Semi Industrial), trituradas em diametro médio de 1,06
mm (moinho tipo Wiley) e esterilizadas a 121 °C durante 15min (em autoclave). A
farinha obtida esta demonstrada na Figura 4.

Figura 4: Farinha de semente de mangaba

3.2.2 — Caracterizacao fisico-quimica da farinha de sementes de mangaba

A farinha de sementes de mangaba foi caracterizada quanto aos teores de
umidade, pH acidez, lipideos, cinzas, fibras e proteina bruta segundo metodologia
proposta pela AOAC (1995).

Umidade
A umidade foi determinada pelo método dessecacdo, por secagem em estufa

com circulacao forcada de ar, a 105°C, por 2 horas até peso constante.
pH

O pH foi determinado pelo potencidmetro digital com eletrodo de vidro da
marca Alfa Kit — AT 300.
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Acidez

A acidez total foi determinada por meio de titulagio com NaOH O0,1N,
utilizando-se indicador 1% de fenolftaleina para verificacdo do ponto de viragem, a
partir de 5 g da amostra e diluida em 100 mL de &gua destilada. Os resultados foram
expressos em g/100g de solugdo normal.

Lipideos
O teor de lipidios foi realizado por extracdo direta em Soxhlet com éter de

petréleo.

Cinzas
O teor de cinzas foi obtido pelo processo gravimétrico, descrito pelo através da
carbonizacdo das amostras, seguida de incineracdo em mufla a 550°C até massa

constante e resfriamento em dessecador.

Fibras

As determinaces das fibras dietéticas foram realizadas da seguinte forma: pesa-
se 1 g da amostra previamente desengordurada e levou-se ao refluxo com 50 mL de
acido sulfurico 1,25% por 30 minutos. Em seguida, filtrou-se o material com 100 mL de
agua quente, em papel de filtro quantitativo e o residuo foi fervido com 50 mL de
NaOH 1,25% por mais 30 minutos e filtrado em cadinho de fundo poroso. Em seguida
foi posto para secar em estufa até obter peso constante. O calculo de percentual de fibra
foi determinado relacionando-se a diferenca entre a massa do residuo do papel seco e a

tara do papel, com a massa da amostra.

Proteina bruta

A determinacdo do teor de proteinas foi realizada pela técnica de micro-
Kjeldahl, sendo o teor protéico calculado multiplicando-se o teor de nitrogénio pelo
fator 6,25.

3.2.3 - Experimentos Fermentativos

As fermentacGes foram realizadas variando-se o teor de umidade inicial da

farinha de sementes de mangaba (entre 30 e 60%) e a temperatura (entre 30 e 40 °C).
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Foi utilizado o delineamento composto central rotacional (DCCR) 22 incluindo 4 pontos
axiais e 3 repeticdes no ponto central, tendo como variavel resposta a quantidade (%)
de proteinas totais sollveis, quando utilizado o fungo Aspergillus oryzae e a quantidade
de proteinas totais solUveis e proteina bruta quando utilizado o fungo Rhizopus oryzae,
conforme matriz apresentada na Tabela 7.

Os experimentos foram realizados em placas de petri contendo 10 g de farinha
de sementes de mangaba (variando a umidade inicial entre 30-60%) e suspensdes de
esporos de Aspergillus oryzae e Rhizophus oryzae contendo aproximadamente 10°
células/mL. O volume de suspensdo de esporos a ser adicionado na farinha foi calculado

de acordo com a Equacéo (1):
(U - Up/100 = V/(V + m) (Eq 1)

onde: U é a umidade desejada na farinha (%); Us é a umidade inicial da farinha (%); V é
0 volume de suspenséo de esporos de microrganismo a ser adicionado na farinha; m é a

massa da farinha.

As amostras foram incubadas em estufa e a cada 24 horas retirou-se uma placa
de petri para a determinacdo de proteinas totais soluveis e de proteina bruta. Os dados

foram analisados estatisticamente através do Software STATISTIC 6.0.

A condicdo de fermentacdo onde ocorreu maior producdo de proteinas foi
validada através da realizacdo dos experimentos em triplicata e determinou-se o teor de

metionina e a cinética do crescimento microbiano.
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Tabela 7: Planejamento experimental para o enriquecimento protéico da farinha de

semente de mangaba.

Experimentos Umidade Temperatura
1 -1 (30) -1(30)
2 -1 (30) +1(40)
3 +1 (60) -1(30)
4 +1(60) +1(40)
5 0 (45) -1,41 (28)
6 0 (45) +1,41 (42)
7 -1,41 (24) 0 (35)
8 1,41 (66) 0 (35)
9 0 (45) 0 (35)
10 0 (45) 0 (35)
11 0 (45) 0 (35)

3.2.4- Produtividade dos processos fermentativos

A produtividade em proteinas obtida nos processos fermentativos foi calculada
segundo a Equacéo (2) (AQUARONE et al., 2001).

Produtividade (mg/mL.h) = Maxima producéo de proteinas (mg/mL)  (Eq. 2)
Tempo de fermentacéo (h)

3.2.5- Extracdo e quantificacdo das proteinas totais soliveis

A extracdo das proteinas totais soliveis do fermentado foi realizada
adicionando-se agua destilada, na proporcdo 1:9 (fermentado: agua), mantendo-se a
temperatura de 60 °C, 150rpm durante 2 horas. A seguir, 0 material foi centrifugado a
3500 rpm durante 5 min e o sobrenadante foi filtrado em papel filtro qualitativo,
obtendo-se o extrato protéico (STREIT, 2004).

As proteinas totais sollveis presentes no extrato foram determinadas pelo
método de Bradford (1976), utilizando a albumina do soro bovino como proteina

referéncia.
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3.2.6- Determinacao do teor de metionina

O contedo de metionina disponivel nos fermentados foi determinado segundo
metodologia descrita por Silveira & Furlong, 2007. Inicialmente realizou-se a hidrdlise
dos aminoacidos presentes com as enzimas pepsina e pancreatina. O hidrolisado obtido
(2 mL) foi complexados com 1 mL de nitroprussiato de s6dio 2,5%, em meio acido, em
seguida, fez-se a leitura em espectrofotometro (510 nm) do complexo formado, tendo

como padrdo uma curva de metionina na faixa de linearidade entre 0,02 e 0,9 mg.mL™.

3.2.7 — Crescimento Microbiano

O crescimento microbiano foi determinado indiretamente atraves da dosagem de
glicosamina, obtida devido a presenca de quitina contida na parede celular de fungos
(AIDOO et al., 1981). Foi adicionado a 0,5 g de fermentado 5 mL de HCI 6N
colocando-se a mistura em banho de agua fervente por 2 horas. Em seguida, a amostra
foi resfriada e filtrada a vacuo. 1 mL do sobrenadante foi transferido para um baldo de
25 mL, adicionou-se 1 gota de solucéo alcoolica de fenolftaleina 0,5% (p/v) e titulou-se
com solucdo de NaOH 3 N, até que a coloragdo atingisse tonalidade rosa. Em seguida,
procedeu-se a titulagéo reversa com solugédo 1% de KHSO,, até que a coloragdo rosa
desaparecesse. Apos este procedimento, o volume do baldo foi completado com agua
destilada.

Da solucédo preparada acima colocou-se 1 mL em tubo de ensaio e adicionou-se
1 mL de solugéo de acetil acetona em Na,CO,; 0,5 N (ANEXO A), mantendo-se em

banho de agua fervente por 20 minutos. Apoés resfriamento, foram adicionados 6 mL de
etanol e, em seguida, 1 mL de p-DAB (reagente de Erlich) (ANEXO A). Os tubos

(]
foram incubados a 65 C por 10 minutos e a absorbancia foi lida a 530 nm. O branco foi
realizado repetindo o procedimento acima substituindo a amostra por dgua destilada. A
curva padrdo foi obtida utilizando concentrac@es de 0,01 a 0,2 g/L de glicosamina em

agua.
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3.2.8- Analise Toxicoldgica

A farinha de sementes de mangaba enriquecida com Aspergillus oryzae e
Rhizopus oryzae foi analisada quanto a presenca ou auséncia das aflatoxinas B1, B2, G1
e G2 atraves de cromatografia em camada delgada (CCD) segundo metodologia descrita
pelo Instituto Adolfo Lutz (2006). Estas analises foram realizadas no Laboratorio de
avaliacdo de alimentos, aditivos e contaminantes do Departamento de Analises
Bromatoldgicas da Universidade Federal da Bahia.
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4.0- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Caracterizagdo Fisico-Quimica da Farinha de Sementes de Mangaba

Processadas Termicamente.

A farinha das sementes de mangaba passaram por 2 tratamentos térmicos:
secagem e esterilizacdo. Com o intuito de verificar o efeito do tratamento térmico nas
caracteristicas fisico-quimicas, determinou-se 0s teores de umidade, proteina bruta,
proteina total soltvel, lipidios, cinzas, acidez, pH e metionina da farinha seca e da
farinha seca e esterilizada . As médias dos resultados em triplicata estdo apresentadas na
Tabela 8.

Tabela 8- Caracterizagédo da farinha de sementes de mangaba seca e esterilizada.

Componente Farinha seca Farinha seca e Esterilizada
Umidade (%) 4,30 + 0,05 19,02+ 1,19
Lipideos (%) 23,50 £ 0,74 12,82 + 0,04
Cinzas (%) 2,13+0,02 1,01 £ 0,06
pH 5,23 +0,05 4,00 £ 0,02
Acidez total(%) 28,40 £ 0,55 18,35+ 0,35
Proteina Bruta (%) 11,42 £0,32 5,68 £0,14
Proteina Solavel (%) 459+111 1,87 £ 0,05
Metionina (mg/g) 3,80 £ 0,05 1,68 £ 0,02

Devido ao tratamento térmico de secagem a temperatura de 60 °C seguido de
autoclavagem, a farinha apresentou menores teores de lipideos, proteinas soluveis e
bruta, metionina, pH e cinzas do que os obtidos pela farinha apenas submetida a
secagem.

A farinha seca apresentou teor de lipideos (23,50%), proximo ao obtido por
Vieira (2007), cujo valor foi de 24,68 % de lipideos. Entretanto apos a esterilizacédo o
teor de lipideos da farinha diminuiu para 12,82%, provavelmente isto ocorreu devido ao
tratamento térmico.

O teor de proteina bruta das farinhas somente seca foi similar ao obtido por

Vieira (2007), a qual obteve teor médio de 11,37 % de proteinas. A quantidade de
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proteinas no residuo servird de fonte de nitrogénio para o crescimento de
microrganismos.

O teor de proteinas soluveis obtido para a farinha seca (4,59 %) foi proximo ao
obtido por Vendruscolo (2005) em farinha de bagago de maca (4,97%). A farinha seca e
esterilizada apresentou menor teor de proteinas soltveis (1,87%) do que a farinha seca,
provavelmente isto ocorreu devido a desnaturacdo das proteinas ocasionada pelo
processo de autoclavagem (SGARBIERI, 1996).

O teor de proteinas solveis é a concentracdo de proteina contida no extrato da
farinha e pode ser sofrer alteracfes devido a fatores tais como: pH, forca ionica,
constante dielétrica do solvente e principalmente temperatura (SGARBIERI, 1996).

A metionina é um aminoécido sulfurado importante na alimentacdo humana e
animal. As proteinas vegetais sdo freqlientemente deficientes em metionina e,
conseqlientemente, uma dieta vegetal exclusiva podera ndo cumprir as exigéncias
nutricionais (KUMAR et al., 2005). O teor de metionina da farinha de sementes de
mangaba seca foi de 3,80 mg/g, maior que os valores encontrados na farinha de arroz
(2,57 mg/qg) e farelo de trigo (2,02 mg/g) (SILVEIRA et al., 2007).

Para os experimentos de enriquecimento proteico foi utilizada a farinha de

sementes de mangaba seca e esterilizada.
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4.2 — Enriquecimento Protéico da Farinha de Sementes de Mangaba
Esterilizada utilizando o Microrganismo Aspergillus Oryzae

4.2.1 - Cinética de producao de proteinas totais solGveis

O enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba com o fungo
Aspergillus oryzae (Figura 5) foi realizado por FES através do planejamento
experimental (Tabela 7), variando-se a umidade do residuo e a temperatura de

fermentagéo.

Figura 5: Farinha de sementes de mangaba fermentada com Aspergillus oryzae.
A producdo de proteinas sollveis foi determinada ao longo do tempo de

fermentacdo com o intuito de verificar em que tempo ocorreria a producdo maxima. Os

resultados da cinética estdo apresentados na Tabela 9 e nos graficos das Figuras 6 e 7.
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Tabela 9: Cinética de producdo de proteinas totais soliveis no enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba com Aspergillus
oryzae.

Proteinas totais solveis (%)

Tempo de Fermentagdo (h)

Ensaio X1 X2 TC Un 1 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

1 -1 -1 30 30 185 3,09 337 242 443 2776 4,00 4,08 4,13 544 480 4,15 3,95
2 +1 -1 40 30 185 2,38 3,09 19 289 295 3,74 360 513 366 342 5,05 4,55
3 -1 +1 30 60 185 911 455 6,04 398 267 510 249 418 535 265 3,13 3,05
4 +1 +1 40 60 185 208 753 641 701 687 549 553 1168 13,92 13,04 11,89 6,16
5 -1,41 0 28 45 185 2,68 10,04 9,64 1231 651 4,76 392 332 345 325 3,49 3,32

6 +1,41 0 42 45 185 4,04 239 10,24 3,92 599 7,72 666 494 484 6,25 10,62 10,31

7 0 -141 35 24 185 377 309 259 267 19 288 169 261 202 148 2,08 2,44
8 0 +141 35 66 18 306 702 738 746 29 281 171 180 144 140 1,96 2,70
9 0 0 35 45 185 487 509 431 335 11,07 9,07 515 567 528 448 4,78 4,63
10 0 0 35 45 185 501 480 444 406 10,00 916 490 576 519 430 4,87 4,58
11 0 0 35 45 185 444 498 4,92 466 10,00 9,61 540 547 558 456 4,54 4,66
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Figura 6: Cinética de producdo de proteinas totais solliveis da FES da farinha de

sementes de mangaba com Aspergillus oryzae (Experimentos 1a5).
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Figura 7: Cinética de producdo de proteinas totais sollveis da FES da farinha de

sementes de mangaba com Aspergillus oryzae (Experimentos 6 aos PC’s).

Foi observado em todas as fermentacdes que a producdo de proteinas sollveis
aumentou ao longo do tempo de fermentacdo, atingindo um valor maximo seguido de
estabilidade ou diminuicdo como foi demonstrado nos graficos das Figuras 6 e 7. A
méaxima producdo de proteinas sollveis obtida nos experimentos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10 e 11 foi de 5,44%, 5,13%, 9,11%, 13,92%, 12,31%, 10,62%, 3,77%, 7,46%, 11,07%,
9,97% e 9,77% em 216, 192, 24, 216, 96, 24, 96, 120, 120 e 120 horas de fermentacéo,
respectivamente.

A maxima producdo de proteinas soluveis (13,92%) foi obtida quando utilizado

farinha contendo 60% de umidade inicial e temperatura de fermentacdo de 40°C

46



(experimento 4). O aumento protéico foi de aproximadamente 7,5 vezes em relagdo ao
valor inicial (1,85%). A menor producdo de proteinas sollveis (3,77%) foi obtida
quando utilizado 24% de umidade de farinha e temperatura de fermentagéo de 35°C.

O resultado obtido neste trabalho foi maior que o obtido por Vendruscolo
(2009), o qual fermentou bagagco de macd com o fungo Gongronella butleri e obteve
aumento protéico de proteinas solUveis de 3,2 vezes (de 5,94% para 19,63%), em
relacdo ao bagaco ndo fermentado, e do que o obtido por Joshi & Sandhu (1996), os
quais fermentaram bagaco de mac¢a com Saccharomyces, Candida e Torula e obtiveram
aumento protéico com Saccharomyces cerevisae em proteinas soluveis de 1,4 vezes (de
3,14% para 4,40%).

Na tabela 10 estdo apresentados os valores de produtividade de proteinas
sollveis obtidos nos experimentos de 1 a 11. Apesar da maior producdo de proteinas
soluveis ter sido obtida quando utilizado farinha contendo 60% de umidade inicial e
temperatura de fermentacdo de 40°C (experimento 4), a maior produtividade (3,80
mg/mL.h em 24 h de fermentag&o) foi obtida no experimento 3 quando utilizado farinha
contendo 60% de umidade inicial e temperatura de fermentacéo de 30°C.

Tabela 10: Produtividade nos experimentos 1 a 11.
Experimentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Produtividade
0,25 0,26 3,80 064 1,28 040 157 0,77 092 0,83 0,83
(mg/mL.h)

Para efeito de validacdo a condicdo do experimento 4 foi realizada em triplicata
para a determinacdo de proteinas soliveis e proteina bruta. Ndo houve diferenca

significativa entre os resultados obtidos como observado no grafico da Figura 8.
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Figura 8: Cinética de producdo de proteinas totais sollveis utilizando 60% de umidade
de substrato e temperatura de fermentacdo de 40°C (experimento 4 realizado em

triplicata).

Na condicdo do experimento 4 a maxima producéo de proteina bruta (15%) foi
obtida em 240 h de fermentacdo (Figura 9), mantendo-se em 264 h de fermentacéo,
mesmo tempo onde obteve-se a maxima producdo de proteinas soliveis. O aumento

proteico em termos de proteina bruta foi de 2,5 vezes em relacédo ao valor inicial.
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Figura 9: Cinética de producédo de proteina bruta utilizando 60% de umidade inicial do
substrato e temperatura de fermentacdo de 40°C. (experimento 4 realizado em

triplicata).

Em relacdo ao teor de proteina bruta, o resultado obtido neste trabalho foi maior

que o obtido por Silveira et al.,(2007), os quais fermentaram farelo de arroz
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desengordurado e farelo de trigo com Aspergillus oryzae e obtiveram aumento protéico
de 1,1 vezes em ambos substratos (aumento de proteinas de 19,2% para 20,6% no farelo
desengordurado e de 13,8% para 15,8% no farelo de trigo) e do que o obtido por Duru
et al.,(2003), os quais fermentaram raiz de tanhoba com Aspergillus oryzae e obtiveram
aumento protéico de 1,5 vezes (de 17,41% para 26,23%) em relacdo ao valor inicial.

4.2.2- Cinética do Crescimento Microbiano

A quantificagdo do crescimento celular foi determinada de forma indireta através
da concentracdo de glicosamina. As fermentacdes foram realizadas em triplicata apenas
na condicdo do experimento 4 (60% de umidade de substrato e temperatura de
fermentagdo de 40°C ) onde obteve-se maior enriquecimento protéico. Os resultados

estdo apresentados no grafico da Figura 10.
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Figura 10: Cinética do crescimento microbiano no enriquecimento protéico de farinha

de sementes de mangaba com Aspergillus oryzae.

O maximo crescimento microbiano foi de 169,48 mg/g seca obtido em 264 h de
fermentacdo, tempo em que houve maior producdo de proteina solGvel e proteina bruta.

N&o ha na literatura dados de enriquecimento protéico de farinha de sementes de
mangaba, entretanto o valor obtido neste trabalho foi maior do que os obtidos por Chou

& Rwan (1995) e Menezes et al., (2006), cujo crescimento maximo de Aspergillus
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oryzae em Koji e Aspergillus niger em residuo de maracuja e farelo de trigo foi de
21,6 mg/g seca e 21,54 mg/g seca, respectivamente.

4.2.3 — Determinagédo do teor de metionina na farinha de sementes de mangaba
fermentada com Aspergillus oryzae

A metionina, na forma de S-adenosilmetionina, € 0 mais importante doador do
radical metil no organismo, sendo exigida para a biossintese de muitas substancias
importantes envolvidas no crescimento, como creatina, carnitina, poliaminas,
epinefrina, colina e melatonina (Baker, 1991). Geralmente, proteinas fungicas
apresentam uma composi¢do rica em aminodacidos, exceto em aminoéacidos sulfurados,
sendo a metionina e a lisina os amino&cidos limitantes (SILVEIRA et al 2007).

O teor de metionina foi determinado para a farinha de sementes de mangaba
fermentada com Aspergillus oryzae na condicdo do experimento 4 (60% de umidade de
substrato e temperatura de fermentacdo de 40°C ) onde obteve-se maior enriquecimento
proteico.

A farinha fermentada apresentou teor de metionina de 6,04 mg/g seca, isto
significou um aumento protéico 3,5 vezes em relacdo ao valor na farinha néo
fermentada (1,68 mg/g). Esse valor foi maior do que foi obtido por Silveira et al (2007),
0s quais conseguiram aumento de 1,6 e 2,0 vezes no teor de metionina de farelo de arroz
desengordurado e de farelo de trigo fermentado com Aspergillus oryzae,

respectivamente.

4.2.4- Analise toxicoldgica da farinha de sementes de mangaba fermentada com

Aspergillus oryzae.

A amostra fermentada (na condicdo do experimento 4: 60% de umidade inicial
de substrato e temperatura de fermentacao de 40°C) com Aspergillus oryzae apresentou
auséncia das micotoxinas aflatoxinas B1, B2, G1 e G2. Furlong et al (2007) avaliaram a
capacidade de fungos GRAS (Generally Regarded as Safe) para diminuir os niveis de
contaminacdo por micotoxinas e percebeu que o Aspergillus oryzae diminuiu os niveis

de aflatoxina B1.
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4.2.5 - Influéncia de parametros no enriquecimento protéico - Anélise de superficie

de resposta.

A influéncia da temperatura e da umidade inicial do substrato no enriquecimento

protéico da farinha de sementes de mangaba foi avaliada através do tratamento

estatistico dos valores maximos de producdo de proteinas solUveis obtidos nos

experimentos de fermentacdo (Tabela 11).

Tabela 11: Valores maximos de producdo de proteinas sollveis obtidos nas

fermentagdes da farinha de sementes de mangaba.

Ensaio X1 X2 T(CC) U%) Proteina solavel (%)
1 -1 -1 30 30 544
2 +1 -1 40 30 513
3 -1 +1 30 60 911
4 +1 +1 40 60 13.92
5 -1,41 0 28 45 12, 31
6 +1,41 0 42 45 10,62
7 0 -1,41 35 24 3,77
8 0 +1,41 35 66 7.46
9 0 0 35 45 11,07
10 0 0 35 45 10,00
11 0 0 35 45 10,00

Na Tabela 12 estdo demonstrados os valores da estimativa dos efeitos, ao nivel

de confianca de 90% (p < 0,1), dos fatores umidade do substrato e temperatura de

fermentacao no enriquecimento protéico do residuo.
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Tabela 12: Estimativa dos efeitos para a producdo de proteinas totais sollveis no

enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba com Aspergillus oryzae.

Erro -90% +90%  Coeficiente
Fatores Efeitos Padra t(5) p Limite de Limite de de

adrao . ) .

confianca confianca  regressio

Média  10,35804 0,934174 11,08791 0,000104 7,95667 12,75941 10,35804

TeTge(rS“ra 0,53889 1,150045 0,46858 0,650087 -2,41740 349517  0,26944

TeTge(g“ra 1,07706 1,380528 0,78018 0,470585 -2,47170 4,62583  0,53853
1 0

Um'?f)de/" 445101 1,150045 3,87029 0011757 149473 7,40729  2,22551
1 0

Um'?Qa?e/" -4,89232 1,380528 -3,54381 0,016496 -8,44108 -1,34356  -2,44616

T(UxU(L) 2556000 1,618257 158195 0,174506 -1,59986 6,71986  1,28000

Os parametros significativos ao nivel de 90% de confianga para o enriquecimento

proteico da farinha de sementes de mangaba com Aspergillus oryzae foram a media dos

fatores e a umidade linear e quadratica. De acordo com grafico de Pareto (Figura 11) o

efeito sera mais significativo na producgéo de proteinas solGveis quanto mais a direita da

linha pontilhada ele estiver. O comprimento de cada barra € proporcional ao efeito da

variavel. Segundo o gréfico, a variavel umidade (linear) foi a que mais interferiu na

producdo de proteinas e de forma positiva, ou seja, quanto maior a umidade maior a

producdo de proteinas. A umidade (quadratica) exerceu efeito negativo sobre a

producdo de proteinas.
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Figura 11: Diagrama de Pareto para as proteinas totais soluveis através da FES da

farinha de sementes de mangaba com Aspergillus oryzae.

Na equacdo 3 sera apresentado o modelo codificado de segunda ordem para a
producdo de proteinas soliveis em funcdo da umidade do substrato, onde U é a
umidade.

P.S (%) = 10,35 + 2,22 U- 2,44 U? (Eq 3)

A validacdo do modelo empirico foi realizada através da analise de variancia que
ser4 apresentada na Tabela 13. O coeficiente de correlagdo R?*= 0,87094 e o F calculado
(6,74) maior que o F tabelado (3,45) validaram estatisticamente o modelo e permitiram

a construcao da superficie de resposta representada na Figura 12.
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Tabela 13: Anélise de variancia para proteina solavel.

Fonte de Soma Graus de Media F
Variagdo  Quadrética  Liberdade  Quadrética  calculado
Regressao 88,3625 5 17,6725 6,74
Residuo 13,0938 5 2,61876
Total SS 101,4563 10 -

Fs.5.01 = 3,45 R?=0,87094
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Figura 12: Superficie de resposta para a producdo de proteinas totais soliveis na FES
da farinha de sementes de mangaba com o fungo Aspergillus oryzae.

Através da Figura 12 pode-se verificar a existéncia de uma regido 6tima para um
aumento da producédo de proteinas totais sollveis na faixa de umidade inicial de farinha
entre 38% e 52%. Esses resultados ndo indicam valores fixos, mas identificam faixas de

operacdes que é mais interessante do que apenas um valor pontual, pois ele fornece
informacGes sobre a robustez do processo.
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Vendruscolo (2009) obteve uma faixa 6tima de umidade entre (60 a 70 %) para
um aumento da producdo de proteina solivel do bagaco de maca utilizando
Gongronella butlerie e adicionando nutriente como nitrato de sédio e uréia.

4.3 — Enriquecimento Protéico da Farinha de Sementes de Mangaba Seca e
Esterilizada utilizando o Microrganismo Rhizopus Oryzae.

4.3.1. - Cinética de producdo de proteinas totais solUveis e proteina bruta.

O enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba com o fungo
Rhizopus oryzae (Figura 13) foi realizado por FES através do planejamento
experimental (Tabela 7), variando-se a umidade do residuo e a temperatura de

fermentacao.

Figura 13: Farinha de sementes de mangaba fermentada com Rhizopus oryzae.

A producdo de proteinas sollveis e de proteina bruta foi determinada ao longo
do tempo de fermentacdo com o objetivo de verificar em que tempo ocorreria a
producdo maxima. Os resultados da cinética serdo apresentados na Tabela 14 e nos

gréficos das Figuras 14 e 15.
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Tabela 14: Cinética de producdo de proteinas soltveis (P.S) e proteina bruta (P.B) no enriquecimento protéico da farinha de sementes de

mangaba com Rhizopus oryzae.

Proteinas soluveis e proteina bruta (%)

Tempo de Fermentacéo (h)

Ensaio X1
1 -1
2 +1
3 -1
4 +1
5 -1,41
6 +1,41

X2

+1

+1

0

0

T°C

30

40

30

40

42

U%

30

30

60

60

45

45

P.S
P.B
P.S
P.B
P.S
P.B
P.S
P.B
P.S
P.B
P.S

P.B

1,87
5,68
1,87
5,68
1,87
5,68
1,87
5,68
1,87
5,68
1,87
5,68

24

2,15
4,11
1,61
7,25
1,88
3,09
1,42
5,17
1,26
3,74
3,30
7,66

48

2,17
5,81
1,18
8,87
1,83
3,36
1,18
5,87
2,00
4,27
2,08
9,77

72

1,30
8,39
0,94
9,19
3,27
5,66
1,52
6,51
1,84
6,90
1,99
7,96

96

1,70
8,92
0,95
9,23
4,66
5,31
2,18
7,37
1,67
8,52
2,51
9,41

120

1,06
6,89
0,96
9,22
2,81
4,44
1,62
9,40
1,74
4,54
2,99

11,79

144

1,26
7,35
1,31
10,47
4,42
5,05
3,12
9,55
3,10
7,93
7,73
11,14

168

0,92
10,69
0,88
10,69
1,26
8,74
1,78
9,40
3,13
8,51
1,84
9,06

192

0,79
10,48
0,87
10,73
2,08
9,42
9,19
10,50
1,69
9,27
2,40
8,83

216

1,32
10,82
1,29
10,48
3,03
10,24
5,66
14,30
0,92
10,79
3,13
10,95

240

0,68
10,71
0,82
11,31
2,53
7,12
5,27
18,47
1,20
7,91
4,17
11,20

264

1,10
10,97
0,83
10,54
2,35
9,48
8,82
17,52
2,79
9,82
4,83
11,07

288

0,78
11,06
0,89
10,54
1,25
9,73
8,40
17,65
2,99
10,74
4,30
11,06
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Tabela 14 (continuacdo): Cinética de producgdo de proteinas solUveis (P.S.) e proteina bruta (P.B.) no enriquecimento protéico da farinha de

sementes de mangaba com Rhizopus oryzae

Proteinas soluveis e proteina bruta (%)

Tempo de Fermentacéo (h)

Ensaio X1
7 0
8 0
9 0
10 0
11 0

X2

-1,41

+1,41

T°C

35

35

35

35

35

U%

24

66

45

45

45

P.S
P.B
P.S
P.B
P.S
P.B
P.S
P.B
P.S
P.B

1,87
5,68
1,87
5,68
1,87
5,68
1,87
5,68
1,87
5,68

24
4,15
10,79
8,72
5,81
3,48
7,43
3,45
7,62
4,71
7,53

48
3,24
11,09
5,14
4,76
6,19
7,89
6,25
8,25
6,29
8,12

72
2,44
9,98
2,00
7,32
3,98
8,41
3,80
8,65
3,89
8,30

96
2,02
11,09
3,17
7,08
3,16
9,99
3,14
11,01
2,98
10,64

120
3,15
11,62
1,54
6,92
3,78
10,45
3,38
10,78
3,25
14,74

144
2,67
11,77
2,64
7,11
2,53
11,98
2,80
12,64
2,48
12,89

168
1,61
10,88
1,34
7,06
2,49
13,33
2,66
13,76
2,54
13,21

192
2,83
10,88
2,18
5,40
3,27
15,27
2,94
15,05
2,87
15,05

216
2,67
10,20
2,00
11,99
3,75
10,49
4,13
11,54
3,98
11,68

240
3,45
10,32
1,74
11,03
4,09
10,58
4,01
11,28
3,94
11,16

264
3,18
10,16
1,46
8,65
3,00
11,28
3,64
11,12
3,33
10,88

288
3,97
10,01
2,54
10,05
5,29
11,96
4,75
12,28
5,51
11,59
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Figura 14: Cinética de producéo de proteinas totais soltveis (A) e de proteina bruta (B)

da FES da farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae (Experimentos 1 a 5).
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Figura 15: Cinética de producéo de proteinas soluveis (A) e de proteina bruta (B) da

FES da farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae (Experimentos 6 ao PC).

Em todas as fermentagdes a producdo de proteinas solUveis e bruta aumentou ao
longo do tempo de fermentacéo, atingindo um valor maximo seguido de estabilidade ou
diminuicdo como foi demonstrado nos graficos das Figuras 14 e 15.

A maxima producdo de proteinas soluveis (9,19%) e de proteina bruta (18,47%)
foi obtida quando utilizado farinha contendo 60% de umidade inicial e temperatura de
40°C (experimento 4), em 192 e 240 h de fermentacdo, respectivamente. O aumento
proteico foi de aproximadamente 5,0 e 3,2 vezes em proteina sollveis e proteina bruta
em relagdo ao valor inicial (PS=1,85%, PB = 5,68 %), respectivamente. Em
comparacdo, quando utilizado o Aspergillus oryzae o enriquecimento protéico da

farinha foi maior em termos de proteinas solivel (aumento proteico de 7,5 vezes em
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relacdo ao valor inicial) e menor em termos de proteina bruta (aumento protéico de 2,5
vezes em relagdo ao valor inicial) do que o obtido com o Rhizopus oryzae.

O enriquecimento da farinha em termos de proteinas totais solGveis obtido neste
trabalho foi similar ao encontrado por Albuquerque et al., (2003), os quais fermentaram
bagaco de maca com o fungo Rhizopus oligosporus e obtiveram aumento protéico de
em torno de 5 vezes em proteinas sollveis. J& o enriquecimento em termos de proteina
bruta (aumento de 3,2 vezes) foi maior que 0s obtidos por Sturza et al., (1997), os quais
obtiveram aumento protéico de 2,5 vezes em bagaco de magd enriquecido com Rhizopus
oryzae, Silveira et al.,(2007), os quais obtiveram aumento protéico de 1,6 e 1,5 vezes
em farelo de arroz desengordurado e farelo de trigo enriquecido com Rhizopus sp,
respectivamente, Gregério et al., (2002) os quais obtiveram aumento protéico de 2,2
vezes e 2,7 vezes em polpa de limédo enriquecida com Aspergillus niger e Trichoderma
viride, respectivamente, Oliveira et al.,(2006) os quais obtiveram aumento protéico de 2
vezes em residuos do abacaxi, casca e coroa, empregando a levedura Saccharomyces
cerevisiae e Campos et al, 2005 que obtiveram aumento protéico de 2,0 vezes em
bagaco do pedunculo de caju enriquecido com Saccharomyces cerevisiae.

Na tabela 15 estdo apresentados os valores de produtividade em proteinas
soluveis e em proteina bruta obtidos nos experimentos de 1 a 11. A maior produtividade
em proteinas soluveis (18,70 mg/mL.h) e proteina bruta (0,98 mg/g.h) foi obtida quando
utilizado farinha contendo 30% de umidade inicial e temperatura de fermentacdo de
40°C (experimento 2) e farinha contendo 45% umidade de farinha e 42°C temperatura

de fermentacdo (experimento 6), respectivamente.

Tabela 15: Produtividade em proteinas totais solliveis e em proteina bruta nos

experimentos de 1 a 11.

Experimentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Produtividade

(mg/mL.h)

Produtividade
em proteina bruta 0,38 0,47 047 0,76 050 098 0,81 055 0,79 0,78 0,78

(mg/g.h)
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Para efeito de validacdo a condicdo do experimento 4 foi realizada em triplicata

para a determinacdo de proteina bruta. Nao houve diferenca significativa entre os

resultados obtidos como serdo observado no grafico da Figura 16.

——Val 1
—a—Val 2

——Val 3

P.B (%)

T T T T T T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

Figura 16: Validacédo para o teor de proteina bruta.

4.3.2- Cinética do Crescimento Microbiano

A cinética do crescimento microbiano foi realizada em triplicata na condicao do

experimento 4 (60% de umidade de substrato e temperatura de fermentacdo de 40°C )

onde obteve maior enriquecimento protéico. Os resultados serdo apresentados no

gréfico da Figura 17.

=N
© O
o o
s

160
140

=
N A O ® O N
© © © © © o
A

o

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo

Concentracao de glicosamina (mg/g seca)

——Vall
—i-Val 2

—A—Val 3

Figura 17: Cinética do crescimento microbiano no enriquecimento protéico de farinha

de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae.
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O méaximo crescimento microbiano foi de 169,23 mg/g seca obtido em 192 h de
fermentacdo, tempo em que houve maior producdo de proteinas totais sollveis. O
crescimento do microrganismo Rhizopus oryzae no residuo foi similar ao obtido pelo

Aspergillus oryzae (169,48 mg/g seca obtido em 264 h de fermentacéo).

4.3.3 — Determinagé&o do teor de metionina na farinha de sementes de mangaba
fermentada com Rhizopus oryzae.

O teor de metionina foi determinado para a farinha de sementes de mangaba
fermentada com Rhizopus oryzae na condi¢cdo do experimento 4 (60% de umidade de
substrato e temperatura de fermentacdo de 40°C ) onde obteve-se maior enriquecimento
proteico.

A farinha fermentada apresentou teor de metionina de 7,30 mg/g seca, houve um
aumento de 4,3 vezes em relagédo ao valor inicial na farinha ndo fermentada (1,68 mg/g).
Esse resultado foi maior do que o obtido quando a farinha foi enriquecida com o
Aspergillus oryzae (6,04 mg/g) e ao obtido por Silveira et al (2007) no enriquecimento
de farelo de arroz desengordurado (2,0 vezes) e de farelo de trigo (1,7 vezes) com

Rhizopus sp.

4.3.4- Analise toxicologica da farinha de sementes de mangaba fermentada com

Rhizopus oryzae.

A amostra fermentada (na condicdo do experimento 4: 60% de umidade inicial
de substrato e temperatura de fermentacdo de 40°C) com Rhizopus oryzae apresentou
auséncia das micotoxinas aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Furlong et al (2007) verificaram que o fungo Rhizopus sp. tem a capacidade de
diminuir os niveis de micotoxinas, como a ocratoxina A (OTA), em sistemas solidos de
fermentacdo, comprovando a potencialidade destes fungos para a producdo de

ingredientes alimenticios com menores niveis de contaminagao.
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4.3.5- Influéncia de parametros no enriquecimento protéico - Analise de superficie

de resposta

A influéncia da temperatura e da umidade inicial do substrato no enriquecimento
protéico da farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae foi avaliada através
do tratamento estatistico dos valores méaximos de producdo de proteinas sollveis
obtidos nos experimentos de fermentacdo (Tabela 16).

Tabela 16: Valores maximos de producdo de proteinas totais sollveis e proteina bruta
obtidos nas fermentacdes da farinha de sementes de mangaba.

Ensaio X1 X2 T (°C) U(%) SOIDIE(\)EI',?& ) grﬁfi(ﬂz)
1 -1 -1 30 30 2,17 11,06
2 +1 -1 40 30 1,87 11,31
3 -1 +1 30 60 4,66 10,24
4 +1 +1 40 60 9,19 18,47
5 -1,41 0 28 45 3,13 10,79
6 +1,41 0 42 45 7,73 11,79
7 0 -1,41 35 24 4,15 11,77
8 0 +1,41 35 66 8,72 11,99
9 0 0 35 45 6,19 15,27
10 0 0 35 45 6,25 15,05
11 0 0 35 45 6,29 15,05

Nas Tabelas 17 e 18 estdo demonstradas as estimativas dos efeitos dos fatores
umidade do substrato e temperatura de fermentacdo na producéo de proteinas soluveis e

proteina bruta, respectivamente.
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Tabela 17: Estimativa dos efeitos para a producdo de proteinas totais sollveis no

enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae.

Erro -90% +90% Coeficiente
Fatores Efeitos ~ t(5) p Limite de  Limite de de

Padrdo . ) .

confianca confianca  regressio

Média 6,26271 0,640514 9,77763 0,000100 461621  7,909200  6,262706

TeTge(rS“ra 2,69444 0,788525 341707 0,018898 0,66748 4721413  1,347222

TeTge(g;“ra 11,5910 0,946556 -1,68084 0,153625 -4,02421  0,842190  -0,795504
1 0

Um'?f)de/" 409293 0788525 519061 0,003494 2,06596  6,119898  2,046465
1 0

Um'?Qa?e/" L0,5655 0946556 -059743 0576247 -2,99870 1,867700  -0,282749

T(UxU(L) 241500 1,109553 2,17655 0,081467 -0,43720 5267198  1,207500

Tabela 18: Estimativa dos efeitos para a producdo de proteina bruta no enriquecimento

proteico da farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae.

Erro -90% -90% Coeficiente
Fatores Efeitos ~ t(5) p Limite de  Limite de de
Padrdo . . x
Confianca Confianga  regressdo
Média 1510638 0,953989 15,83497 0,000018 12,65407 17,55868 15,10638
TeTge(rf)t“ra 2,47980 1,174439 2,11148 0,088456 -0,53919 549879  1,23990
TeT(‘:)e(g;“ra -3,24549 1,409811 -2,30207 0,069592 -6,86952 0,37855 -1,62274
i 0
Um'?ﬁfe/" 1,66364 1174439 141654 0215795 -1,35535 4,68263  0,83182
i 0
Um'?Qa‘)jE/" -2,64344 1400811 -1,87504 0,119637 -6,26748  0,98059 -1,32172
T(LXUL)  4,02000 1,652582 2,43256 0,059194 -0,22810 826810  2,01000
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Os parametros que apresentaram significAncia ao nivel de 90% de confianga

(p<0,1) na fermentacdo da farinha de sementes de mangaba foram a umidade e

temperatura linear para a producdo de proteinas sollveis, e para a produgdo de proteina

bruta, foram a temperatura linear e quadratica e a interacdo entre temperatura e

umidade. De acordo com grafico de Pareto (Figuras 18 e 19), a umidade (linear) foi a

que mais interferiu e de forma positiva na producao de proteinas sollveis, e a interacdo

entre a temperatura e umidade foi a que mais interferiu positivamente na producgéo de

proteina bruta.

(2)Umidade (%)(L) |

(1)Temperatura (Celsius)(L)

1Lby2L |

Temperatura (Celsius)(Q)

Umidade (%)(Q)

., |2,176551

-,597428

ST

,68084

~ 13,417068

Figura 18: Diagrama de Pareto para as proteinas totais solUveis através da FES da

farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae.
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1Lby2L

Temperatura (Celsius)(Q)

(1)Temperatura (Celsius)(L)

Umidade (%)(Q)

(2)Umidade (%)(L)

i 2,43255

-2,30207

: 2,111475

-1,87504

1,416537

p=1

Figura 19: Diagrama de Pareto para a proteina bruta através da FES da farinha de

sementes de mangaba com Rhizopus oryzae.

Nas equacdes 4 e 5 estdo apresentados os modelos codificados de primeira

ordem para a producdo de proteinas soliveis e de segunda ordem para a producao de

proteina bruta, em funcéo da temperatura de fermentacdo e umidade do substrato, onde

T é atemperatura e U é a umidade.

P.S(%)=6,26+134T+204U +1,20 T.U (Eq 4)

P.B (%)= 15,10 + 1,23 T — 1,62T2 + 2,01T.U (Eq 5)

A validacdo do modelo empirico foi realizada através da andlise de variancia que

estdo apresentadas nas Tabelas 19 e 20.
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Tabela 19: Anélise de variancia para proteinas totais soltvel.

Fonte de Soma Graus de Media F
Variagao Quadrética  Liberdade Quadratica calculado
Regressdo 56,87331 5 11,374662 9,23
Residuo 6,15554 ) 1,231108 -
Total SS 63,02885 10 - -

Fs.5.01= 3,45 R?=0,90234

Tabela 20: Anélise de variancia para proteina bruta.

Fonte de Soma Graus de Media F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica calculado
Regressdo 52,71092 5 10,542184 3,86
Residuo 13,65513 5 2,731026 -
Total SS 66,36605 10 - -

Fs.5.01 = 3,45 R?=0,79425

O modelo apresentado na equacdo (4) para a producdo de proteinas solUveis

apresentou coeficiente de correlacdo R® = 0, 90234 e o F calculado (9,23) foi maior que

0 F tabelado (3,45). Este resultado validou o modelo permitindo a obtencdo da

superficie de resposta representada na Figura 20.

O modelo apresentado na equacdo (5) para a producdo de proteina bruta

apresentou coeficiente de correlacio R? = 0,79425 e o F calculado de 3,86 foram

proximos que F tabelado (3,45). Isso significa que os dados experimentais ndo foram

ajustados ao modelo devido ao valor do F calculado estd proximo ao valor do F

tabelado, ndo sendo possivel a obtencdo da superficie de resposta.

Com base nessas informacdes a superficie de resposta foi gerada apenas para a

producdo de proteinas sollveis conforme apresentado na Figura 20.

67



M,mewm

%;c&mnmﬂ’“ﬂ

onN

%

#
RECOENN
oONMO®OE R

Figura 20: Superficie de resposta para o0 enriquecimento protéico em termos de
proteinas totais solUveis da farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae.

Através da superficie de resposta demonstrada na Figura 20 foi verificada a
existéncia de uma regido 6tima para a producdo de proteinas soltveis, em condi¢des de
umidade inicial de substrato entre 60 a 70% e temperatura entre 40 a 44 °C.
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5.0- CONCLUSOES

e O maior enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba com o
microrganismo Aspergillus oryzae foi obtido quando utilizado umidade inicial
do substrato de 60% e temperatura de fermentacéo de 40 °C, entretanto a maior
produtividade em proteinas sollveis foi obtida quando utilizado a farinha na
mesma umidade inicial e temperatura de fermentacéo de 30°C

e O maior enriquecimento protéico da farinha de sementes de mangaba com o
microrganismo Rhizopus oryzae foi obtido quando utilizado umidade inicial do
substrato de 60% e temperatura de fermentacdo de 40 °C, entretanto a maior
produtividade em proteinas sollveis e em proteina bruta foi obtida quando
utilizado 30% de umidade inicial e temperatura de fermentacdo de 40°C e 45%
umidade de farinha e 42°C temperatura de fermentacgéo, respectivamente;

e A umidade foi o pardmetro que mais influenciou a producdo de proteinas
soluveis na FES com Aspergillus oryzae e Rhizopus oryzae e a interagao entre a
umidade e a temperatura foram o que mais influenciou a producéo de proteina
bruta durante a fermentacdo com Rhizopus oryzae;

e O enriquecimento proteico da farinha em termos de proteinas solGveis foi maior
quando utilizado o Aspergillus oryzae;

e Ambos 0s microrganismos demonstraram potencial para o enriquecimento da
farinha de sementes de mangaba em termos de proteinas sollveis, proteina bruta
e teor de metionina e ndo apresentaram toxicidade em relacdo a presenca de

aflatoxinas.
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6.0- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar a cinética de producdo de proteina bruta utilizando Aspergillus oryzae na
semente da farinha de mangaba;

e Otimizar o enriquecimento protéico avaliando a influéncia de nutrientes
adicionados a farinha;

e Estudar a influéncia de outros parametros como pH, granulometria do substrato
no enriquecimento protéico da farinha;

e Realizar outras analises toxicolégicas como a Ocratoxina;

e Determinar o perfil de aminoacidos presentes nas farinhas enriquecidas

nutricionalmente;

e Testar as farinhas enriquecidas como suplementos para ragdo animal.
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ANEXO A

Procedimento para preparo de algumas solugdes.
1- Solucéo de acetil acetona em Na,CO3 0,5 N
Misturar 1 mL de acetil acetona em 50 mL de solucéo de Na,CO3 0,5 N.

Obs: esta solucdo ndo pode ser estocada, devendo ser preparada na hora do ensaio.

2- Reagente de Erlich
Dissolver 2,67 g de DAB (p-dimetilaminobenzaldeido) em um volume pequeno

(em torno de 30 mL) de etanol/ acido cloridrico 1:1. Apos a dissolucdo, completar o

volume pra 100 mL com agua destilada.
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