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RESUMO

As condi¢bes da regido semi-arida do Nordeste brasileiro tém levado os criadores a utilizarem
a palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill) como alimento basico para os seus rebanhos,
uma vez que a sua utilizagado é possivel durante todo o ano, principalmente na ocorréncia de
estiagens prolongadas. No entanto, a palma apresenta baixo teor protéico e matéria seca
quando comparado a outras forragens utilizadas, o que traz consequéncias desfavoraveis ao
rebanho, quando se faz uso exclusivo dessa forragem. Através de pesquisas, em escala de
bancada, realizadas no LEB, UAEQ/CCT/UFCG, o processo fermentativo semi-soélido mostrou-
se tecnicamente viavel para o enriquecimento protéico da palma. A partir dos resultados
alcangados por estas pesquisas, verificou-se que existe a possibilidade de realizacdo de sua
ampliacdo de escala experimental, utilizando metodologias simples e de facil aplicagdo no
campo. Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar a ampliagdo de escala
experimental do processo de enriquecimento nutricional (protéico, mineral e energético) da
palma forrageira com a levedura Saccharomyces cerevisiae, através da fermentacdo semi-
solida, visando a producdo de um suplemento nutricional para racdo animal. Estudou-se
também a influéncia da adigdo de uréia associada a adicdo da levedura sobre o teor de
proteina bruta (PB) e aumento protéico (AP), com o uso de biorreatores bandeja e tambor
rotativo. Os resultados dos testes preliminares sugeriram que a temperatura de fermentacao foi
uma variavel que nao apresentou influéncias estatisticas sobre as respostas estudadas e, que
o maior AP foi encontrado apds 24 h de fermentacdo. Com as analises dos dados
experimentais de estudos posteriores verificou-se que tanto com a utilizagdo de bandejas como
do tambor rotativo as condigdes em que foram alcangadas os maiores percentuais de PB e de
AP foram as mesmas, sendo: concentracdo de leveduras de 3% e concentracdo de uréia de
5%. Nessas condi¢des as fermentagdes realizadas nos dois biorreatores alcangaram em média
45% de PB, o que representa um AP em torno de 6 vezes, tendo como base o teor de proteina
bruta da palma in natura. Com relagéo ao tempo, nas fermentagbes realizadas em bandejas o
tempo ¢6timo foi de 8 h e no tambor rotativo esse tempo foi reduzido para 4 h. A palma
enriquecida podera ser utilizada como suplemento nutricional para alimentagado animal, pois
obedece as normas estabelecidas pela NRC (1989) e pode substituir parcialmente as ragdes
convencionais tormando-se uma alternativa de barateamento dos custos aos produtores. Para
o armazenamento da palma enriquecida é necessario que a faixa ideal de atividade de agua
esteja compreendida entre 0,25-0,35, que corresponde a uma umidade (b.s.) menor que 0,03,

eliminando, desta forma, qualquer crescimento de microrganismos.

Palavras-chaves: fermentagao semi-solida; palma forrageira; Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT

Conditions in the semi-arid region of northeastern Brazil has made farmers use cactus pear
(Opuntia ficus-indica Mill) as a basic feed for their herds, since its use is possible all year round,
mainly during long periods of drought. However, this cactus has a low protein and dry matter
content when compared to other fodders used, and this brings unfavorable consequences to the
herds, when used exclusively. Through research, in laboratory scale, performed at
LEB/UAEQ/CCT/UFCG, the solid state fermentation process showed itself technically viable for
the protein enrichment of the cactus. From the results obtained from these researches, it was
verified that there is the possibility of performing its expansion to an experimental scale up,
using simple methodologies that are of easy usage in the field. The objective of this research
was to study the enlargement of the experimental scale up of the nutritional (protein, mineral,
and energy) enrichment process of the fodder cactus pear with yeast Saccharomyces
cerevisiae, through solid state fermentation, aiming at producing a nutritional supplement for
animal feed. The influence of adding urea associated to the addition of the yeast over the crude
protein (PC) content and the protein increase (PIl) were also studied, as well as the use of tray
bioreactors and rotating drums. The results of the preliminary tests suggest that the temperature
of fermentation was a variable that didn’t present statistical influences over the answers studied,
and that the greatest Pl was found after 24 h of fermentation. With the analysis of the
experimental data of posterior studies, it was verified that both with the usage of trays and with
rotating drums, the conditions in which greater percentages of PC and Pl were reached were
the same, being: yeast concentration 3% and urea concentration 5%. In these conditions the
fermentations performed in the two bioreactors reached an average of 45% of PC, which
represents a Pl around 6 times, having as base the content of crude protein of the natural
cactus. In relation to time, in the fermentations performed in trays, the best time was 8 h and in
the rotating drums this time was reduced to 4 h. The enriched cactus may be used as a
nutritional supplement for animal feed, for it obeys the norms established by the NRC (1989)
and can partially substitute conventional feed, becoming an alternative for decreasing the
farmers’ costs. To store enriched cactus it is necessary that the ideal range of water activity be
between 0.25-0.35, which corresponds to a moisture content (d.b.) less than 0.03, thus

eliminating, any growth of microorganisms.

Key Words: solid state fermentation; cactus pear; Saccharomyces cerevisiae
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1. INTRODUCAO

As secas e as incertezas climaticas frequentes na regido semi-arida do
Nordeste do Brasil constituem os fatores mais limitantes a produgcdo animal.
Devido as suas caracteristicas, as cactaceas, destacando-se entre estas a
palma forrageira, representam fonte de agua e alternativa alimentar para as
regides sub-umidas e semi-aridas (Cavalcante & Candido, 2003).

A palma forrageira € hoje uma cultura totalmente incorporada a
paisagem desta regido, constituindo-se em um dos principais recursos
forrageiros nos periodos de seca, especialmente nos estados de Alagoas,
Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte (Ambiente Brasil, 2005). Bem
adaptada morfo-fisiologicamente as condigbes do semi-arido, a palma possui
grande quantidade de agua, é rica em residuos minerais como calcio,
magnésio, sodio e potassio e vitaminas A, C e do complexo B (Batista Filho,
2005). Apresenta elevado teor de carboidratos soluveis, além de um alto
coeficiente de digestibilidade da matéria seca (Costa et al., 1973; Santos et al.,
1992; Teixeira et al., 1999); contudo, os baixos teores de matéria seca, fibras e
proteina bruta, precisam ser considerados quando se utiliza essa forrageira
como principal ingrediente nas dietas animais, em fungdo de ser observado
perda de peso, baixo desempenho, disturbios metabdlicos, especialmente
diarréias e redugao no teor de gordura do leite (Santana et al., 1972; Matter,
1986; Santos et al., 1990; Santos et al., 1997; Perazzo Neto, 1999).

Em virtude desse baixo teor protéico recomenda-se fornecer a palma na
dieta animal sempre associada a um suplemento protéico; no entanto o uso de
concentrados comerciais para suplementagao protéica na dieta dos animais
aumenta os custos de producgao da atividade pecuaria na regiao.

Na tentativa de poder contribuir para o desenvolvimento sustentavel
desta regido, estdo sendo pesquisadas formas alternativas de aumentar o valor
nutricional dessa fonte forrageira, através de um processo de enriquecimento
protéico microbiano. Os microrganismos cultivados como fonte de proteina
para consumo humano e animal sdo bactérias, algas e fungos (bolores e
leveduras). Entre esses organismos processadores de proteinas, as leveduras

se destacam pela sua alta eficiéncia na conversao, possibilidade de ser



cultivada em diversos tipos de substrato, possuir um elevado teor de proteina
(45-60%), facil obtengao e baixo custo, além de ser n&o patogénica.

O processo de enriquecimento protéico utilizando microrganismos pode
ser realizado através de fermentacéo semi-sélida. Segundo Viniegra-Gonzalez
(1998), a fermentacdo semi-solida apresenta diversas vantagens quando
comparada ao processo de fermentacdo submersa devido a seus aspectos
fisico-quimicos, especialmente sua reduzida atividade de agua, o que torna o
processo mais produtivo, além de requerer baixo investimento de capital e
energia e praticamente nao produzir residuos. Correia (2004) compartilha da
mesma opiniao e afirma que o processo da fermentacdo semi-sélida pode ser
realizado com equipamentos de controle relativamente simples e manuseio
pouco sofisticado.

Diversos substratos tém sido enriquecidos proteicamente, com sucesso,
por fermentagcao semi-sélida com microrganismos: pedunculo de caju (Campos,
2003); residuos de abacaxi (Suhet, 1999; Correia, 2004; Oliveira, 2007); casca
de maracuja (Oliveira, 2007); farelo de trigo (Simas, 2004); mandioca
(Canoilas, 1991); mandacaru (Araujo, 2004; Almeida, 2007); vagens de
algaroba (Perazzo Neto, 1999) e palma forrageira (Perazzo Neto, 1999; Arauijo,
2004).

Através de pesquisas em escala de bancada realizadas no Laboratério
de Engenharia Bioquimica (LEB) do Centro de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Federal de Campina Grande (CCT/UFCG) o processo
fermentativo semi-sélido mostrou-se tecnicamente viavel para o enriquecimento
nutricional da palma forrageira, utilizando a levedura Saccharomyces
cerevisiae. A partir dos resultados alcancados por estas pesquisas, verificou-se
a possibilidade de ampliacdo de escala experimental (scale up), utilizando
metodologias simples e de facil aplicagdo no campo.

No estudo do enriquecimento protéico em escala de bancada realizado
por Araujo (2004), conseguiu-se aumentar em quatro vezes o teor de proteina
bruta da palma forrageira. Com esse aumento protéico, a palma enriquecida
pdde ser comparada a outras silagens usualmente utilizadas.

Diante da grande necessidade dos produtores em suplementar
proteicamente a palma forrageira e da possibilidade de amenizar esse

problema decidiu-se estudar a ampliagdo de escala deste processo, de



maneira que possa ser viavel sua aplicagao no campo. Dessa forma o produtor
podera enriquecer nutricionalmente a forragem de que dispbe em sua
propriedade, diminuindo os custos com a suplementacdo protéica da
alimentacdo dos animais, uma vez que nao haveria despesas com aquisicao,

transporte e estocagem de concentrados protéicos comerciais.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Estudar a ampliacdo de escala experimental do processo de
enriquecimento nutricional (protéico, mineral e energético) da palma forrageira
(Opuntia ficus-indica Mill), utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae,
através da fermentacdo semi-sélida, visando a producdo de um suplemento

nutricional enriquecido para racao animal.

1.2.2. Objetivos especificos

- Realizar testes preliminares para a selegao e avaliagao de parametros

do processo que deverao ser controlados durante a fermentacao semi-solida.

- Levantar as curvas de adsor¢do de umidade da palma forrageira in

natura e enriquecida nutricionalmente, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C;

- Estudar a histerese das curvas de sorgdo (dessorgdo e adsorgao) da

palma forrageira in natura, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C;

- Estudar o perfil do enriquecimento nutricional da palma forrageira,

utilizando biorreator bandeja e tambor rotativo;

- Verificar os efeitos das variaveis independentes (concentragao inicial de
leveduras e concentracao de fonte de nitrogénio) sobre o teor protéico no

processo da fermentacdo semi-solida;

- Estudar comparativamente o desempenho entre o biorreator bandeja e o

tambor rotativo sobre o comportamento da fermentagao semi-sélida;

- Avaliar, a temperatura ambiente, do teor protéico do produto final em

funcado do tempo de armazenamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo aborda informagdes gerais acerca da palma forrageira,
além de dissertar sobre o processo da fermentagdo semi-solida, destacando
sua definicdo, alguns parametros que devem ser avaliados durante esse
processo e biorreatores utilizados. Comenta também sobre o microrganismo
utilizado neste trabalho, bem como relata estudos de enriquecimento protéico

com microrganismos.

2.1. Palma forrageira

A palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill) € uma cactacea de origem
mexicana, tendo sido introduzida no Brasil por volta de 1880, no estado de
Pernambuco, por meio de raquetes (cladodios) provenientes do Texas/EUA
(Domingues, 1963). Inicialmente servia de suporte a criagdo da cochonilha,
produtora do corante carmim, e expandiu-se, sendo hoje uma planta totalmente
incorporada a paisagem semi-arida do Nordeste brasileiro (Data América,
2004). E um vegetal pertencente a Divisdo Magnoliophyta; Classse
Magnoliatae; Ordem Caryophyllades; Familia Cactaceae; Género Opuntia;
Espécie Opuntia ficus-indica Mill (Inglese & Barrios, 2001).

Morfologicamente é caracterizada por apresentar porte desenvolvido,
raiz tipo fasciculada, caule (cladddios grossos e carnossuculentos) oblongos ou
elipticos, planos, inermes ou com espinhos. Flores de tamanho médio da cor
laranja ou amarela (Figura 2.1). A fruta € doce, suculenta, comestivel, pode
apresentar cor amarela, vermelha ou purpura, com muita polpa e uma casca
fina (Carvalho, 1999; Inglese & Barrios, 2001; Barbosa, 1998).

Estima-se que hoje existam cerca de 400 a 600 mil hectares de palma
forrageira no Nordeste brasileiro, concentrados nos estados de Pernambuco,
Paraiba, Alagoas, Rio Grande do Norte e Bahia (Timbau, 1987; Data América,
2004). A expansao da cultura deveu-se a sua capacidade de adaptagcao as
condigbes do semi-arido, suportando grande periodo de estiagem devido as

suas propriedades fisioldgicas e por outro lado, a sua utilidade como fonte de



alimentagao para os rebanhos, como alternativa devido a escassez de ragdes

nos periodos mais secos (Data América, 2004).

Fonte: Batista Filho, 2005

Figura 2.1. Palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill).

No Nordeste brasileiro, predomina o plantio de trés variedades de palma
forrageira (gigante, redonda e miuda). Mendes (1986), Data América (2004) e
Inglese & Barrios (2001) descrevem a palma gigante (Opuntia ficus-indica Mill)
como sendo uma cactacea de porte bem desenvolvido, com crescimento
predominantemente na vertical, com pouca ramificagdo, os cladddios de
formato eliptico, aspecto carnoso. E considerada entre as trés variedades a
mais produtiva e a mais cultivada no Nordeste brasileiro, por ser a mais
apropriada a situagdes de solo e temperaturas mais desfavoraveis. A palma
redonda (Opuntia stricta) € descrita por esses autores como planta que
apresenta um porte mais baixo que a anterior, se desenvolve na forma de
torceira e tem caule muito ramificado e é mais palatavel que a gigante. A palma
miuda ou doce (Nopalea cochenillifera) € mais palatavel que as outras; é a
unica resistente a praga da cochonilha do carmim e a de maior valor nutritivo
dentre as cactaceas cultivadas no Nordeste. Sendo, porém a mais susceptivel
aos rigores climaticos e a cochonilha de escamas, e mais recomendada para o
Agreste.

A composigcao quimica da palma varia entre as diversas variedades, e

mesmo entre amostras de uma mesma variedade, em fungado, entre outras



influéncias, das condigdes do solo, do manejo das plantas, da idade e nivel dos
cladédios e da época do ano em que os mesmos sao colhidos e submetidos a
analise (Santos, 1989; Data América, 2004).

Pesquisadores comparando diferentes niveis de cladédios encontraram
uma maior percentagem de matéria seca e menor teor de proteina bruta para
os cladodios de segunda ordem quando comparado aos cladodios mais jovens
(Nobel et al., 1987).

Os efeitos da variedade da palma sobre sua composicdo quimica,
podem ser observados, através dos dados encontrados na Tabela 2.1, que
apresenta os valores da composicao quimica de trés variedades de palma:
grande, redonda e miuda. Os resultados da influéncia da época de colheita da
palma sobre a composigdo quimica, descritos por Perazzo Neto (1999) sdo

expressos na Tabela 2.2.

Tabela 2.1. Composi¢cao quimica de variedades da palma, expressa em

percentagem na base umida

Palma forrageira

Glgan_te Redonda Miuda
Opuntia )
f o Opuntia Nopalea
icus- indica . -
Mill stricta cochenillifera
Umidade (%) 92,08 92,88 90,51
Proteina bruta (%) 0,55 0,53 0,89
Residuo mineral (%) 1,70 1,40 2,15
Extratos nao nitrogenados (%) 1,72 1,39 2,32
Fosforo em P20s5 (%) 0,09 0,47 0,14
Calcio em CaO (%) 0,64 0,57 0,79

Fonte: Gomes (1977)



Tabela 2.2. Composicdo quimica da palma em fungdo da época do ano de

colheita, expressa em percentagem na base umida

Epoca do ano

Verao/Outono Inverno/Primavera
Umidade (%) 83,0 92,5
Proteina bruta (%) 0,45 0,35
Cinzas (%) 2,7 2,0

Adaptado de Perazzo Neto (1999)

Segundo Batista Filho (2005) na palma pode ser encontrado 17 tipos de
aminoacidos, oito deles essenciais a alimentagao humana. Além de ser rica em
Vitamina A, apresenta também o complexo B e a Vitamina C, em quantidades
muito superiores as encontradas em alimentos como repolho, couve, beterraba,
banana e maca.

Os niveis de carboidratos soluveis sdo considerados altos, e esses por
sua vez constituem a principal fonte energética dos alimentos (Santos et al.,
1997). Reyes (1978) encontrou na composi¢do quimica da mucilagem das
raquetes da palma gigante, os seguintes agucares soluveis: glicose, frutose e
sacarose e os polissacarideos: D-xilose, D-arabinose, D-galactose e acido D-
galacturonico. A Tabela 2.3 apresenta os valores da composigdo quimica da
palma, variedade gigante. Os dados estdo expressos em Kg de matéria seca.

A palma possui em termos de nutrientes digestiveis totais, valor proximo
aos de silagens de milho e sorgo, no entanto, o baixo consumo de matéria seca
por animal & considerado fator limitante quando se utilizada essa forragem
como alimento exclusivo nas dietas dos animais (Farias et al., 1984, Lima et al.,
1981). Apresenta também altos teores de cinza na matéria seca, com destaque
para o calcio, potassio e fosforo (Santos et al., 1997, Batista Filho, 2005).

Contudo, baixos teores de matéria seca, fibra em detergente neutro e
proteina bruta, precisam ser considerados no momento em que se utiliza essa
forrageira como principal ingrediente nas dietas do gado leiteiro. Nesta

circunstancia, baixo consumo de matéria seca pelo animal pode levar a perda



de peso, baixo desempenho, disturbios metabdlicos, especialmente diarréias e
reducao no teor de gordura do leite (Santana et al., 1972; Matter, 1986; Santos
et al., 1990; Santos et al., 1997). Santos et al. (2001) comentam que
provavelmente é esta elevada umidade que limita o consumo pelo controle
fisico, por meio do enchimento do rumen. Por outro lado, os mesmos autores
ressaltam que a elevada umidade observada na palma forrageira € uma
caracteristica importante, tratando-se de regido semi-arida, pois atende grande
parte das necessidades de agua dos animais, principalmente no periodo da

estiagem.

Tabela 2.3. Composi¢gao quimica da palma forrageira gigante (Opuntia ficus-

indica Mill), expressa em Kg de matéria seca

Palma gigante

Opuntia ficus-indica Mill

Matéria seca (g/ Kg) 144
Cinzas (g/ Kg MS) 146
Extrato etéreo (g/ Kg MS) 19
Fibra em detergente neutro (g/ Kg MS) 281
Fibra em detergente acido (g/ Kg MS) 176
Carboidratos totais (g/ Kg MS) 771
Calcio (g/ Kg MS) 41

Fosforo (g/ Kg MS) 5

Magnésio (g/ Kg MS) 13
Ferro (mg/ Kg MS) 66
Cobre (mg/ Kg MS) 8

Zinco (mg/ Kg MS) 22
Manganés (mg/ Kg MS) 86

Fonte: Batista et al. (2002)

Em virtude do baixo teor protéico, pesquisadores recomendam fornecer
a palma na dieta animal sempre associada a um suplemento protéico. Kock
(1980), também recomenda fornecer a palma como até 50% da dieta. De
acordo com Shoop et al. (1977) animais podem consumir até 10% do seu peso

vivo de palma se eles receberem suplemento protéico.



Embora a palma apresente limitagdes quanto aos valores nutricionais,
quando comparada a outras culturas forrageiras tradicionais, oferece agua,
mucilagem, residuos minerais, alto coeficiente de digestibilidade da matéria
seca e alta produtividade, que comprovadamente fazem dela uma opg¢ao para a
regido Nordeste (Costa et al., 1973; Santos et al., 1992; Teixeira et al., 1999).

Santos et al. (1992) estudando o efeito do periodo de armazenamento
pos-colheita sobre o teor de matéria seca e composi¢ao quimica das palmas
forrageiras, verificaram que o armazenamento por um periodo de até 16 dias
em galpao coberto e aberto, ndo afetou a composi¢ao quimica da palma, néo
havendo perdas aparentes de matéria seca, proteina bruta e carboidratos
soluveis nas variedades gigante, redonda e miuda. Sugerindo que maior
quantidade de palma possa ser colhida independentemente de sua utilizacéo
imediata, diminuindo, assim, os custos envolvidos nas atividades de corte e

transporte.

2.2. Fermentacédo semi-sélida (FSS)

No Brasil, em nivel industrial, o processo de fermentacdo submersa
(FSm) continua sendo o principal sistema de geracdo de produtos
biotecnoldgicos, sendo insignificante o numero de empresas que empregam a
fermentagdo semi-solida para estes fins (Schmidell et al., 2001); no entanto, a
fermentagao semi-sdlida (FSS) nos ultimos anos, tem sido vista com interesse
renovado uma vez que apresenta algumas vantagens sobre a fermentacao
submersa (Oojikaas, 2000; Soccol & Vandenberghe, 2003). Por ser um
processo ainda ndo muito difundido, serdo apresentadas algumas das
definicbes encontradas na literatura.

Fermentagdo em estado sélido, fermentacdo em substrato sélido, cultivo
semi-solido, fermentagcdo em meio semi-solido ou simplesmente fermentacao
semi-solida, € o processo que se refere a cultura de microrganismos sobre ou
dentro de particulas em matriz sélida, onde o conteudo de liquido ligado a ela
esta a um nivel de atividade de agua que, por um lado, assegure o crescimento
e metabolismo das células e, por outro, ndo exceda a maxima capacidade de

ligacdo da agua com a matriz sélida (Schmidell et al., 2001).



Segundo Moraes (2001) fermentacdo semi-sélida € um processo
microbiano que se desenvolve na superficie de materiais sélidos,
biodegradaveis ou ndo, que apresentam a propriedade de absorver ou de
conter agua, com ou sem nutrientes soluveis, sendo necessario que o0s
microrganismos cres¢am com nutrientes difusiveis sob ou sobre a interface
gas-solido.

Pandey (2003) define fermentagc&do semi-solida como a fermentacéo que
envolve solidos em auséncia (ou quase auséncia) de agua livre; porém o
substrato deve possuir umidade necessaria para garantir o crescimento e
metabolismo de microrganismos.

Fermentacdo semi-solida pode ser caracterizada por um processo de
fermentagdo que ocorre em um meio sélido com um baixo teor de atividade de
agua, tipicamente 0,40-0,90, que ocorre em um estado asséptico e natural
(Nigam & Singh, 1994; Gervais et al., 1996).

Fermentacdo semi-sélida pode ser simplesmente definida como
qualquer processo de fermentacdo que permite o crescimento de
microrganismos em materiais soélidos, na auséncia de agua livre corrente. O
material sélido pode ser usado como apoio (FSS) ou como apoio e fonte de
carbono e energia - fermentagdo em substrato solido (Roussos et al., 1995).

O termo fermentacédo semi-sdlida, ou em estado sélido, ou fermentacao
em meio semi-solido aplica-se aos processos que ha crescimento de
microrganismos sobre ou dentro de particulas em matriz sdlida, onde a
quantidade de liquido (agua ou outro liquido) apresenta um nivel de atividade
de agua que possa garantir o crescimento e metabolismo dos microrganismos,
mas nao exceda a maxima capacidade de ligagao da agua com a matriz sélida
(Pinto et al., 2006).

Varios autores apresentam as vantagens e desvantagens da FSS
(Soccol, 1994; Kolicheski, 1995; Vandenberghe, 2000; Soccol &
Vandenberghe, 2003). Podem ser citadas algumas vantagens como: condigdes
da cultura em FSS proximas as que se desenvolvem em meios naturais;
simplicidade no preparo do meio de cultura; diminuicdo de contaminacgdes;
reducdo dos efluentes liquidos a tratar; residuos sélidos mais estaveis apés a
fermentacgao; producido concentrada de metabdlitos e eliminacdo da formagao

de espuma.



Por outro lado, as limitacbes da técnica ainda impedem sua ampla
utilizagdo industrial: dificuldade de remocgdo de calor devido a baixa
condutividade térmica da matéria, tipos de substratos limitados e a dificuldade
de se medir parametros como pH, oxigénio dissolvido, quantidade de agua e

concentracao do substrato no estado solido (Rodrigues, 2006).

2.2.1. Parametros do processo

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

Segundo Pandey (2003) os parametros do processo podem ser divididos
em fisico-quimicos e bioquimicos como tamanho da particula, umidade inicial,
pH e pré-tratamento do substrato, umidade relativa, temperatura de incubacao,
agitacédo e aeragdo, microrganismo, suplementagao de nutrientes como: N, P e
tracos de elementos, suplementagcao de fonte de carbono adicional e indutor e
extracdo de produto e sua purificacdo. Dependendo do tipo, nivel e aplicacéo
do processo fermentativo um e/ou varios parametros podem ser usados para

sua otimizagao.

2.2.1.1. Substrato

Dependendo do processo que se quer realizar, da facilidade de se obter
determinadas matérias-primas ou dos resultados que se deseja conseguir, 0
substrato pode ser usado tanto na forma natural como na forma sintética. Os
materiais utilizados sao provenientes de matérias-primas, produtos e/ou
residuos agroindustriais.

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

Diversas matérias-primas e, dentre estas, principalmente diversos tipos
de residuos agroindustriais, podem ser empregadas na fermentagdo semi-

soélida. A escolha de cada meio, logicamente, ira depender do produto final que



se deseja obter: torta de soja (Capra et al., 2003); residuo fibroso de soja (Streit
et al., 2003a); casca de limao Taiti (Panarotto et al., 2003); bagaco de laranja e
farelo de arroz (Hermann et al., 2003); bagaco de maga (Streit et al., 2003b;
Albuquerque et al., 2003); bagaco de pedunculo de caju (Holanda et al., 1997,
Campos, 2003); bagago de abacaxi (Suhet 1999; Correia, 2004; Oliveira,
2007); borra de café (Rainho et al., 2003); casca de maracuja (Oliveira, 2007),
mandacaru (Araujo et al., 2003; Araujo, 2004; Almeida, 2007).

2.2.2.2. Temperatura

Como os demais parametros, a temperatura apresenta uma forte
influéncia no crescimento microbiano, havendo uma temperatura 6tima na qual
o crescimento € maximo. Em processos fermentativos ha a necessidade de
observar a temperatura para que a mesma nao se eleve demais prejudicando o
processo (Perazzo Neto, 1999).

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

De acordo com Bellon-Maruel et al. apud Rodrigues (2006), uma das
grandes limitagbes de contexto industrial se refere ao controle de temperatura e
umidade, fatores criticos no escalonamento do processo. A baixa condutividade
térmica do material e seu baixo teor de umidade reduz consideravelmente a
transferéncia de calor, que também €& dependente do tamanho das particulas
da camada solida. Normalmente a temperatura € medida na camada sdlida e
no fluxo de gas de entrada e saida do biorreator.

Em escala industrial, a temperatura € normalmente controlada por ar
forgado, agitacdo ou evaporagédo (Dunand et al., 1996). Segundo Fernandez et
al. (1997) o ultimo método € o mais efetivo: a umidade do ar é ajustada de
acordo com modelos de troca de agua entre sélidos e gases, permitindo dessa
forma uma rapida regulagem, dentro de uma faixa de + 4 °C, sendo a
regulagem da temperatura ligada ao controle da umidade da fase solida.
Raimbault & Ramires (1980) afirmam que em condigbes experimentais, a
temperatura do biorreator normalmente € controlada com um banho

termostatico ou através da regulagem da temperatura ambiente.



2.2.1.3. pH

As variagbes no pH sdo resultados do consumo do substrato (por
exemplo, hidrélise protéica) e/ou produgao de metabdlitos (por exemplo, acidos
organicos). Ele é o indicador das mudancgas das atividades metabdlicas (Maurel
et al., 2003). De acordo com Lonsane et al. (1985), a variagdo brusca do
potencial hidrogeniénico pode ser amenizada com a utilizagdo de substratos
com boa capacidade tamponante ou com a adicdo de solugdes tampéao durante
a etapa de umidificagao do substrato.

A forma de agua nos substratos sélidos sempre constituiu um obstaculo
para a medida satisfatoria de pH. No processo da FSS, ndo se utiliza um
eletrodo para medicdo do pH, uma vez que pela definicdo do processo, falta
agua livre (Dunand et al., 1996). Alguns autores sugerem a suspensio de
amostra solida em agua destilada, fato que nao pode precisamente identificar o
valor real de pH no meio sdlido. Na pratica, o pH de fermentagdes solidas nao
€ controlado, entretanto, o poder tampao dos substratos e a mistura salina
inicial permite que durante o crescimento, o pH nao sofra bruscas alteracdes
(Rodrigues, 2006; Soccol, 1994; Villegas et al., 1993; Durand & Chéreau,
1988).

Sendo o pH uma variavel importante no processo, ha valores de pH
minimo, 6timo e maximo para o desenvolvimento de cada microrganismo.
Geralmente os fungos preferem pH baixo e as bactérias pH préximos da
neutralidade (Perazzo Neto, 1999). De acordo com Franco (1996) os valores de
pH 6timo para a multiplicagédo da Saccharomyces cerevisiae € entre 4 e 5.

Holanda et al. (1997) estudando o enriquecimento protéico do
pedunculo de caju por Saccharomyces cerevisiae, constataram que em pH
menor do que 3,5 pode ocorrer redu¢ao na eficiéncia da conversao protéica da
levedura (Saccharomyces cerevisiae), embora este indice de acidez evite
contaminagao do meio por bactérias.

Suhet (1999) cultivando Aspergillus niger em residuo da industrializagcao
do abacaxi utilizando bandejas e frasco de Erlenmyer como biorreatores,

verificou que o pH 6timo para esse processo deveria ser menor que 4,5.



2.2.1.4. Aeracao

Para um bom rendimento e uma rapida fermentacdo em substrato sdlido,
€ necessario o uso de uma grande area superficial do meio de cultura, no qual
0 microrganismo pode se desenvolver em contato com o ar. Na maior parte dos
processos, tanto em nivel laboratorial como industrial, a oxigenagcéo do meio &
realizada pela introducdo de ar esterilizado sob pressao no equipamento de
fermentacao.

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

De acordo com Thiemann (1985) a fermentagdo semi-solida necessita

de quatro a cinco vezes, mais oxigénio que a fermentagdo submersa.

2.2.1.5. Umidade e atividade de 4gua

Na FSS, a agua esta envolvida no desenvolvimento de biomassa e
reagcdes metabdlicas, nas atividades enzimaticas e no transporte de gas,
nutrientes e metabdlitos extra-celulares (Robinson & Nigam, 2003).

Segundo Lonsane et al. (1985) e Thiemann (1985) a natureza do
substrato, as necessidades do microrganismo utilizado e o tipo de produto final
desejado sao os principais fatores que determinam o grau de umidade que o
substrato devera ter no inicio e ao longo da fermentacao.

A umidade é considerada 6tima no substrato saturado, e varia de 30 a
85% dependendo do substrato. As principais causas da variacdo de umidade
sdao a evaporacdo devido ao calor metabdlico e hidrélise do substrato, e
producao de agua metabdlica (Dorta et al., 1994).

A presenga de agua no produto pode ser medida de diferentes formas,
mas nem todos os métodos indicam a disponibilidade da agua para os

microrganismos, uma vez que nem toda agua esta igualmente disponivel.



Atividade de agua (a,), quantidade de agua ndo ligada e que esta a

disposi¢do dos microrganismos, € definida como a razdo entre a pressao de
equilibrio de vapor do substrato em relagdo a agua pura, a mesma
temperatura. A atividade de agua influéncia o desenvolvimento microbiano e os
processos bioquimicos, tendo por isso, cada microrganismo uma faixa de
atividade de agua adequada para que possa efetuar suas atividades
metabdlicas (Ramana et al., 1993). Segundo Robinson & Nigam (2003) as
bactérias suportam valores de atividade de agua de até 0,75, as leveduras
toleram valores de até 0,62 a 0,64 e os fungos filamentados crescem
rapidamente em meios relativamente secos, com atividade de agua inferior a
0,85 e até 0,61.

Segundo Sato et al. (1982), normalmente, em estudos de laboratério, a
atividade de agua é controlada colocando-se o biorreator em uma cémara de
cultura, cuja umidade é fixada através de solug¢des salinas saturadas. Em maior
escala, o biorreator é arejado com ar saturado de agua.

O estudo da (a,) pode ser feito através de isotermas de sorgdo. A

isoterma de sorgdo é definida como a correlagdo entre atividade de agua e o
teor de umidade do material em equilibrio, a temperatura constante. As
isotermas podem ser de adsorgédo ou dessorgao.

Segundo Daguenet (1985) isotermas de dessorgdo séo obtidas quando
ha um processo de equilibrio a partir de amostras umidas que entram em
equilibrio com o ar umido das vizinhangas, e isotermas de adsor¢édo € o
processo de equilibrio que parte de amostras secas. Dependendo do processo,
se € uma adsor¢ao ou dessorcao, a umidade relacionada com a atividade de
agua pode ser diferente. A diferenca entre dessor¢céo e adsor¢cao € chamada
de histerese.

Varias teorias ou hipoteses tém sido propostas para explicar o fenbmeno
de histerese, baseados principalmente na estrutura porosa ou capilaridade do
adsorvente, que é assumido como sendo papel dominante na histerese, que é
a diferenga no mecanismo entre os processos de enchimento e esvaziamento
dos poros ou capilares com o adsorvido (Braga, 1991).

Véarios modelos s&o sugeridos na literatura para a dependéncia da

umidade de equilibrio e a atividade de agua (VandenBerg & Bruin, 1981). De



acordo com Lahsasni et al. (2003) alguns modelos levam em conta o efeito da
temperatura, entre eles podem-se citar os modelos de GAB e Henderson.
Estes modelos foram adotados como equagdes pela Sociedade Americana de
Engenharia Agricola por descreverem as isotermas de sorgao.

Um outro modelo muito utilizado para ajustar os dados experimentais
das isotermas de sorcdo € o modelo matematico de BET. Através dos
parametros de sua equacdo pode ser determinada a fragdo de umidade da
monocamada, que tem uma importancia significativa para a estabilidade fisico-
quimica de materiais hidratados (Lahsasni et al., 2003).

A equacdao de GAB (Guggenheim - Anderson - de Boer) de trés
parametros € um reforgco das teorias de BET e Langmuir. Este modelo
apresenta a vantagem de descrever com grande precisdo as isotermas de
adsorcao e dessorgao, para valores de atividade de agua menores que 0,90
(Bizot et al., 1987). A Equacao de BET (Brunauer — Emmer - Teller) permite
examinar o fenbmeno de fixagdo e liberacdo de moléculas de agua. De acordo
com Park & Nogueira (1992) este modelo fornece um bom ajuste aos

parametros, X,,, n e C. A equagcdo de BET é usada com sucesso para

atividades de agua na faixa de 0 a 0,5. A equagédo de Henderson é aplicada
com sucesso para varios produtos (Kouhila et al., 1999). E influenciada pela
temperatura do equilibrio higroscépico e faz interpolagées. O modelo de
Henderson é usado porque tem a vantagem de descrever a curva isotérmica

inteira, para diferentes temperaturas.

2.2.1.6. Microrganismo

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

Muitos microrganismos sa&o capazes de crescerem em substratos
solidos, mas s6 os fungos filamentados podem crescer significativamente na
auséncia de agua livre. Bactérias e leveduras crescem tanto em substrato
sélido com um teor de umidade entre 40-70%, como na compostagem ou nas
ensilagens aerdbica ou anaerdbica, mas o crescimento e propagacao das

células ricas em proteinas sempre requerem agua livre (Raghavarao et al.,



2003). Para um melhor desempenho do processo fermentativo, a escolha da
linhagem do microrganismo, deve levar em conta detalhes deste processo,
como meio de cultura e condi¢gdes ambientais da fermentagédo (temperatura e
umidade do sistema).

Como exemplo para a obtengdo do enriquecimento protéico, podem ser
citados, dentre muitos outros, o uso de microrganismos dos géneros Rhizopus
(Suhet, 1999; Moraes, 1999; Albuquerque et al., 2003); Candida (Canoilas,
1991); Aspergilus (Moraes, 1999; Perazzo Neto, 1999; Almeida, 2007) e
Saccharomyces (Holanda et al., 1997; Araujo et al., 2003; Campos, 2003,
Correia, 2004; Oliveira, 2007).

As leveduras sdo empregadas, com alta frequéncia, na obtencdo de
produtos de consumo diarios, entre eles o pao e as bebidas alcodlicas.
Segundo Pelczar et al. (1980), os critérios utilizados na descricdo e
identificacdo das leveduras sdo as caracteristicas morfolégicas, culturais,
fisiologicas e tipo de reprodugdo. Caracterizam-se por apresentarem alta
resisténcia em condicdes ambiente, pH, presenca de sais e temperatura de até,
aproximadamente 35 °C. Tém alta taxa de reproducao, podendo reproduzir-se
sexuadamente, formando esporos, ou por reproducao assexuada, por
brotamento, gemulag&o ou fissdo binaria (Lodder, 1971).

As caracteristicas que tornam os microrganismos interessantes,
incluindo a levedura como produtores de proteinas, segundo Kilberg (1972)
séo:

- Rapida multiplicagao;

- Capacidade de desenvolvimento em substrato de custo acessivel,;
- Facilidade de obtencéo;

- Utilizagao de nutrientes em suas formas mais simples;

- Produgao independente de fatores ambientais e climaticos;

- Formacao de produtos de elevado valor nutritivo.

A composicdo quimica e o valor nutritivo da levedura dependem de uma
série de fatores, destacando-se natureza do substrato, grau de aeragdo do
meio, espécie de levedura, tratamento da massa fluida e concentragcédo de sais
(Krider et al., 1982). Dentre estes, o substrato utilizado parece ser o mais

importante, uma vez que deve apresentar nutrientes requeridos pelas



leveduras em formas assimilaveis e em quantidades suficientes, afetando a
taxa de crescimento e a composicio, principalmente em proteinas e lipideos
(Hsu, 1961; Vananuvat & Kinssela, 1975).

Butolo (1997) afirma que embora seja considerada como fonte de
proteinas, as leveduras podem ser utilizadas como suplemento vitaminico,
como fonte de metabdlitos ndo identificados com agdo de promotor de

crescimento e promotor de reequilibrio da microflora intestinal.

2.2.1.6.1. Estado da arte sobre enriquecimentos protéicos utilizando

microrganismos

Neste item serdo apresentados alguns estudos referentes a exploragao
da fermentagao com objetivo de enriquecimento protéico, utilizando fungos.

Holanda et al. (1997) avaliaram a proporgcdo de indculo de
Saccharomyces cerevisiae e o tempo de fermentacdo necessario para se
enriquecer a pasta de pedunculos de caju por fermentagdo submersa em
sistema de batelada a temperatura de 35 °C. Os autores referidos conseguiram
um aumento de 20% do teor protéico do material fermentado, utilizando 5,0%
de concentragao de levedura, com um tempo de fermentacao inferior a 24 h.

Carvalho (1999) avaliou a influéncia do cultivo semi-sélido dos fungos
Aspergillus niger e Fusarium oxysporum sobre a composi¢gao quimica da palma
forrageira com e sem adigdo de uréia em cinco tempos de fermentagdo. Os
valores maximos de proteina bruta alcangados na presenca de uréia foram de
24,3%, apos 20 h de fermentagdo com o fungo Fusarium oxysporum e 34,63%
para o Aspergillus niger, apés 120 h de cultivo. Quanto ao cultivo dos dois
fungos sem uréia nao foi observado influéncia significativa quanto ao tempo de
fermentagao sobre o teor de proteina bruta, sendo os valores médios estimado
para ambos de 4,85%, demonstrando segundo o autor uma provavel
inviabilidade quando se utiliza fungos sem aplicagéo de uréia, utilizando como
substrato a palma forrageira.

Moraes (1999) estudou o enriquecimento protéico do farelo de arroz
desengordurado, subproduto da industria de extracdo de oleo de arroz, por
fermentacdo semi-solida na temperatura de 30 °C. As fermentacdes foram

realizadas em biorreatores de coluna com leito fixo, aerados pela parte inferior



e encamisados, por onde ocorria a circulagdo de agua. O autor comparou a
taxa de crescimento de cinco diferentes microrganismos, Aspergillus niger
NRRL 3122, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae CCT 3940, Aspergillus
awamori CCT 3941 e Rhizopus sp, obtendo um aumento de 20,12% no teor de
proteina total utilizando o Rhizopus sp.

Visando o enriquecimento protéico da palma forrageira e das vagens de
algaroba foi empregado o cultivo semi-solido do Aspergillus niger, avaliando-se
a utilizacao de fonte de nitrogénio e espessura da camada de substrato. Tanto
a palma como para a algaroba, a concentragédo de 0,5% de nitrogénio foi a que
apresentou o melhor resultado, atingindo um maximo por volta das 84 e 197 h
de cultivo, respectivamente e proporcionado um teor final de proteina
verdadeira para ambos de 15%. A camada de substrato com 0,75 cm de
espessura foi a que proporcionou maior teor de proteina verdadeira em torno
de 12 + 3% em ambos os substratos. Os resultados alcangados mostram ser
viavel, do ponto de vista técnico, o enriquecimento protéico da palma e
algaroba com Aspergillus niger a ser utilizada como ragdo animal (Perazzo
Neto, 1999).

Suhet (1999) realizou o estudo do enriquecimento protéico do residuo da
industrializacdo do abacaxi por fermentacdo semi-sdlida a 30 °C. As
fermentagdes foram realizadas em bandeja perfurada, com o fungo Rhizopus
oligosporus e em sacos plasticos, com os fungos Rhizopus oligosporus e
Aspergillus niger. O tempo em que foram observados os maiores teores de
protéina bruta para as fermentagées em bandeja com Rhizopus oligosporus e
em sacos com Rhizopus oligosporus e Aspergillus niger, foram 65, 96 e 75
horas, respectivamente. Prolongando o tempo do processo, foi observada uma
reducgao do teor protéico.

Albuquerque et al. (2003) utilizaram o fungo Rhizopus oligosporus para
promover o enriquecimento protéico do bagago de maca, residuo da industria
de sucos, empregando a fermentagdo semi-sélida, que foi realizada em
reatores de leito empacotado, durante 72 h, a 30 °C. Os autores conseguiram
um aumento de cinco vezes no teor de proteina do bagaco.

Correia (2004) utilizou residuos de abacaxi como substrato no estudo do
enriquecimento protéico por FSS, utilizando a levedura Saccharomyces

cerevisiae e suplementagao de nitrogénio (sulfato de aménia e uréia). Apos 48



h de fermentacao verificou-se um ganho protéico de quase quatro vezes do

conteudo inicial de proteina.

2.2.1.6.2.1. Histérico do estudo da FSS no LEB/UAEQ/UFCG

O Laboratério de Engenharia Bioquimica (LEB) da Unidade Académica
de Engenharia Quimica (UAEQ) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG) vem desenvolvendo nos ultimos anos pesquisas relacionadas ao
enriquecimento protéico de culturas regionais, tais como caju, palma forrageira,
mandacaru, abacaxi e maracuja, com o intuito de obtengdo de produtos com
valor agregado.

Campos (2003) estudou o enriquecimento protéico do bagaco do
pedunculo de caju por fermentacdo semi-solida, utilizando a levedura
Saccharomyces cerevisiae. O maior teor de proteina bruta, 20,25%, foi
encontrado com a adicdo de 12% de concentracdo de levedura e uma
temperatura de fermentacédo de 33 °C, apds 28 h de processo. Os resultados
alcancados mostram que é viavel a utilizacao da levedura para obtencdo de um
concentrado protéico, utilizando o bagago de caju como substrato.

Araujo (2004) estudou o processo de enriquecimento protéico das
cactaceas, mandacaru e palma forrageira, através da levedura Saccharomyces
cerevisiae em fermentacao semi-sélida. Neste estudo avaliou-se a influéncia da
concentracado de inoculo, espessura da camada de substrato e temperatura de
fermentagdo sobre o teor protéico dos materiais fermentados. Os valores
maximos dos teores protéicos, alcancados nas diferentes concentragdes do
in6culos, temperaturas e espessuras das camadas, foram 28 e 26% de
proteina bruta, para mandacaru e palma forrageira, respectivamente. Estes
valores foram compativeis ou maiores do que os concentrados convencionais
utilizados como suplemento protéico para a ragao animal.

Com o interesse de aproveitar o rejeito sélido (bagago) da produgao de
vinho, vinagre e aguardente da fruta da palma forrageira, foi estudado por
Amorim et al. (2005) o enriquecimento protéico e nutricional desse bagago com
a levedura Saccharomyces cerevisiae através da FSS. Foram realizadas
fermentagdes a temperatura constante em biorreatores bandeja com a adigao

de 15% de concentracédo de leveduras ao substrato. Nestas condi¢cdes o



bagaco apresentou um aumento protéico de 1,46 vezes em relagao ao teor de
proteina contido no bagaco in natura.

Almeida (2007) realizou estudos sobre o enriquecimento protéico do
mandacaru com a utilizacdo do Aspergillus niger e da Saccharomyces
cerevisiae por fermentagao semi-sélida. O maior aumento protéico encontrado
utilizando o Aspergillus niger foi apos 72 h de fermentagcdo em bandeja a uma
temperatura de 30 °C. Nessas condi¢gdes o teor protéico encontrado foi de
76,9%. Para as fermentagdes realizadas em tambor rotativo com a
Saccharomyces cerevisiae o teor de proteina bruta maximo alcangado foi de
23% ap6s 10 h de processo a temperatura de 25 °C.

Oliveira (2007) estudou o enriquecimento nutricional por bioconverséo
de residuos agroindustriais para utilizagdo na alimentagdo animal. Residuos de
casca de maracuja e casca e coroa de abacaxi foram enriquecidos
separadamente por FSS com a Saccharomyces cerevisiae. As fermentagcdes
foram realizadas em bandejas durantes um periodo de 48 h. O aumento
protéico encontrado para os trés residuos foi em média de 2,40 vezes, em
relagdo ao in natura. O autor conclui que os residuos alcangam concentracdes
nutricionais que, podem ser transformados em suplemento nutricional, sendo
uma alternativa alimentar para os animais, na época de escassez de alimento

no semi-arido.

2.2.3 Biorreator

Biorreator € o local onde a matéria-prima, sob condi¢cdes satisfatérias, é
convertida a um produto desejado. Maximizar a taxa de formagcdo e o
rendimento dos produtos dentro do biorreator € uma das metas mais
importantes no aperfeicoamento do processo da FSS. Em contraste com os
sistemas de FSm, os biorreatores da FSS, ndo alcangaram ainda um alto grau
de desenvolvimento, devido aos problemas associados ao meio sélido, como
baixa transferéncia de energia e dificil manuseio do material (Robinson &
Nigam, 2003).

O processo de FSS envolve preparacéo do substrato, esterilizagao inicial
do substrato e da biomassa depois da recuperagao do produto, preparacido do

in6culo, carga e descarga do equipamento, como também recuperagao do



produto. Um biorreator deve ser projetado de maneira a facilitar todas essas
operagdes e apresentar as seguintes caracteristicas:

- Retencdo do substrato. O material de construcdo do biorreator de
sistema de FSS deve ser firme, resistente a corrosao e atdéxico ao organismo
usado no processo. Também deve ter um custo relativamente baixo;

- Prevengdo de contaminantes na entrada no processo, como também
controle da liberagdo do organismo usado no processo ao ambiente. O
segundo item é importante considerando-se que a maioria dos processos de
FSS envolve esporos de fungos, que podem ser patogénicos e causar danos
ao meio ambiente. Isto pode ser alcangado pela incorporagao de filtros no fluxo
de saida de ar e por um cuidadoso lacre e filtracdo do fluxo de ar na entrada,
porém estes cuidados aumentam os custos do equipamento;

- Efetiva regulagdo da aeracdo, mistura e remogao de calor para o
controle dos parametros operacionais de temperatura, atividade de agua e
concentragdo de oxigénio. Frequentemente, os processos de FSS sofrem
problemas de remocgdo de calor ou perdas de &agua do substrato por
evaporagao, o que afeta o rendimento e a qualidade do produto desejado;

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

Varios tipos de biorreatores tém sido utilizados para FSS em modelo
continuo ou em batelada. Uma caracteristica comum em quase todos esses
modelos tem sido sua simplicidade no funcionamento.

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

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

somente na parte superior exposta ao ambiente.



- Tanques circulares - Toyama (1976) indica um equipamento
denominado produtor de “Koji” automatico estacionario, que consiste de dois
tanques rotatérios de 7 m de didmetro, dotados de um agitador helicoidal,
dentro de uma camara de condi¢des controladas. Podem ser processados, a
cada batelada, cerca de 2 a 3 toneladas de meio de cultura, com alimentacéo,
esterilizacao, inoculagao e retirada do produto, realizados automaticamente.

- Esteira rolante - as etapas de inoculacdo e incubacdo do material
esterilizado sdo realizadas em longas esteiras de fundo perfurado por onde
circula ar umido. E segundo Thiemann (1985), dependendo das necessidades
do produto, pode ser realizada uma agitagéo ocasional.

- Tubular horizontal - neste processo, também denominado tambor
rotativo, o substrato é esterilizado e resfriado diretamente no tambor. A aeracao
da massa é realizada pela passagem de ar esterilizado e umidificado através
do reator, objetivando também o controle da temperatura interna. Segundo
Thiemann (1985), esse equipamento apresenta um custo relativamente
elevado para o volume de material produzido, dificuldades na manutencao da
integridade do micélio devido a agitagdo do sistema, além das dificuldades de
ampliacédo de escala do processo.

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

- Saco plastico - Suhet (1999) utilizou sacos plasticos para a realizagao do
enriquecimento protéico do residuo da industrializagdo do abacaxi, por FSS. O
referido autor destaca que € necessario perfurar os sacos apos certo periodo,

para permitir a aeragcdo do meio.

2.2.3.1. Estado da arte de ampliacdo de escala de biorreatores para FSS

Os métodos de ampliagdo de escala utilizados para as fermentagdes

submersas nao podem ser aplicados diretamente aos biorreatores utilizados



em fermentagao semi-sélida, devido as diferencas existentes na estrutura fisica
do sistema e remogao do calor que devem ser consideradas ao projetar-se um
biorreator para FSS (Mitchell et al., 2000). Segundo Pandey (2003) e Mitchell et
al. (2000) os avangos alcangados recentemente para o desenvolvimento de
biorreatores em scale up aplicados a FSS devem-se a aplicacao de técnicas de
modelagens matematicas para descrever fenOmenos bioldgicos e de
transferéncia de calor e massa que acontecem durante os processos. Segundo
Mitchell et al. (2000), recentemente foram desenvolvidos modelos que
descrevem o processo de transferéncia de calor e massa em biorreatores
bandeja, biorreatores rotativos e biorreatores de coluna de leito fixo. Para
Mitchell et al. (1999), estes biorreatores podem ser usados para processos em
scale up, embora nenhum trabalho tenha sido feito para confirmar isto.

A utilizacado de biorreatores tipo bandeja tende a ser simples, uma vez
que o substrato solido pode ser misturado manualmente, ndo havendo
necessidade de aeragao forgada. No entanto, tal reator restringe a quantidade
de substrato a ser fermentado, podendo ser utilizado apenas finas camadas,
evitando-se dessa forma o aquecimento e mantendo as condigdes aerébias do
sistema (Robinson & Nigam, 2003). Estudos em biorreatores bandejas
continuam sendo largamente realizados, sendo alterado apenas, aos longos
dos anos, o tipo de material utilizado na construcdo das bandejas. A
substituicdo foi feita por materiais como o plastico e o aluminio. A vantagem
das bandejas de plasticos ou de aluminio esta relacionada a maior facilidade
de limpeza em relacdo as de madeiras, que eram anteriormente utilizadas,
reduzindo entdo a possibilidade de contaminacao e desperdicios de substrato
(Robinson & Nigam, 2003; Pandey et al.,, 2001). O uso de biorreatores
bandejas em ampla producdo é limitado ja que iria requerer grande area
operacional, além de necessitar de uma mistura mecanica do substrato. Diante
do exposto, os autores afirmam que o biorreator tipo bandeja ndo € uma
alternativa viavel para as fermentagdes semi-sélidas realizadas em grande
escala.

Um fermentador horizontal, cilindrico de aco, com capacidade de 70 m®
foi projetado para o cultivo semi-solido do Bacillus thuringiensis (Bt) CM-I. Esse
projeto foi baseado em estudos preliminares com um fermentador em escala

piloto. Pulsagao da pressédo e aumento da circulagao do ar interno do biorreator



foram duas mudancas feitas, com o objetivo de melhorar a transferéncia de
calor e massa, como também aumentar a porosidade dentro do substrato
(Hongzhang et al., 2002).

Oostra et al. (2000) avaliaram o uso de biorreatores com e sem agitacao
para a aplicagdo em larga escala da producdo do fungo Coniothyrium minitans
em fermentagcdo semi-sélida. O maior problema encontrado, por esses autores
na ampliagdo de escala foi o acumulo de calor no substrato. Os autores
optaram por fazer primeiramente uma simulagcdo matematica, para se
economizar tempo e gastos desnecessarios. Os resultados encontrados
indicaram que a ampliacdo de escala da fermentacdo semi-sdlida para a
producdo de esporos deve ser preferencialmente conduzida usando-se um
biorreator com agitacado, pois proporciona um melhor resfriamento do substrato

usado, graos de aveia.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os materiais selecionados e as
metodologias que foram utilizadas no estudo do enriquecimento nutricional da
palma forrageira.

Inicialmente foram realizados testes preliminares no Laboratério de
Engenharia Bioquimica (LEB) do Centro de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Federal de Campina Grande (CCT/UFCG), com o intuito de
selecionar, avaliar e confirmar os parametros do processo que influenciaram na
fermentagcdo semi-solida da palma forrageira, utilizando a Saccharomyces
cerevisiae. As etapas dos experimentos realizados no processo de

enriquecimento nutricional da palma forrageira sdo mostradas na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Etapas do processo de enriquecimento nutricional da palma
forrageira.



3.1. Substrato

A matéria-prima utilizada como substrato para o processo de
enriquecimento nutricional foi a palma forrageira (Opuntia ficus-indica Mill) da
variedade gigante. Os cladddios de palma foram provenientes da propriedade
Olho D’agua, no municipio de Serido, localizado a 240 Km de Jo&o Pessoa. A

Figura 3.2 mostra o local de coleta da palma forrageira utilizada neste trabalho.

Figura 3.2. Local de coleta da palma forrageira.

Os cladddios foram coletados com cortes efetuados nas articulacoes,
utilizando aqueles que nao apresentaram pragas ou doengas, a partir dos
terciarios, conforme colheita feita tradicionalmente na regido. Em seguida esse
material foi conduzido para o LEB, onde inicialmente foi cortado em pequenos
pedacos (Figura 3.3) e, em seguida, triturado em liquidificador industrial,

resultando numa mucilagem de consisténcia pastosa, substrato (Figura 3.4).



Figura 3.3. Palma forrageira cortada em pedacos.

Figura 3.4. Mucilagem da palma forrageira.

Como as coletas dos cladédios da palma foram realizadas em diferentes
épocas, cada lote utilizado foi previamente caracterizado fisico e fisico-
quimicamente, sendo estes valores referenciados em cada experimento
realizado.

3.2. Microrganismo

O microrganismo utilizado para o enriquecimento nutricional da palma



forrageira foi a levedura Saccharomyces cerevisiae, prensada, fermento
biolégico comercial da marca Fleischmann, com umidade de 70%, expresso em

base umida e, proteina bruta média de 45%, expresso em base seca.

3.3. Fonte de nitrogénio

A fonte suplementar de nitrogénio utilizada neste trabalho para o
enriquecimento nutricional da palma forrageira foi a uréia pecuaria, com
proteina bruta média de 28%, expresso em base seca, destinada a
suplementacgéao protéica dos animais ruminantes.

Na tentativa de potencializar a produgao de proteinas, ou seja, elevar o
aumento protéico alcangado nos testes preliminares decidiu-se pela adicao de
uma fonte suplementar de nitrogénio. A uréia era adicionada ao substrato

juntamente com a levedura, no inicio da fermentagao.

3.4. Fermentacao

A fermentacdo empregada para o enriquecimento nutricional da palma
forrageira foi do tipo semi-sélida em sistema de batelada, na qual o substrato
foi adicionado ao biorreator, ocorrendo entado a adicdo da levedura. A adicédo da
levedura ao substrato foi realizada com o auxilio de uma peneira, para uma
melhor distribuicdo da mesma, evitando pontos de concentragéo.

Durante a realizacdo dos experimentos preliminares estudou-se a
influéncia da temperatura de fermentagao sobre o processo. Para o controle da
temperatura, as fermentacées eram realizadas em estufa de circulacdo de ar
forcado. Nesse estudo também se observou o comportamento do pH e da
umidade do substrato ao longo de 72 h de fermentacdo. Apos a realizagdo dos
testes preliminares optou-se por uma fermentacdo a temperatura ambiente,
durante um periodo de 24 h. A temperatura de fermentagdo foi um dos
parametros do processo estudados que nao influenciou no aumento protéico da
palma forrageira. Durante o periodo de 24 h foram realizadas analises de
proteina bruta e agucares redutores totais, em tempos determinados (0, 2, 4, 6,

8, 10, 12, 24 h). Essas analises eram feitas em amostras secas por 72 h a 55



°C. A temperatura de 55 °C foi escolhida para evitar perdas por volatilizagao ou
a alteracdo de outros nutrientes, principalmente compostos nitrogenados,
conforme Araujo (2004). O tempo 0 (zero) referenciado acima refere-se ao
inicio do processo fermentativo, ou seja mistura do substrato, levedura e fonte

de nitrogénio.

3.5. Biorreator

A escolha do biorreator e suas dimensdes utilizadas neste trabalho
foram definidas levando-se em conta que o objetivo do processo foi o
enriquecimento nutricional, ou seja, o desenvolvimento de microrganismos, em
escala ampliada.

O biorreator bandeja € um dos tipos indicados para esse propdsito, pois
oferece uma ampla area superficial entre o substrato e o meio, condigcéo
necessaria ao bom desenvolvimento dos microrganismos além de facil
operacao. O biorreator tambor rotativo também ¢é indicado para processos em

scale up, proporcionando uma boa aeragdo e homogeneizagao do substrato.

3.5.1. Bandeja

5 Kg de substrato foram colocados em bandejas retangulares de plastico
com dimensdes 57 x 35 x 8,5 cm, volume de 17 L (Figura 3.5). Os biorreatores
bandejas foram dispostos em bancada por um periodo de 24 h, a temperatura
ambiente (25 + 3 °C). A cada retirada de amostra o substrato era
homogeneizado, com o auxilio de uma colher de pau, para que as amostras
representassem, de melhor maneira possivel, todo o meio. A fermentacao

desenvolvida neste biorreator foi considerada como um processo estatico.
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Figura 3.5. Biorreator bandeja.

3.5.2. Tambor rotativo

No enriquecimento nutricional da palma forrageira, com a
Saccharomyces cerevisiae em escala de bancada realizado por Araujo (2004)
foi sugerido, como perspectiva de estudo, a agitagcdo do meio fermentativo,
argumentando-se que a mesma deveria influenciar no aumento protéico final
alcancado. Com base nestas afirmacbes foram realizadas pesquisas
bibliograficas com a finalidade de projetar um biorreator que permitisse a
agitacéo do substrato e que melhor se adaptasse as condi¢gdes desse estudo.

Analisando-se as Figuras 3.6 e 3.7 observa-se o projeto do biorreator
utilizado neste estudo (vista horizontal e frontal). A Figura 3.8 apresenta o
biorreator tambor rotativo, depois de construido.

O biorreator tambor rotativo utilizado para estudo do enriquecimento
nutricional da palma forrageira foi projetado de maneira a ser possivel a
utilizacdo de no maximo 10 Kg de substrato por batelada. O tambor plastico
utilizado possui uma capacidade de 25 L, no entanto, deve-se ressaltar que foi
necessario ter-se uma margem de seguranga quanto ao volume util do mesmo,
pois a adicao da levedura provoca o “inchaco” do substrato devido a formacao
de CO; e HyO, durante as primeiras horas de fermentacdo, ndo podendo desta
forma, ser utilizado toda a capacidade do biorreator, caso contrario seria

perdido massa de substrato ja no inicio da fermentacao, influenciando no



resultado final do processo. O tambor rotativo possuia agitacdo constante de
aproximadamente 20 rpm.

O tambor possuia uma inclinagdo de aproximadamente 45° Esta
inclinacdo deveu-se a retirada da tampa do tambor para uma melhor aeragao
da massa fermentada. Buscou-se uma inclinagdo minima possivel para que
nao ocorresse o derramamento do substrato e, que a espessura da camada de
substrato fosse a menor possivel. Uma grande espessura de substrato poderia
ocasionar gradientes de temperatura e de aeragdo dentro do fermentador,
comprometendo os resultados. O angulo de inclinagédo do tambor rotativo foi
igual para todos os experimentos realizados.

No decorrer dos experimentos, observou-se a aglomeragdo do meio
fermentativo, ao utilizar apenas o tambor plastico, o que poderia causar
problemas relacionados com a transferéncia de oxigénio. Por esse motivo
foram fixadas chicanas feitas de chapas de aco inoxidavel dentro do tambor

para promover a homogeneizagao, ajudando na aeragao do substrato.
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Figura 3.6. Projeto do biorreator tambor rotativo, vista horizontal.
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Figura 3.7. Projeto do biorreator tambor rotativo, vista frontal.



Figura 3.8. Biorreator tambor rotativo.

3.6. Caracterizacdo fisica e fisico-quimica

Antes de iniciar o processo do enriquecimento nutricional da palma
forrageira, foi realizada a caracterizagao fisica e fisico-quimica dos cladddios
da palma forrageira, nas diferentes épocas de coletagem. Antes e apds o
enriquecimento eram realizadas analises de umidade, atividade de agua,

proteina bruta, pH e acucares redutores total.

3.6.1. Anédlises fisicas

Para cada lote, 30 cladddios eram retirados ao acaso, de maneira que
estes representassem todo o lote.

As dimensdes analisadas nos claddédios da palma forrageira foram:
espessura, comprimento e larguras. As espessuras dos cladodios, expressas
em centimetros, foram obtidas utilizando-se paquimetro digital. A medicéo,
também expressa em centimetros, do comprimento, largura superior, central e
inferior dos cladddios foi realizada com uma régua de 50 cm (1/100).

As massas dos cladddios, expressas em gramas, foram determinadas

utilizando-se balanga analitica digital, com precisdo de duas casas decimais.



3.6.2. Andlises fisico-quimicas

- Umidade e atividade de agua (a,,)

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

seca, foram calculadas a partir da Equagao 3.1.

Sendo:

Xeq - Umidade de equilibrio, b.s

eq
m; - massa inicial da amostra, g

m, - massa da amostra seca, g

Para o levantamento dos dados das isotermas de adsorgao de umidade
da palma forrageira foi utilizado o equipamento Termoconstanter Novasina
TH200.

Os cladddios foram triturados e secos a temperatura de 55 °C, por trés
dias. Foram adicionadas individualmente diferentes quantidades de &agua
destilada a 10 g de amostra seca, compreendidas entre 0,5-5,0 mL, de maneira
a se obter uma faixa de umidade adequada para esse estudo. Apos 12 h foi
determinado o valor da atividade de agua das amostras.

Amostras de aproximadamente 2,0 g, em duplicata, do material
umedecido foram colocadas em células plasticas que acompanha o
equipamento e, apos serem pesadas, foram levadas ao equipamento para

determinagao da atividade de agua (a,, ), nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C.

A amostra permanecia no equipamento até que a leitura da atividade de agua
se estabilizasse. Esse processo repetiu-se com as diferentes amostras. Cada
leitura obtida para cada temperatura correspondia a um ponto da curva da

isoterma de adsorgdo de umidade. No final, cada amostra foi levada a estufa a



105 °C, durante 24 h (Silva, 1998), para determinagao da umidade conforme
Equacéo 3.1.

Na palma forrageira enriquecida nutricionalmente também se estudou as
isotermas de adsorgdao de umidade, seguindo o mesmo procedimento descrito
acima.

Varios modelos matematicos propostos na literatura foram testados para
correlacionar a umidade de equilibrio e a atividade de agua, trés modelos foram
selecionados para ajustar os dados experimentais das curvas de adsorgéo da
palma forrageira enriquecida proteicamente. Foram testados os modelos
matematicos de GAB, BET e Henderson (Equacgdes 2, 3 e 4, respectivamente).
Os parametros dos modelos matematicos estudados foram calculados por meio
de regressao nao-linear dos dados experimentais, utilizando-se o programa
computacional Statistica 5.0. Os métodos de estimativa utilizados foram o
Quasi-Newton e Simplex. A escolha do método de estimativa a ser usado

levou em consideracao a coeréncia dos valores dos parametros dos modelos.

Xeq = Xm-C.Kay, )
l-Ka,)1-Ka, +CKay)
n n+1
Xeq = Xi"_'i'jvw [if”(f_li;"f‘;“’_;’}f“;il (3)
1/a
Xeq :[W} (4)

em que: a,, - atividade de agua, decimal
X¢q - conteudo de umidade de equilibrio, expresso em base seca

Xy, - conteudo de umidade na monocamada molecular

C - constante de BET relacionada ao calor de sor¢do da camada

molecular



K, a, b - parametro de ajuste

n - numero de camadas moleculares

O grau de ajuste dos modelos matematicos aos dados experimentais foi
avaliado através do coeficiente de determinagdo (R?), do desvio médio relativo

(P) e do comportamento da distribuicdo dos valores residuais. O desvio médio
relativo é definido, conforme Equacgao 5.

P(%) =

em que : P - desvio médio relativo
Vexp - Valor obtido experimentalmente
V- valor predito pelo modelo

n - numero de dados experimentais

O calor isostérico de adsorgdo Qs (kJ/kg H20) foi determinado pela

equacao de Clausius-Clapeyron, Equacéao 6 (Labuza, 1968; Kechaou & Maalej,
1999):

em que: R - constante universal dos gases (0,4618 kJ (kg K)™)
a,, - atividade de agua

T - temperatura absoluta, em K

Para predizer o comportamento do calor de adsorcdo em fungao da
umidade de equilibrio foi utilizado o modelo empirico de trés parametros,
sugerido por Pezantes et al. (2006) e apresentado na Equagéo 7.

Q, = A+B«? (7)



em que: A, B e C - parametros do modelo

X,, - conteudo de umidade de equilibrio

- Cinzas (CZ) e matéria organica (MO)

As anadlises do percentual de cinzas e de matéria organica da palma
foram realizadas no Laboratério de Analise de Alimentos do Centro de Ciéncias
Agrarias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Campus I, Areia,

PB. Utilizou-se a metodologia descrita por Silva (1998).

_pH

Para a determinagdo do pH foram utilizados 10 g de amostra (em
triplicata) que foram transferidos para um Erlenmeyer, com auxilio de 100 mL
de agua a 25 °C, recentemente fervida. O pH foi determinado através de

medidas potenciométricas do liquido sobrenadante AOAC (1990).
- Proteina bruta (PB)

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método semi-micro Kjeldahl
com adaptagdo para nitrogénio, por espectrofotometria UV-VIS, segundo o
método descrito por Le Poidevin & Robinson (1964). O teor de proteina foi
obtido em funcéo do nitrogénio, multiplicando o0 mesmo por um fator de 6,25.

- Acucares redutores totais (ART)

O percentual de acucares redutores totais foi determinado pelo método

DNS, conforme descrito por Correia (2004).

- Energia bruta (EB)

As anadlises de energia bruta da palma foram realizadas no Laboratério

de Analise de Alimentos, Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade



Federal da Paraiba (UFPB), Campus Il, Areia, PB. Utilizou-se a metodologia
proposta pela AOAC (1990).

- Fésforo (P), potéassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg)

As analises dos percentuais de P, K, Ca e Mg da palma foram realizadas
no laboratério do Departamento de Solos e Engenharia Rural (DSER) do
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), Campus II, Areia, PB. A metodologia utilizada foi descrita por Silva
(1998).

3.7. Aumento protéico

Para verificar-se qual o incremento de proteina bruta na palma
enriquecida, calculou-se o aumento protéico (AP) de cada amostra retirada
durante as fermentacdes. As determinagdes do aumento protéico das amostras
tiveram como base o valor protéico contido na massa seca da palma in natura.
O aumento protéico foi definido como a razéo entre o valor protéico da palma
enriquecida (%) e o valor inicial de proteina bruta na forma in natura, conforme

Equacéo 3.5.

AP — (%) Proteina Bruta e (8)
(%) Proteina Bruta

in natura)

3.8. Planejamento fatorial

Para avaliar as variaveis mais importantes do processo fermentativo
semi-sélido, foi empregado um planejamento fatorial completo 2* (sendo k o
numero de variaveis independentes), com o objetivo de fazer um estudo mais
abrangente da influéncia dessas variaveis sobre o sistema, de maneira
organizada e em quantidade minima de experimentos. Inicialmente foram
especificados os niveis para cada variavel, isto € os valores dos fatores que

foram empregados e com isso foram realizados os experimentos, registrando-



se as respostas observadas em todas as possiveis combinagdées na matriz de
planejamento (Barros Neto et al., 1995).

Como a finalidade de avaliar quantitativamente a influéncia das variaveis
independentes, temperatura de fermentagdo e concentragdo inicial de
leveduras, sobre o teor de proteina bruta e aumento protéico, foram realizados
testes preliminares associados a um planejamento fatorial 2% + trés
experimentos no ponto central. A matriz do planejamento fatorial 22 encontra-
se, na Tabela 3.1 e a Tabela 3.2 mostra as variaveis utilizadas no planejamento
fatorial, suas codificacbes e o0s niveis para cada variavel. Os dados
experimentais para cada resposta, referentes aos diferentes tempos de
coletagem de amostras, foram submetidos a uma analise de regressao linear,
utiizando o programa Statistica, 5.0, para se obter os coeficientes dos
modelos.

Os valores adotados para as variaveis em cada nivel foram baseados
nos valores estudados por Araujo (2004) que estudou a influéncia da
temperatura de fermentacdo (30, 35 e 40 °C) e da concentragdo inicial de
leveduras (5, 10 e 15%) sobre o teor protéico. Os valores da concentracdo de
leveduras adotados nos testes preliminares foram reduzidos, conforme Tabela
3.2. Esta reducao deve-se a maior viabilizagdo da realizacdo dos experimentos

em campo, o que podera diminuir acentuadamente os custos de producao.

Tabela 3.1. Matriz do planejamento fatorial 22

Experimentos Variavel (1) Variavel (2)
+1 -1
+1 +1
-1 +1
-1 -1

N OO O A WN -




Tabela 3.2. Valores reais e codificados das variaveis do planejamento fatorial 22,

utilizadas nos testes preliminares

Variavel Nivel -1 Nivel 0 Nivel +1
(1) - Temperatura de fermentacéao (°C) 30 35 40
(2) - Concentragao inicial de leveduras (%) 1 3 5

Baseando-se nos testes preliminares decidiu-se estudar a influéncia das
variaveis independentes (concentragdo de leveduras e concentracéo de fonte
de nitrogénio), bem como suas interagdes sobre as respostas (proteina bruta e
aumento protéico), utilizando os biorreatores bandeja e tambor rotativo,
separadamente. Sendo dessa forma realizado um planejamento fatorial 22 + 2
experimentos no ponto central. A Tabela 3.3 mostra as variaveis utilizadas no

planejamento fatorial, suas codificagdes e os niveis para cada variavel.

Tabela 3.3. Valores reais e codificados das variaveis independentes do

planejamento fatorial 2

Variavel Nivel -1 Nivel 0 Nivel +1
(1) - Concentragao inicial de leveduras (%) 1 3 5
(2) - Concentracao de fonte de nitrogénio (%) 0 5 10

3.9. Tempo de armazenamento do produto final

Apods a fermentagdo, uma amostra do material fermentado e seco a 55
°C por 72 h foi retirada e em seguida acondicionada em sacos de papel, a
temperatura ambiente. Com a finalidade de estudar a viabilidade do
armazenamento da palma enriquecida foram feitas analises de proteina bruta
desse material, a cada trés meses de armazenamento, durante um periodo de

9 meses, para avaliar uma possivel mudancga no teor protéico do material com



o tempo de armazenamento. Vale ressaltar que o material fermentado
estudado refere-se ao experimento que obteve o maior resultado de aumento
protéico durante as fermentagdes realizadas nos testes preliminares, ou seja,
sem utilizacao de uréia.

Também visando o armazenamento do material enriquecido foram
estudadas isotermas de adsor¢céo de umidade, em diferentes temperaturas (30,
35 e 40 °C). Estas temperaturas aproximam-se da temperatura média anual
encontrada para a regidao semi-arida do Nordeste brasileiro. Também estudou-
se o calor isostérico de adsorgéo visando informagdes sobre a secagem e o

armazenamento da palma forrageira enriquecida nutricionalmente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo tem como objetivo apresentar e discutir os
resultados do estudo da caracterizacao fisica e fisico-quimica dos cladddios da
palma forrageira, em diferentes épocas do ano. Expor e discutir os resultados
das isotermas de adsorgdo de umidade da palma forrageira in natura e
enriquecida nutricionalmente, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C. Definir o
modelo matematico que melhor ajusta-se aos dados experimentais, obtendo-se
assim a atividade de &gua desejavel para o estudo do processo de
enriquecimento protéico e determinar o calor isostérico de adsorgao da palma
forrageira enriquecida nutricionalmente, buscando-se parametros para o estudo
do armazenamento deste material. Expbe-se também os resultados do
planejamento fatorial utilizado no estudo do enriquecimento nutricional da
palma forrageira com a levedura Saccharomyces cerevisiae em diferentes tipos

de biorreatores (bandeja e tambor rotativo).

4.1. Caracterizacdo dos cladédios da palma forrageira

A caracterizagao fisica e fisico-quimica dos cladddios in natura da palma
forrageira € de fundamental importancia, pois os resultados dessas analises

serviram de referéncia na avaliagao do enriquecimento nutricional.

4.1.1. Caracterizacao fisica

Os valores médios das analises fisicas dos cladédios da palma
forrageira in natura, utilizados como substrato no estudo do enriquecimento
nutricional, estdo apresentados na Tabela 4.1.

Os cladddios estudados apresentaram um formato eliptico, concordando
com a descrigao feita por Mendes (1986); Data América (2004) e Inglese &
Barrios (2001). O valor médio do comprimento dos cladédios apresentado
neste trabalho esta de acordo com os relatados por Data América (2004),
Inglese & Barrios (2001) e Melo (2005), que encontraram valores de 30 a 50

cm.



Tabela 4.1. Caracterizacao fisica dos cladédios da palma forrageira

Valores médios

Dez. Dez. Jan. Abr. Maio Jul.
2005 2006 2007 2007 2007 2007

Comprimento 34,45 36,23 35,94 30,50 33,20 36,39
(cm) +380 +568 +386 +291 +349 +248
0,73 0,73 1,03 0,73 0,67 0,89
+019 +026 +051 +040 +029 +0,3
1,17 1,70 2,37 1,18 1,59 1,8
+034 +033 +071 +056 +0,12 +0,18
Largura superior 20,18 17,22 17,26 13,97 18,2 18,25

Massa (kg)

Espessura (cm)

(cm) +0,15 +180 +156 +163 +209 +1,83
Largura central 18,32 19,04 18,79 15,85 20,70 20,00
(cm) +223 +203 +187 +146 +264 +217
Largura Inferior 16,52 14,59 14,88 11,35 16,25 15,39
(cm) +0,16 +206 +511 +189 +286 +2,11

’ média de 30 amostras

Segundo Data América (2004) os cladddios da palma forrageira pesam
em média 1 Kg e apresentam em geral largura entre 18 e 25 cm, esses valores
estdo bem proximos aos apresentados na Tabela 4.1, onde a massa média dos
cladodios variou de 0,67 a 1,03 Kg e largura de 15,85 a 20,7 cm. Nao foi
encontrado na literatura pesquisada distingdo entre as larguras superior, central
e inferior dos cladddios da palma forrageira, sendo referido apenas largura
média. Neste estudo optou-se por diferenciar as larguras dos cladédios uma
vez que 0s mesmos sao elipticos e apresentam grandes diferencas de largura.
A comparagao acima foi realizada tomando como base a largura central dos
cladddios.

A largura superior apresentada pelos cladddios € quase sempre maior
que a largura inferior e menor que a largura central, isto se da devido ao

formato eliptico caracteristico da palma forrageira gigante.



De acordo com Inglese & Barrios (2001) os cladédios maduros tém
geralmente uma espessura de 1 a 5 cm. O valor encontrado neste estudo esta
préximo ao valor minimo apresentado por esses autores, quando pesquisaram
a anatomia e morfologia da palma forrageira.

Apesar da similaridade dos dados deve-se ressaltar que nenhum dos
autores citados acima especifica a época do ano, nem a idade dos cladddios
analisados, fatores que segundo Santos (1989) e Data América (2004) estédo

diretamente relacionados ao crescimento da planta.

4.1.2. Caracterizagdo quimica

A caracterizagdo quimica dos cladddios, da palma forrageira in natura,
que foram utilizados como substrato no estudo do enriquecimento nutricional é
apresentada na Tabela 4.2.

A composi¢cado quimica da palma varia entre as diversas variedades, e
mesmo entre amostras de uma mesma variedade, em fungao, entre outras
coisas, das condigdes do solo, do manejo das plantas, da idade e nivel dos
cladddios e da época do ano em que os mesmos sao colhidos e submetidos a
analise (Santos 1989; Data América, 2004).

O percentual de umidade (b.u.) apresentado pelos cladddios estudados
estad entre os valores observados por Araujo (2004), Cavalcante & Candido
(2003) e Gomes (1977), quando analisaram os cladédios da palma forrageira in
natura, e encontraram 90,7, 91,59 e 92,08% de umidade (b.u.),
respectivamente.

Com relagao ao teor de proteina bruta da palma forrageira, Araujo
(2004), Barbosa (1998), Cavalcante & Candido (2003) e Teixeira et al. (1999),
encontraram respectivamente valores de 7,93, 5,7, 6,23 e 11,4% PB, quando
expresso na base seca. Gomes (1977) e Perazzo Neto (1999) encontraram
valores de 0,55 e 0,45% PB, expresso em base umida. Os resultados
encontrados nesse trabalho para proteina bruta (b.s.) estdo de acordo com os

encontrados na literatura.



Tabela 4.2. Caracterizagdo quimica da palma forrageira in natura

Valores médios

Dez. Dez. Jan. Abr. Maio Jul.

2005 2006 2007 2007 2007 2007

Umidade (%) 90,57 81,28 87,25 92,41 92,8 89,2
(b.u.) +0,23 +045 +052 +080 +0,66 +248
4,77 4,69 4,58 4,53 4,69 4,68
+0,21 +0,15 +0,08 +0,12 +0,03 +0,04
Proteina bruta (%) 7,10 5,18 4,10 6,98 11,2 6,85

pH

(b.s.) +068 +047 +036 +05 +12 +0,96
Energia bruta
3,07 2,90
(Mcal/kg) - - - -
+ 0,20 +0,18
(b.s.)

* média de 5 amostras

Os baixos teores de matéria seca e proteinas sao caracteristicas
confirmadas, em todos os experimentos que envolvem a palma. Essas
caracteristicas, juntamente com o baixo teor de fibra apresentado pela palma
sao os fatores apontados como principais responsaveis pela perda de peso dos
animais, sendo vistos, portanto, como limitantes para a utilizacdo dessa
forragem.

O pH encontrado nas amostras foi em torno de 4,66 e segundo Khader,
citado por Correia (2004) valores de pH em torno de 4,0 propiciam apenas o
desenvolvimento de fungos e algumas leveduras.

O valor da energia bruta encontrado foi de aproximadamente 3,00
Mcal/kg. Araujo (2004) encontrou um valor de 3,720 Mcal/kg e maior que 1,6
Mcal/kg observado por Barbosa (1998).



4.2. Isotermas de adsor¢édo de umidade da palma forrageira

Através da correlacdo entre atividade de agua e umidade (isotermas),
pode-se otimizar as condi¢des de crescimento dos microrganismos nessa
forrageira, além de obter a faixa de umidade ideal para o armazenamento do
enriquecido, que podera ser utilizado como suplemento protéico na
alimentagao animal nos periodos de estiagem.

4.2.1. Isotermas de adsorcado de umidade da palma forrageira in natura

Os dados obtidos experimentalmente da atividade de agua (a,) com
suas respectivas umidades de equilibrio (X, ) nas temperaturas de 30, 35 e 40

°C, para a palma forrageira in natura, estdo apresentados na Tabela A1,

Apéndice A e representados graficamente na Figura 4.1.
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Figura 4.1. Influéncia da temperatura nas isotermas de adsor¢do de umidade

da palma forrageira in natura.

A Tabela 4.3 apresenta os parametros dos modelos de GAB, BET e
Henderson, o coeficiente de determinacédo (R?), o desvio médio relativo (P) e o
comportamento da distribuicido dos residuos para o ajuste dos dados
experimentais das isotermas de adsor¢do de umidade da palma forrageira in

natura, nas trés temperaturas estudadas.



Tabela 4.3. Parametros de ajuste das isotermas de adsor¢do de umidade da

palma forrageira in natura para os diferentes modelos

matematicos
Distribuicéo
Temperatura A
Mode|0 Parametros R2 dOS
(°C) (%) .
residuos
X C K
30 0,028 39,034 1,028 0,994 27,3
GAB 35 0,439 0,018 0,964 0,951 37,5 Aleatorio
40 0,107 0,056 1,004 0,956 42,4
Xm C n
30 0,047 0,911 471 0,987 16,6
BET
35 0,072 0,107 392 0,954 37,7 Aleatodrio
40 0,121 0,053 9590 0,956 414
a b
30 3,837 0,578 0,986 15,4
Henderson Tendencioso
35 7,003 0,785 0,903 24,2
40 6,793 0,978 0,818 30,4

Analisando-se os dados apresentados na Tabela 4.3, para o modelo de
GAB verifica-se que, excetuando-se a temperatura de 30 °C, os valores do

conteudo de umidade na monocamada molecular (X_) diminuem com o

aumento da temperatura. Esse comportamento foi descrito por Al-Muhtaseb et
al. (2004), McLaughlin & Magee (1998), que afirmaram que esta tendéncia
pode ser explicada pela variagdo do estado de agitagdo, distancia e atragao
entre as moléculas de agua com a variagao da temperatura. Palipane & Driscoll
(1992) também sugeriram que com o aumento da temperatura algumas
moléculas de agua podem romper fora de seus sitios de sorgédo, causando

entdo um abaixamento dos valores de (X_), ao invés de uma elevagéo,

quando ha um aumento de temperatura. Os valores da constante relacionada

ao calor de sorgao da camada molecular (C) aumentaram com a elevacao da



temperatura de 35 para 40 °C. O parametro K apresentou valores praticamente
iguais e em torno de 1.
Para o modelo de BET verifica-se comportamento contrario para os

parametros (X ) e (C) verificado no modelo de GAB, ou seja, o valor de (X, )

cresce com o aumento da temperatura e (C) decresce quando a temperatura é
aumentada. Destacando a temperatura de 40 °C pode se observar que os

valores de (X, ) e (C) das equacdes de BET e GAB sdo bem proximos. Pena et
al. (2000) também encontraram valores de (X_) e (C) semelhantes para os

modelos de BET e GAB quando estudaram a aplicacdo de modelos
matematicos bi e tri-paraméricos na predicado de isotermas de adsorcédo de
umidade do guarana (Paullinia cupana) em pé, nas temperaturas de 15, 25 e
35 °C. Com relagao ao parametro (n) ocorre uma diminuigao de 30 a 35 °C, e
volta a subir na isoterma de 40 °C. O comportamento dos trés parametros do
modelo de BET apresentado neste trabalho foi semelhante ao apresentado
pelas isotermas de dessorgdo da palma forrageira, nas mesmas temperaturas,
quando ajustada por esse modelo por Araujo (2004).

Para o modelo de Henderson n&o foi verificado nenhuma influéncia das
temperaturas estudadas com os valores encontrados para o parametro (a).
Verificou-se também que os valores do parametro (b) aumentaram com o
aumento da temperatura.

Os critérios usados para a escolha do modelo que melhor se ajustou aos
dados experimentais foram o coeficiente de determinagéo (R?), o desvio médio
relativo (P) e o comportamento da distribuicdo dos residuos. De acordo com os
valores de (R?) e (P) dos modelos ajustados as isotermas de adsorcdo de
umidade da palma forrageira in natura, apresentados na Tabela 4.3, os trés
modelos testados descrevem com razoavel precisdo as isotermas nas
diferentes temperaturas, sendo o modelo de GAB e BET os que apresentaram
maior precisdo, com valores do coeficiente de determinacao e do desvio médio
relativo bem proximos entre si. Lomauro et al. (1985) verificaram que a
equacdo de GAB pode representar bem as isotermas em mais de 50% de
frutas quando comparadas com equacdes de dois paradmetros, sendo assim
amplamente utilizada para descrever isotermas de sor¢do de diversos

produtos, como constatado por Oliveira et al. (2005a, 2005b), Araujo et al.



(2005) e Gabas (1998) que testaram varios modelos matematicos para o ajuste
dos dados das isotermas, em diversas temperaturas, da casca do maracuja,
casca do abacaxi, palma forrageira e uva Italia, respectivamente, concluindo
que GAB foi o modelo que melhor ajustou as isotermas.

A Figura 4.2 apresenta a isoterma de adsor¢do de umidade da palma
forrageira in natura na temperatura de 30 °C, ajustada pelo modelo de GAB.

Observa-se que houve um bom ajuste em toda a faixa de (a,) estudada,

destacando-se os valores de a, acima de 0,8.
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Figura 4.2. Isoterma de adsor¢céo de umidade da palma forrageira in natura, na

temperatura de 30 °C, ajustada pelo modelo de GAB.
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Figura 4.3. Isoterma de adsor¢géo de umidade da palma forrageira in natura, na

temperatura de 35 °C, ajustada pelo modelo de GAB.
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Figura 4.4. Isoterma de adsor¢céo de umidade da palma forrageira in natura, na

temperatura de 40 °C, ajustada pelo modelo de GAB.

As Figuras 4.3 e 4.4 ilustram as isotermas de adsor¢do de umidade da
palma forrageira in natura nas temperaturas de 35 e 40 °C, ajustadas pelo

modelo de GAB. Verifica-se que na faixa de a,acima de 0,8, o modelo ajustou-

se melhor aos dados experimentais. Com relagcdo ao valor de X, encontrado



para a isoterma de 35 °C observou-se uma diferenga entre o valor encontrado
através do ajuste do modelo matematico de GAB e o encontrado graficamente.
Essa diferenga pode ser compreendida devido ao razoavel ajuste do modelo
matematico aos dados experimentais.

As Figuras 4.5, 4.6 e 4.7 apresentam as isotermas de adsorgao de
umidade da palma forrageira in natura nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C,
ajustadas pelo modelo de BET. Apesar das restricdes do uso do modelo de
BET para a, acima de 0,6, pode-se verificar que nestes casos o modelo
ajustou-se satisfatoriamente aos dados experimentais nas trés temperaturas

estudadas, sendo novamente os valores com uma atividade de agua acima de

0,8 os que melhor ajustaram-se ao modelo.
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Figura 4.5. Isoterma de adsor¢gédo de umidade da palma forrageira in natura, na

temperatura de 30 °C, ajustada pelo modelo de BET.
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Figura 4.6. Isoterma de adsor¢cdo de umidade da palma forrageira in natura, na

temperatura de 35 °C, ajustada pelo modelo de BET.
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Figura 4.7. Isoterma de adsor¢céo de umidade da palma forrageira in natura, na

temperatura de 40 °C, ajustada pelo modelo de BET.



As Figuras 4.8, 4.9 e 4.10 apresentam as isotermas de adsorgao de
umidade da palma forrageira in natura, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C,
respectivamente, ajustadas pelo modelo de Henderson. Observa-se um bom
ajuste na isoterma de 30 °C em toda a faixa de a, estudada (Figura 4.8). No

entanto para a isoterma de 35 °C o modelo ajustou-se melhor para os valores

de a, até 0,7.
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Figura 4.8. Isoterma de adsor¢céo de umidade da palma forrageira in natura, na

temperatura de 30 °C, ajustada pelo modelo de Henderson.
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Figura 4.9. Isoterma de adsorgéo de umidade da palma forrageira in natura, na

temperatura de 35 °C, ajustada pelo modelo de Henderson.
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Figura 4.10. Isoterma de adsorgdo de umidade da palma forrageira in natura,

na temperatura de 40 °C, ajustada pelo modelo de Henderson.

As isotermas de adsor¢do da palma forrageira in natura nas trés
temperaturas estudadas apresentam o tipo Ill. Park & Nogueira (1992) definem
este tipo de isoterma, segundo a classificagdo de BET, observando-se a forma
das isotermas, que sao do tipo lll quando a forma tem aparéncia da letra J.
Blahovec (2004) estudou alguns modelos de isotermas de sorg¢ao realizando
um estudo matematico sobre os valores aceitaveis para cada parametro. Para
o modelo de GAB e para as curvas do tipo Ill este autor afirmaque 0 <K<1e
0 < C < 2. Observando-se os parametros do modelo de GAB (Tabela 4.3),
verifica-se que os valores de K estdo entre 0,96 e 1,0 e os valores de C sao
menores do que 2, para as isotermas de 35 e 40 °C, tendo assim, a
confirmagé&o matematica do tipo de isotermas obtidas neste estudo. Essa forma
€ tipica de produtos com altas concentragcdes de acgucares e solutos e que
apresentam pouca adsorcao por capilaridade. Verifica-se que mesmo usando
critérios diferentes para a classificagcdo das isotermas os resultados s&o
concordantes entre os autores.

As isotermas do tipo Il sdo caracteristicas da adsorcdo em

multicamadas. Podem ocorrer em sélidos n&o porosos, onde a adsorgao ocorre



na superficie externa das particulas do material, em sdlidos macroporosos ou
ainda, em materiais com mesoporos, 0s quais possuem uma geometria que a
condensacgao s6 ocorre a pressao de saturagéo (Pena et al., 2000).

O comportamento dos residuos baseados na diferenga entre os valores
experimentais e calculados para cada modelo matematico analisado sao
apresentados nas Figuras 4.11, 4.12 e 4.13. Verificou-se que a distribuicdo dos
residuos para os modelos de GAB e BET (Figuras 4.11 e 4.12) apresentou
comportamento aleatorio, indicando serem estes modelos apropriados para a
descrigao das isotermas da palma forrageira in natura, nas temperaturas de 30,
35 e 40 °C. No entanto, para o modelo de Henderson (Figura 4.13) observou-
se uma distribuicdo tendenciosa dos residuos, sugerindo que a equagao que
descreve este modelo representa de forma menos satisfatéria o fendmeno
estudado.

Em resumo, pode-se dizer que todos o0s modelos testados
representaram, razoavelmente bem, as isotermas de adsor¢cdo de umidade da
palma forrageira in natura. Sendo os modelos de GAB e BET os que
apresentaram o melhor ajuste, por apresentarem as melhores combinagdes

entre R2, P e distribuicdo dos residuos.
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Figura 4.11. Distribuigdo dos residuos para o modelo de GAB, em fungdo dos

valores preditos.
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Figura 4.12. Distribuigdo dos residuos para o modelo de BET, em fungédo dos

valores preditos.
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Figura 4.13. Distribuicdo dos residuos para o modelo de Henderson, em

funcado dos valores preditos.

O microrganismo que foi utilizado na fermentacdo da palma forrageira,

visando seu enriquecimento nutricional

foi

a

levedura Sacharomyces



cerevisiae. Santin (1996), que apresenta valores de atividade de agua minimos
para o crescimento de alguns microrganismos, afirma que a atividade de agua
minima de crescimento da Saccharomyces cerevisiae esta em torno de 0,89,
abaixo desse valor o crescimento da levedura sera inibido, podendo nao se
desenvolver. Para o caso de se determinar as condigbes necessarias para o
inicio da fermentacao deste produto a temperatura de 30 °C, com o modelo de
GAB para a isoterma desta mesma temperatura (Figura 4.2), o valor

correspondente da umidade de equilibrio (b.s.) sera acima de 0,334.

4.2.2. Isotermas de adsor¢cdo de umidade da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente

Os dados obtidos experimentalmente da atividade de agua (a, ) com suas
respectivas umidades de equilibrio ( X,,) nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C,

para a palma forrageira enriquecida nutricionalmente através da fermentacao
semi-solida, estdo apresentados na Tabela A2, Apéndice A.

A Figura 4.14 ilustra a influéncia da temperatura nas isotermas de
adsorcao de umidade da palma forrageira enriquecida nutricionalmente. Pode-
se observar que os pontos experimentais das isotermas de adsorg¢ao estédo
praticamente alinhados nas trés temperaturas estudadas. Dessa forma,
verifica-se pouco efeito da temperatura sobre as isotermas estudadas, podendo
ser justificado pela pequena variagao nos niveis de temperatura estudada (30,
35 e 40 °C). Estas temperaturas aproximam-se da temperatura média anual

encontrada para a regiao semi-arida do Nordeste brasileiro.
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Figura 4.14. Influéncia da temperatura nas isotermas de adsor¢cao de umidade

da palma forrageira enriquecida nutricionalmente.

A Tabela 4.4 apresenta os parametros dos modelos de GAB, BET e
Henderson, o coeficiente de determinacéo (R?), o desvio médio relativo (P) e o
comportamento da distribuigdo dos residuos para o ajuste aos dados
experimentais das isotermas de adsor¢do de umidade da palma forrageira

enriquecida nutricionalmente, nas trés temperaturas estudadas.



Tabela 4.4. Parametros de ajuste das isotermas de adsor¢cdo de umidade da
palma forrageira enriquecida nutricionalmente para os diferentes

modelos matematicos

Temperatura A P Distribuigao
Modelo Parametros R?
(°C) (%) dos residuos
Xm C K
30 0053 1571 0893 0982 6,40
GAB
35 0,139 0,548 0,723 0,991 5,26 Tendencioso
40 0,028 6,319 0,984 0,996 6,18
Xm C n
30 0,241 0,104 5,739 0,974 10,88
BET
35 0,035 2,719 14,991 0,992 5,89 Aleatorio
40 0,367 0,055 5,879 0,980 11,12
a b
30 7,652 0,815 0,992 5,84
Henderson Aleatério
35 8,513 0,838 0,992 5,60
40 7,674 0,783 0,988 5,77

Analisando-se os dados apresentados na Tabela 4.4 verifica-se que

para o modelo de GAB o valor do parédmetro (X ) aumenta quando a

temperatura é elevada para 35 °C e diminui com o aumento da temperatura, o
valor de (C) diminui quando a temperatura € aumentada de 30 para 35 °C e
aumenta quando passa de 35 para 40 °C. Para o modelo de BET o valor de

(X,,) diminui com o aumento da temperatura e em seguida aumenta quando a

temperatura é elevada para 40 °C. O valor de (C) aumenta e em seguida
diminui com o progressivo aumento da temperatura. Dessa forma os valores do

conteudo de umidade na monocamada molecular (X ) e da constante de BET

relacionada ao calor de sor¢do da camada molecular (C) das equagdes de
GAB e BET apresentaram comportamentos contrarios, no entanto, nao
observou-se uma influéncia nos valores destes parametros com relagcdo as

temperaturas estudadas.



Verificou-se discreta mudanga nos valores dos parametros (a) e (b) com
o0 aumento da temperatura. Dessa forma pode-se deduzir que nao houve,
praticamente, influéncia da temperatura sobre os parametros (a) e (b) do
modelo de Henderson.

De acordo com os resultados dos valores do coeficiente de
determinacdo (R?) e do erro médio relativo (P), o modelo de Henderson
descreveu melhor as isotermas de adsorgdo de umidade da palma forrageira
enriquecida nutricionalmente, nas trés temperaturas estudadas.

As Figuras 4.15, 4.16 e 4.17 apresentam as isotermas de adsorgado de
umidade da palma forrageira enriquecida nutricionalmente nas temperaturas de
30, 35 e 40 °C, respectivamente, ajustadas pelo modelo de GAB. Pode-se
verificar que o modelo de GAB ajustou-se razoavelmente aos dados

experimentais das trés isotermas em toda a faixa (a, ) de estudada.
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Figura 4.15. Isoterma de adsor¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida
nutricionalmente, na temperatura de 30 °C, ajustada pelo modelo
de GAB.
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Figura 4.16. Isoterma de adsor¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente, na temperatura de 35°C, ajustada pelo modelo

de GAB.
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Figura 4.17. Isoterma de adsorg¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente, na temperatura de 40 °C, ajustada pelo modelo
de GAB.

As Figuras 4.18, 4.19 e 4.20 apresentam as isotermas de adsorgéo de

umidade da palma forrageira enriquecida nutricionalmente nas temperaturas de



30, 35 e 40 °C, ajustadas pelo modelo de BET. Nas Figuras 4.18 e 4.20, o
modelo de BET ajustou-se razoavelmentebem aos dados das isotermas de 30
e 40 °C para valores de (a,) baixos. Na Figura 4.19 observa-se um bom
ajuste do modelo aos dados da isoterma de 35 °C em toda a faixa de atividade

de agua estudada.
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Figura 4.18. Isoterma de adsor¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida
nutricionalmente, na temperatura de 30 °C, ajustada pelo modelo
de BET.



0.25

= Valores experimentais

—— Modelo de BET
0.20 [ ]

Temperatura 35 °C

0.15

(b.s.)

g 0.10

X

0.05

Figura 4.19. Isoterma de adsor¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente, na temperatura de 35 °C, ajustada pelo modelo

de BET.
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Figura 4.20. Isoterma de adsor¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente, na temperatura de 40 °C, ajustada pelo modelo

de BET.



As Figuras 4.21, 4.22 e 4.23 apresentam as isotermas de adsorgao de
umidade da palma forrageira enriquecida nutricionalmente nas temperaturas de
30, 35 e 40 °C, ajustadas pelo modelo de Henderson. O modelo de Henderson,

apesar de bi paramétrico, foi o que melhor ajustou-se aos dados das trés

isotermas em toda a faixa de a, estudada.
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Figura 4.21. Isoterma de adsor¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente, na temperatura de 30 °C, ajustada pelo modelo

de Henderson.
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Figura 4.22. Isoterma de adsor¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida
nutricionalmente, na temperatura de 35 °C, ajustada pelo modelo

de Henderson.
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Figura 4.23. Isoterma de adsorg¢ao de umidade da palma forrageira enriquecida
nutricionalmente, na temperatura de 40 °C, ajustada pelo modelo

de Henderson.



Segundo Park & Nogueira (1992) todas as isotermas estudadas de
adsorcao de umidade da palma forrageira enriquecida nutricionalmente sdo do
tipo Ill, de acordo com a classificacdo de BET, pois apresentam a forma da
letra J. Observando-se os parametros do modelo de GAB (Tabela 4.4), verifica-
se que para as isotermas de 30 e 35 °C, os valores de K estdo entre 0,723 e
0,893 e os valores de C sdo menores do que 2, confirmando numericamente
que estas isotermas seguem o tipo Il (Blahovec , 2004).

Os residuos baseados na diferenga entre os valores experimentais e
calculados para cada modelo matematico analisado sdo apresentados nas
Figuras 4.24, 4.25 e 4.26. Verificou-se que a distribuicdo dos residuos para os
modelos de BET e Henderson (Figuras 4.25 e 4.26) apresentou
comportamento aleatdrio, indicando ser estes modelos apropriados para a
descrigao das isotermas da palma forrageira enriquecida nutricionalmente, nas
temperaturas de 30, 35 e 40 °C. No entanto, para o modelo de GAB (Figura
4.24) observou-se uma distribuicdo tendenciosa dos residuos, sugerindo que a
equacao que descreve este modelo representa de forma menos satisfatoria o
fendbmeno estudado.

Em resumo, pode-se dizer que todos o0s modelos testados
representaram, razoavelmente bem, as isotermas de adsor¢cdo de umidade da
palma forrageira enriquecida nutricionalmente. No entanto, o modelo de
Henderson representou o melhor ajuste, uma vez que mostrou as melhores
combinagdes entre valores maiores de R? e valores menores de P, além de um

comportamento aleat6rio na distribuigdo dos residuos (Tabela 4.4).
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Figura 4.24. Distribuicdo dos residuos para o modelo de GAB, em fungdo dos

valores preditos.
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0.04

*  Temperatura 30 °C
0034 | = Temperatura 35°C *
Temperatura 40 °C

0.02 1

@ l -
T 0.01
ke ]
8 ] x L * *
¥ 0.004 & ¥ =
[%2] | |
& 0.01
>
* *
-0.02 4
4 n
-0.03 4
T T T T T T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Valores preditos

Figura 4.26. Distribuicdo dos residuos para o modelo de Henderson, em

funcao dos valores preditos.

Para o armazenamento da palma forrageira enriquecida proteicamente,
nao utilizando aditivos nem refrigeragdo, € necessario que a faixa ideal de
atividade de agua residual deva estar compreendida entre 0,25-0,35.
Utilizando-se do modelo de Henderson, para obter parédmetros de

armazenamento do material enriquecido observa-se que esta faixa de a,

corresponde a uma umidade (base seca) menor que 0,03, eliminando, desta

forma, qualquer crescimento de microrganismos.

4.2.2.1. Calor isostérico de adsorcdo da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente

O estudo do calor de sorgdo € um importante parametro a ser obtido,
porque através dele, € possivel se ter uma idéia sobre a demanda energética
nos processos de desidratacdo e secagem de materiais biologicos (Silva et al.,
2002).

A curva isostérica de adsorgédo (Ln [a,] em fung&o de 1/T) (Figura 4.27),

para as varias condicées de umidade de equilibrio das amostras, foi obtida

baseada nos dados das curvas de equilibrio higroscopico, ajustadas pelo



modelo de Henderson (melhor representacdo matematica do fendmeno de
adsorcao de umidade da palma forrageira enriquecida nutricionalmente). Para
cada umidade de equilibrio foram realizadas regressdes lineares dos dados
com o objetivo de obter-se a inclinagdo das respectivas retas (Tabela 4.5). O
valor do calor isostérico para cada conteudo de umidade, corresponde ao valor
do coeficiente de inclinagdo da reta (Figura 4.27), multiplicado pela constante
universal dos gases (R = 0,4618 kJ/K.kgH20), conforme propde a equagao de
Clausius-Clapeyron (Equagéao 3.3).
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Figura 4.27. Curvas de Ln (a, ) versus 1/T, baseadas na equagdo de Clausius

Clapeyron, para diferentes niveis de umidade.

Observando-se os dados da Tabela 4.5, nota-se um decréscimo do calor
isostérico de adsorgao (Qst) com o aumento da umidade de equilibrio, ou seja,
quanto menor a umidade da palma forrageira enriquecida nutricionalmente,
mais energia é requerida para evaporar a agua ligada a estrutura biolégica do
produto, ou seja, a evaporagdo de agua da palma enriquecida requer energia
para superar o calor de evaporagdo da agua pura, aumentando com a

diminuicdo da umidade.



Resultados e tendéncias semelhantes foram encontrados por Silva et al.
(2002) e Gouveia et al. (1999) ao estudarem isotermas de sorgdo e o calor

isostérico em polpa de manga e gengibre sem casca, respectivamente.

Tabela 4.5. Resultados das regressoées lineares das curvas do calor de sorgao

para cada X,

a, Quq

Xeq 30°C  3sC  aocc  nclinagdo  RY (kJ/kg)
0,02 0220 0229 0256  -1434015 0963 662,208
0,03 0,340 0340 0381  -1063,409 0,864 491,082
0,04 0418 0436 0460  -921.804 0996 425689
0,05 0482 0493 0522  -762,116 0969 351,945
0,06 0541 0555 0570  -500,82 0,999 231,279
0,08 0,622 0645 0651  -437,38 0954 201,982
0,10 0,690 0708 0719  -395186 0,990 182,497
0,12 0,738 0,760 0765  -342,630 0,943 158,226
0,14 0,780 0,806 0806  -316,110 0,875 145980
0,16 0,816 0,838 0836  -226673 0,820 104,678
0,17 0,833 0,854 0851  -205899 0816 95084
0,18 0,849 0,868 0862  -153,056 0,708 70,681
0,20 0,874 0,887 0885  -120,616 0782 55700

Na Figura 4.28 é mostrada a representagdo do calor isostérico de
adsor¢cao em fungcdo da umidade de equilibrio. O ajuste da curva do calor
isostérico foi obtido utilizando-se um modelo empirico de trés parametros
Equacéao (3.4). Os parametros calculados para este modelo foram: A = 82,716,
B = 799,659 e C = 0,044 com um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,980.
Com base nesses valores, pode-se dizer que o modelo prediz, com precisao,
os valores do calor de adsor¢cdo na palma enriquecida nutricionalmente em
funcdo da umidade de equilibrio. A proporcionalidade inversa do calor de

sorgdo com a umidade de equilibrio confirma o estudo de Iglesias & Chirife



(1976), que atribuiram este comportamento ao processo de sorgdo de
umidade.

A Figura 4.28 mostra a quantidade de energia que deve ser retirada do
produto durante a secagem, em funcdo de sua umidade. Verifica-se que esta
energia diminui acentuadamente até uma umidade de 0,12 (b.s.), para que o
produto atinja este valor de umidade de equilibrio € necessario uma energia de
aproximadamente 180 kJ/kg H.O. A medida que a umidade de equilibrio
aumenta o calor isostérico diminui. Isto porque nesse ponto, a capacidade de
retengcdo de agua do material comega a aumentar devido a uma concentragao
cada vez maior de proteinas, por exemplo. Segundo Iglesias & Chirife (1976) a
camada monomolecular fica mais fortemente ligada aos grupos polares dessas
substancias, produzida por um aumento das ligacbes de hidrogénio das
moléculas de agua, que formam, progressivamente, estruturas ordenadas e
rigidas, nas quais se precisaria de uma quantidade cada vez maior de energia

para quebra-las e poder liberar uma molécula de agua na forma de vapor.
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Figura 4.28. Calor isostérico de adsor¢cdo em fungdo da umidade da palma
forrageira enriquecida nutricionalmente (os pontos representam

os dados experimentais e a linha o modelo estudado).



4.2.3. Estudo da histerese

As Figuras 4.29, 4.30 e 4.31 mostram as curvas de dessorgdo e
adsorcao da palma forrageira in natura, ajustadas pelo modelo de GAB, para
cada temperatura estudada. As isotermas de dessorgdo da palma forrageira,

apresentadas a seguir, foram estudadas inicialmente por Araujo (2004).
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Temperatura 30 °C

1.0
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w

Figura 4.29. Histerese das isotermas de dessorgédo e adsor¢gdo de umidade da

palma forrageira in natura, na temperatura 30 °C.
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Figura 4.30. Histerese das isotermas de dessorcao e adsorgcdo de umidade da

palma forrageira in natura, na temperatura 35 °C.
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Figura 4.31. Histerese das isotermas de dessorcao e adsor¢cao de umidade da

palma forrageira in natura, na temperatura 40 °C.

Mediante as figuras referenciadas, observa-se que para uma mesma
umidade relativa, existem duas isotermas, denominadas de isotermas de
dessorcgao e adsorgao, obtidas em fungcao das condi¢cdes experimentais iniciais.
As isotermas de adsorgdo apresentam valores de umidade de equilibrio
inferiores ao da isoterma de dessor¢cdo. Almeida (2007) encontrou resultados
semelhantes ao estudar as isotermas de sorcdo do mandacaru, nas
temperaturas de 30, 35 e 40 °C. No entanto o comportamento das isotermas de
dessorgéo e adsorgéo de batatas, estudadas por Iglesias & Chirife (1976) foi o
oposto ao encontrado neste estudo, ou seja, a isoterma de adsorgao apresenta
valores de conteudo de umidade de equilibrio superiores ao da isoterma de
dessorgao.

Observa-se ainda nas Figuras 4.29, 4.30 e 4.31 que em uma das
extremidades das curvas de sorcdo o efeito da histerese foi reduzido e
segundo Almeida et al. apud Almeida (2007) a histerese apresentada pelas
isotermas de sor¢ao tende a desaparecer nas extremidades das curvas,

justificando que os teores de umidade de equilibrio sdo iguais independente do



caminho feito para se atingir o equilibrio higroscépio, se por ganho ou perda de

agua.

4.2.4. Isotermas in natura x enriquecido

As Figuras a seguir (4.32, 4.33 e 4.34) apresentam os dados das
isotermas de adsorgao de umidade da palma forrageira in natura e enriquecida
nutricionalmente, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C. Tal comparacio foi
realizada com o intuito de verificar influéncias do processo de enriquecimento
nutricional na relagao atividade de agua e umidade de equilibrio apresentada
pelo produto. Todas as isotermas de adsorgédo da palma forrageira enriquecida
foram construidas utilizando-se um unico lote de material. Este produto foi o
que alcangou os maiores resultados de aumento protéico durante as
As condi¢cdes foram

fermentagdes realizadas nos testes preliminares.

temperatura de fermentacao de 40 °C e concentracdo de leveduras de 5%.
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Figura 4.32. Isotermas de adsor¢gado de umidade da palma forrageira in natura

e enriquecida nutricionalmente, na temperatura de 30 °C.
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Figura 4.33. Isotermas de adsor¢do de umidade da palma forrageira in natura

e enriquecida nutricionalmente, na temperatura de 35 °C.
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Figura 4.34. Isotermas de adsor¢cao de umidade da palma forrageira in natura

e enriquecida nutricionalmente, na temperatura de 40 °C.



Para as isotermas de adsor¢cdo de umidade nas temperaturas de 30 e 35
°C, Figuras 4.32 e 4.33, respectivamente, observa-se que nao houve

diferengas significativas entre os valores apresentados de a,e X, pela palma

in natura e enriquecida nutricionalmente, em ambas as isotermas estudadas.
Para as isotermas de adsor¢cao de umidade na temperatura de 40 °C

(Figura 4.34) verifica-se que para valores de a, menores que 0,85 o processo

de enriquecimento nutricional utilizando a levedura Sacharomyces cerevisiae
influenciou na umidade de equilibrio apresentada pela palma. Para um mesmo
valor de umidade de equilibrio a palma in natura apresenta um menor valor de
atividade de agua, quando comparada com a palma enriquecida. Este
comportamento pode ser justificado pela provavel hidrofobicidade do material,
decorrente da redugao dos carboidratos soluveis e aumento de proteinas no
material fermentado. A possivel reducédo dos carboidratos soluveis se deve ao
seu consumo por parte da levedura, que os utilizam para seu metabolismo e

consequente multiplicagéo.

4.3. Estudo cinético do enriquecimento nutricional da palma forrageira

Para uma melhor compreensdo, os resultados do estudo do
enriquecimento protéico da palma forrageira serdo divididos em duas partes, a
constar: estudos preliminares e estudos do enriquecimento nutricional com a

utilizagao de diferentes biorreatores.

4.3.1. Estudo preliminar do processo de enriguecimento nutricional

No estudo preliminar do processo de enriquecimento nutricional da
palma forrageira foi observado o comportamento do pH, do teor de umidade,
proteina bruta e aumento protéico durante as fermentacbes semi-sélidas.
Através dos resultados desse estudo foram fixadas as variaveis independentes
que foram posteriormente estudadas no processo de enriquecimento nutricional
da palma forrageira, com a Saccharomyces cerevisiae, utilizando os

biorreatores bandeja e tambor rotativo.



Na Tabela 4.6 estdo apresentados a variagdo do pH durante as
fermentagdes semi-solidas da palma forrageira, em diferentes temperaturas de
fermentagao e concentragdes iniciais de leveduras.

Os valores de pH observados na Tabela 4.6 mostram que nos
experimentos em que a temperatura de fermentagao foi 40 °C (experimentos 1
e 2) o pH aumenta ao longo do tempo e apds 48 h de fermentagdo diminui,
tendendo a ficar estavel. Nos experimentos 3 e 4, nos quais a temperatura de
fermentacao foi de 30 °C e experimentos 5, 6 e 7, onde a temperatura foi de 33
°C, houve uma elevacao do pH durante todo o periodo fermentativo estudado.

Nas primeiras 24 h de fermentacdo nao foi observado grandes
mudang¢as no valor do pH do substrato. Esta pequena variacdo observada
podera provavelmente indicar estabilidade no processo, ou seja, ndo houve
contaminagdo do substrato por outros microrganismos. Este fato pdde ser
percebido também pelo aspecto visual do substrato. Apds 48 h de fermentacao
0 substrato apresentou odor desagradavel e coloragdo escura em todos os
experimentos, mostrando ser inviavel prosseguir a FSS apds esse tempo, nas
condi¢des operacionais utilizadas para esse estudo.

Correia (2004) estudou o pH durante o cultivo semi-sélido em residuos
de abacaxi, com a Saccharomyces cerevisiae, justificando a importancia desta
determinacdo no fato de que o pH constitui um fator intrinseco, que regula o
crescimento dos microrganismos capazes de se desenvolver no meio. Em seus
estudos percebeu-se pouca variagao dos niveis de pH durante o cultivo (entre
42e4,]7).



Tabela 4.6. Variagdo da média dos valores de pH no decorrer do processo

fermentativo da palma forrageira (testes preliminares)

Tempo de fermentagao (h)
Experimentos

0 12 24 48 72 96 120

- 4,76 5,58 7,15 6,5 6,08 5,84

- 5,04 5,63 6,87 6,79 6,81 6,79
4,77 4,81 5,31 5,35 5,72 - -
4,73 4,81 5,34 5,35 5,93 - -
4,64 4,63 5,13 6,56 6,94 - -
4,62 4,65 5,29 6,94 7,34 - -

N oo o B~ O0ODN -

4,65 4,62 5,25 6,85 7,07 - -

Na Tabela 4.7 constam os valores de umidade (base umida) dos
substratos em diferentes temperaturas de fermentagcdo e percentuais de
concentracio inicial de leveduras, referentes aos experimentos 1, 2, 3,4, 5,6 e
7 do planejamento fatorial.

Através dos valores apresentados na Tabela 4.7, pode-se observar que
em todos os experimentos houve diminui¢do no teor de umidade no curso das
fermentagdes. A principal causa para esta variagdo é a evaporagao da agua
contida no substrato, que € favorecida pelo uso do biorreator bandeja, que
oferece uma ampla area superficial entre o substrato e o meio, quando
comparado a outros tipos de biorreatores, por exemplo, o tambor. Outro fator
que acelera o processo da evaporagao da agua do substrato é o fato de se
utilizar uma estufa com circulacdo de ar forcada para controlar e fixar a

temperatura da fermentacao desejada.



Tabela 4.7. Valores de umidade (b.u.) das fermentagcdes, com diferentes
temperaturas de fermentacdo e percentuais de concentracio

inicial de leveduras

Tempo de fermentagao (h)
Experimentos

0 12 24 48 72

93,11 92,53 90,35 88,04 85,15
91,76 90,84 88,95 88,86 81,76

91,79 91,36 91,68 91,15 89,74
91,67 91,36 91,44 90,29 89,23
92,76 92,53 92,27 90,9 89,23
92,23 91,91 91,44 90,0 89,28
92,25 91,87 91,91 90,5 89,66

N OO o0 A WOWDN -

A visualizagdo grafica dos comportamentos dos valores de pH e
umidade durante as fermentagdes semi-sélidas realizadas nos testes
preliminares referentes aos experimentos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 estao
apresentados nas Figuras 1A, 2A, 3A, 4A, 5A, 6A e 7A, Apéndice A.

Os valores de proteina bruta e aumento protéico referentes aos
experimentos realizados nos teste preliminares durante 72 h de fermentacao
encontram-se na Tabela 4.8. Nas Figuras 4.35, 4.36, 4.37, 4.38, 4.39, 440 e
4.41 estdo representados graficamente as variagbes dos percentuais de

proteina bruta da palma forrageira durante o processo da FSS.



Tabela 4.8. Variagcao de proteina bruta e aumento protéico expressos na base

seca da palma forrageira durante as fermentagdes realizadas nos

testes preliminares

Tempo de fermentagéao (h)

Exp. . 0 12 24 48 72

natura B PB PB PB. AP  PB

(%) (%) (%) (%) (%)
1 7,76 1270 164 1305 1,68 1479 1,90 1379 178 1515 1,95
2 7,79 17,74 228 1948 250 20,07 258 19,84 255 21,67 278
3 955 10,15 1,06 1109 1116 1123 1,17 1092 114 1146 1,20
4 955 1500 157 1672 175 1805 1,89 17,09 179 1843 193
5 977 1601 164 1717 176 1842 188 16,78 172 17,74 1,81
6 105 1586 1,51 16,78 160 1816 173 1621 154 1626 155
7 967 1734 179 174 180 1769 183 1736 179 1818 1,88
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Figura 4.35. Perfil do percentual de proteina bruta durante a FSS da palma

forrageira, testes preliminares, Experimento 1.
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Figura 4.36. Perfil do percentual de proteina bruta durante a FSS da palma

forrageira, testes preliminares, Experimento 2.
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Figura 4.37. Perfil do percentual de proteina bruta durante a FSS da palma

forrageira, testes preliminares, Experimento 3.
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Figura 4.38. Perfil do percentual de proteina bruta durante a FSS da palma

forrageira, testes preliminares, Experimento 4.
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Figura 4.39. Perfil do percentual de proteina bruta durante a FSS da palma

forrageira, testes preliminares, Experimento 5.



18.0

17.5

17.0

Proteina bruta (%)

16.5

S
. n

16.0

B 57717
0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo de fermentagéo (h)

Figura 4.40. Perfil do percentual de proteina bruta durante a FSS da palma

forrageira, testes preliminares, Experimento 6.
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Figura 4.41. Perfil do percentual de proteina bruta durante a FSS da palma

forrageira, testes preliminares, Experimento 7.

Através dos valores apresentados na Tabela 4.8 verifica-se que para os
experimentos 1, 2, 3 e 4 os maiores percentuais de proteina bruta e de
aumento protéico foram alcangados apdés 72 h de fermentacdo. Nos
experimentos 5 e 6 os maiores teores de PB e AP foram obtidos apds 24 h de

processo. Com relacdo ao experimento 7, que € uma fermentacao realizada



nas mesmas condicoes dos experimentos 5 e 6, pode-se verificar que os
teores de PB e AP foram muito proximos entre si, nos tempos de 24 e de 72 h
de fermentacdo e, por esse motivo sera considerado que o experimento 7
alcancou os melhores resultados durante as primeiras 24 h de fermentacao.

Mesmo sendo 72 h o tempo 6timo da fermentacgéao, ou seja, o tempo em
que se adquiriu os melhores resultados de aumento protéico, foi escolhido o
intervalo de 24 h como sendo o tempo limite da fermentacéo, pois de acordo
com os valores de pH e aspectos (cor e odor) das amostras percebeu-se que 0
aumento protéico conseguido apos 24 h podera ser resultado de uma possivel
contaminacgao do substrato por outros microrganismos.

Na Tabela 4.9 é apresentada a matriz do planejamento fatorial utilizado
no estudo preliminar do enriquecimento nutricional da palma forrageira, com o
intuito de avaliar a influéncia das variaveis escolhidas sobre o teor protéico da
palma forrageira. Os resultados de percentual de proteina bruta e de aumento
protéico alcangados durante 24 h de fermentacao foram inseridos na matriz de

planejamento.

Tabela 4.9. Matriz do planejamento fatorial 22

Temperatura Concentracao

, Proteina Bruta Aumento
Experimento de fermentacdo  de levedura _
(%) Protéico
(°C) (%)
1 +1 -1 14,79 1,90
2 +1 +1 20,07 2,58
3 -1 -1 11,23 1,17
4 -1 +1 18,05 1,89
5 0 0 18,42 1,88
6 18,16 1,73
7 17,69 1,83

Com os dados experimentais para cada resposta foi realizada uma
analise de regressao nao linear multipla para se obter os coeficientes dos
modelos. O teor de proteina bruta (PB) e o aumento protéico (AP) podem ser

expressos, em fungao das variaveis independentes pelo modelo matematico de



1% ordem, representado pelas Equagbes 4.1 e 4.2, respectivamente, onde
temperatura de fermentagcdo (T), concentragdo inicial de leveduras (C.) e
interagdo da temperatura com a concentragao inicial de leveduras (T.C.). Os
coeficientes do modelo que tiveram efeitos significativo na resposta, ao nivel de

95 % de confianga, foram destacados.
PB (%) = 16,92 + 1,39T + 3,02C, - 0,38T.C_ (4.1)
AP =1,85+0,35T + 0,35C_-0,01T.C, (4.2)

O valor de R? obtido para a resposta PB foi igual a 0,86 e para AP 0,98.
Isto significa que estes modelos de regresséo prevéem uma boa explicagdo da
relacdo entre as variaveis independentes (T e C,) e as respostas (PB e AP), ou
seja, os modelos propostos conseguem explicar cerca de 86 e 98%,
respectivamente, a varidncia das respostas. Os resultados referentes a
significancia dos modelos (ANOVA) para o teor de proteina bruta e o aumento
protéico, sao apresentados nas Tabelas A3 e A4, Apéndice A.

A Figura 4.42 mostra a influéncia da temperatura de fermentacéo e da
concentracdo inicial de leveduras sobre a resposta percentual de proteina
bruta. A superficie de respostas foi apresentada para observa-se tendéncias,
pois o modelo para PB nao foi estatisticamente significativo ao nivel de 95% de

confianga.
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Figura 4.42. Influéncia das variaveis independentes, temperatura de
fermentacdo e concentracdo inicial de leveduras, sobre o teor

de proteina bruta da palma forrageira.

Observa-se que com a concentragao inicial de leveduras acima de 3%
em qualquer faixa de temperatura estudada, tem-se um teor de proteina bruta
de aproximadamente 20%. A Figura 4.42 mostra que a variavel que apresenta
maior efeito significativo, influenciando positivamente na resposta proteina

bruta, foi a concentracgao inicial de leveduras.

Neste trabalho preliminar o teor de proteina bruta da palma forrageira
enriquecida proteicamente alcangou o valor maximo de 20,95% na base seca.
As condicbes experimentais correspondente a esse valor foi: concentracdo de
levedura 5% e temperatura de fermentacdo de 40 °C. Araujo (2004),
estudando a influéncia das variaveis, concentracao inicial de levedura,
temperatura do processo e espessura da camada de substrato, observou
comportamento semelhante quando fixou a espessura da camada em 4 cm e

variou os niveis das outras duas variaveis. Foi observado que com a



concentracgéo inicial do inéculo acima de 10% e temperatura entre 30 e 40 °C, o
teor de proteina bruta foi aproximadamente 25%.

A Figura 4.43 ilustra a superficie de resposta mostrando o efeito das
variaveis independentes, temperatura de fermentacéo e concentragao inicial de
leveduras sobre a resposta aumento protéico. A superficie de respostas foi
apresentada para observa-se tendéncias, pois o modelo para AP nao foi
estatisticamente significativo ao nivel de 95% de confianga.
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Figura 4.43. Influéncia das variaveis independentes, concentracao inicial de

leveduras e temperatura de fermentagdo, sobre o aumento
protéico da palma forrageira.

Foi verificado que as duas variaveis independentes estudadas
apresentaram influéncias significativas sobre o aumento protéico do processo.
Valores de temperatura de fermentacao fixado em 40 °C e concentracao inicial
de leveduras de 5% apresentaram valores de aumento protéico de 2,6 vezes.

Araujo (2004) trabalhando em escala de laboratorio e fixando a

espessura de camada de substrato, nas mesmas temperaturas de fermentacao



deste estudo, e concentragcbes maiores de levedura, encontrou um aumento
protéico de 4 vezes, sendo a concentragao inicial de levedura a unica variavel
que teve influéncia significativa sobre a resposta.

Embora o maior aumento protéico alcancado neste estudo preliminar
seja menor que o encontrado por Araujo (2004), pode-se dizer que a meta de
enriquecer proteicamente a palma forrageira, em maior escala, foi alcangada,
uma vez que, o percentual de proteina bruta obtido esta dentro das
especificagdes exigidas para uma suplementagao protéica na ragao animal.

Com relagdo ao uso de leveduras na alimentagcdo, Butolo (1997)
estudando o uso de biomassa de levedura em alimentagao animal verificou que
a adicdo de levedura na racdo de vacas em lactagao esta associada com o
aumento da eficiéncia digestiva do animal, tendo como consequéncia maior
porcentagem de proteina e gordura no leite e aumento de sua produgao. Essas
vantagens também sao ressaltadas por Simas (2004) que afirma que o
diferencial da palma forrageira fermentada esta na qualidade do produto final,
ou seja, a carne do animal, que se torna mais rica em proteina e € ingerida pelo

homem sem produtos quimicos adicionais muito usados pelos produtores.

4.3.2. Estudo do enriquecimento nutricional com a utilizagdo de diferentes

biorreatores

Os experimentos anteriores demonstraram que o enriquecimento protéico
da palma forrageira em escala ampliada foi bastante promissor. Sendo assim,
esta fase do trabalho pretendeu potencializar a producéo protéica através da
adicao de uma fonte suplementar de nitrogénio, uréia. Para tanto a temperatura
de fermentacao nao foi estudada, pois verificou-se influéncia nao significativa
no processo nos niveis estudados (30, 35 e 40 °C), confirmado pelos estudos
de Araujo (2004). As fermentac¢des foram realizadas em biorreatores bandejas
e tambor rotativo a temperatura ambiente (25 + 3°C) com as mesmas

condi¢cdes experimentais iniciais.



4.3.2.1. Bandeja

O do perfil cinético da fermentacédo semi-sdlida da palma forrageira,
utilizando biorreator bandeja, objetivou 0 acompanhamento da variagdo do
aumento protéico com o tempo de fermentagdo, no intuito de determinar o
tempo no qual foi conseguido o maior teor de proteina bruta na palma
forrageira fermentada.

As Tabelas 4.10 e 4.11 apresentam os valores do percentual de proteina
bruta e teores de agucares redutores totais (ART), expressos na base seca, da
palma forrageira durante o processo da fermentacdo semi-sdlida com a
levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizando a bandeja, nos seis

experimentos realizados.

Tabela 4.10. Variacao da proteina bruta (b.s.) da palma forrageira durante o
processo da fermentacao semi-sdlida, para os seis experimentos

realizados, em biorreator bandeja

Tempo Proteina bruta (%)
(h) Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6
In natura 6,16 6,64 6,92 7,04 6,89 6,51
0 15,03 25,82 13,56 15,28 34,19 35,23
2 18,42 23,62 24,89 16,00 20,42 35,23
4 19,20 31,60 22,71 8,74 44,85 32,11
6 19,59 32,17 25,35 13,10 47,18 38,09
8 20,73 33,41 27,32 25,86 41,21 40,01

N
o

20,73 35,12 28,61 5,01 30,23 39,82
12 21,96 37,26 32,82 13,39 22,68 33,62
24 7,89 23,15 15,03 7,27 35,18 35,7




Tabela 4.11. Variagao do percentual de acucares redutores totais (b.s.) da

palma forrageira durante o processo da fermentagdo semi-

solida, para os seis experimentos realizados, em biorreator

bandeja
Tempo ART (%)
(h) Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6
In natura 8,01 8,23 10,54 12,98 11,56 10,95
0 5,76 6,31 9,47 12,62 10,56 9,48
2 6,00 3,16 1,03 1,58 7,26 3,16
4 1,03 1,03 7,26 9,47 7,89 10,62
6 12,31 6,31 6,31 4,73 6,31 5,68
8 7,26 6,95 4,73 6,31 9,47 10,63
10 9,47 9,47 6,31 1,58 1,32 1,63
12 1,8 1,95 1,32 1,63 1,32 1,32
24 1,63 1,32 1,64 1,63 1,31 1,32

Os comportamentos do teor de ART e PB ao longo das fermentagdes

semi-solidas no processo de enriquecimento nutricional da palma forrageira

estdo representados graficamente nas Figuras 4.44, 4.45, 4.46, 4.47, 448 e

4.49 para uma melhor visualizagdo desses valores.
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durante a FSS da palma forrageira em bandeja. Experimento 6.

Os dados apresentados na Tabela 4.10 mostram que no experimento 1,

ao qual se adicionou 5% de levedura, observou-se que o tempo em que foi



obtido o maior aumento protéico foi apés 12 h de fermentagao. No experimento
2 foram adicionados 5% de levedura e 10% de uréia e o maior aumento
protéico foi alcangado também com 12 h de fermentacdo. No experimento 3 foi
adicionado 1% de levedura e 10% de uréia e da mesma forma que os
experimento 1 e 2, apds 8 h de fermentagao foi encontrado o maximo aumento
protéico. Experimento 4 estudou-se a fermentacéo utilizando-se apenas 1% de
concentracido de levedura, o maior incremento protéico foi alcangado apos 8 h
de processo. Experimentos 5 e 6 que tiveram as mesmas condi¢cdes iniciais
(3% de levedura e 5% de uréia) alcangaram o maximo aumento protéico em
tempos diferentes, no entanto bem préximos, 6 e 8 h de fermentacgao,
respectivamente.

Comparando-se os resultados destas fermentagdes com as fermentagdes
realizadas nos testes preliminares nota-se uma reducdo no tempo em que
conseguiu-se os maiores teores protéicos. Deve-se notar que os tempos em
que foram realizadas as coletas de amostras foram diferentes e isso deve ter
influenciado positivamente nas fermentagées onde foram retiradas amostras a
cada 2 h. Para a retirada das amostras todo o substrato era homogeneizado,
com o auxilio de uma colher de pau, o que provavelmente ajudou na aeragao
do meio, condicdo muito importante no crescimento das leveduras. Outro fato
que merece ser destacado é o uso da estufa com circulagao de ar forgado para
o controle da temperatura nas fermentacdes semi-sélidas realizadas nos testes
preliminares. A adi¢gao de uréia ao substrato, fonte de nitrogénio, catalisou o
metabolismo da levedura.

Com relacao aos perfis dos teores de acgucares redutores totais durante as
24 h de fermentagdo buscou-se estudar uma tendéncia desses
comportamentos, uma vez que os resultados apresentados variaram muito ao
longo do tempo e ndo apresentou um perfil uniforme e continuo. Em todos os
experimentos observa-se uma reducao do ART apresentado pelas amostras in
natura em relagdo as amostras do tempo 0 (zero), logo apdés a adicdo da
levedura e da uréia.

Nos experimentos 1, 2 e 3 apo6s 12 h de fermentagdo houve um
acentuado decréscimo no percentual de ART. Nos experimentos 4, 5 e 6 esse
decréscimo ocorre a partir de 10 h de fermentacdo. Em todos os experimentos

realizados os teores de ART encontrados apds 24 h de fermentacdo sao



sempre muito inferiores aos encontrados no tempo 0, tempo em que inicializou-
se a fermentagdo. Esse comportamento pode ser justificado pelo consumo dos
acgucares redutores totais pela levedura para utilizagdo em seu metabolismo.

Comparando-se o teor de ART das amostras in natura com o menor valor
de ART encontrado durante as fermentagdes verificou-se um consumo de
aproximadamente 88%. Correia (2004) observou o comportamento de ART no
estudo do enriquecimento protéico de residuos de abacaxi com a levedura
Saccharomyces cerevisiae e, verificou-se que apés 24 h de fermentacéo, os
agucares ja tinham sido consumidos quase que completamente, apresentando
apenas um teor residual de 10% no final da fermentacéo.

Almeida (2007) estudou o perfil do teor de ART e do PB ao longo de 72 h
de fermentagcdo semi-sélida no processo de enriquecimento protéico do
mandacaru com o Aspergillus niger. Nesse estudo observou-se que nas
primeiras 32 h de fermentacdo houve uma ligeira queda no teor de ART,
seguido de um consumo mais acentuado até 72 h. O consumo total de ART foi
de 50,8% ao longo do processo.

Objetivando estudar o aumento protéico da palma forrageira fermentada,
ou seja, qual foi o incremento real no teor de proteina bruta obtido pela palma
forrageira durante o processo de fermentacdo semi-solida, calculou-se a razao
entre o valor protéico da palma enriquecida, em determinados tempos e o valor
de proteina bruta da palma na forma in natura, conforme Equacido 3.5. Estes
valores sao apresentados na Tabela 4.12, em destaque o maior aumento

protéico alcancado em cada experimento, associado ao tempo de fermentacao.



Tabela 4.12. Aumento protéico da palma forrageira durante o processo da
fermentacdo semi-sélida, para os seis experimentos realizados

em biorreator bandeja

Tempo Aumento protéico
(h) Exp.l Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6
0 2,44 3,89 1,96 2,17 4,96 5,41
2 2,99 3,56 3,60 2,27 2,96 5,41
4 3,12 4,76 3,28 1,24 6,51 4,93
6 3,18 4,85 3,66 1,86 6,85 5,85
8 3,36 5,04 3,95 3,67 5,98 6,14
10 3,36 5,29 4,13 0,71 4,39 6,12
12 3,56 5,62 4,74 1,90 3,30 5,16
24 1,28 3,49 2,17 1,03 5,10 5,48

Relacionando os valores encontrados nas Tabelas 4.10 e 4.12, verifica-
se que o experimento 1 obteve um percentual maximo de proteina bruta de
aproximadamente 22%, o que corresponde a um aumento protéico de 3,56
vezes, esse aumento foi conseguido apoés 12 h de fermentagdo. O aumento
protéico alcancado no experimento 2, apdés 12 h de processo, foi de 5,62
vezes. O teor de proteina bruta da palma neste experimento aumentou de 6,64
para 37,26%. Experimento 3 o maior teor protéico encontrado foi de 32,82%,
que correspondeu a um incremento de 4,74 vezes, para o tempo de 12 h. Apos
8 horas de fermentagao o substrato do experimento 4 obteve um aumento de
3,67 vezes, aumentando a proteina bruta de 7,04 para 25,86%. Experimentos 5
e 6 alcangaram um aumento protéico de 6,85 e 6,14 vezes, respectivamente,
obtendo-se valores de proteina bruta acima de 40%.

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



Considerando que esta pesquisa objetiva a ampliagdo do processo de
enriquecimento protéico da palma forrageira estudado por Araujo (2004), torna-
se viavel a redugdo da concentracdo inicial de leveduras utilizadas no
processo, pois essa condicdo permitira maior possibilidade de realizacdo dos
experimentos em campo, o que podera reduzir acentuadamente o custo de
producao.

Almeida (2007) estudou a cinética do enriquecimento protéico do
mandacaru através da fermentacdo semi-sélida com a levedura
saccharomyces cerevisiae, em bandejas. Apds 32 h de fermentagdo o
mandacaru atingiu um teor protéico maximo de 27,67%.

Perazzo Neto (1999) utilizou o microrganismo Aspergillus niger
associado a 0,5% de fonte de nitrogénio no enriquecimento protéico da palma
forrageira e obteve resultado de 21,36% de proteina bruta. O valor maximo de
proteina bruta alcangado por Carvalho (1999), que também estudou o
enriquecimento protéico desta cactacea foi em torno de 24%, utilizando o
microrganismo Fusarium e uréia e, de 34,6% quando utilizou Aspergillus niger
e uréia. O mesmo autor também utilizou os mesmos microrganismos, sem
adicdo de fonte de nitrogénio e obteve valores em torno de 5% de proteina
bruta, para ambos os microrganismos, o que inviabilizou a utilizagdo desses
fungos sem aplicagédo de uréia para o enriquecimento protéico da palma
forrageira.

Valores encontrados neste trabalho, depois do enriquecimento protéico
estdo de acordo com as especificagbes da norma de alimentagdo do NRC
(1989), para compensar as deficiéncias do pasto na época da seca. Norma que
recomenda uma suplementacao protéica contendo teor de proteina bruta de 14
a 16% para vacas secas, 18% em ragdes iniciais para bezerros e de 20 a 24%
ou mais dependendo da producéo de vacas em lactagao.

Estes estudos juntamente com os testes preliminares mostraram que o
enriquecimento da palma por fermentagao semi-sélida também pode ser feito
sem a adicao de uréia. Vale ressaltar que se utilizando a fonte de nitrogénio os
teores protéicos alcancados foram superiores. No entanto em ambas as

situacdes os teores protéicos encontrados estdo de acordo com NRC (1989).



4.3.2.2. Tambor rotativo

O estudo cinético da fermentagdo semi-solida da palma forrageira,
utilizando biorreator tambor rotativo, objetivou 0 acompanhamento da variagao
do aumento protéico com o tempo de fermentacéo, no intuito de determinar o
tempo no qual foi conseguido o maior teor de proteina bruta na palma
forrageira fermentada.

As Tabelas 4.13 e 4.14 apresentam os valores do percentual de proteina
bruta e teores de agucares redutores totais (ART), expressos na base seca, da
palma forrageira durante o processo da fermentacdo semi-sdlida com a
levedura Saccharomyces cerevisiae, utilizando o tambor rotativo, nos seis

experimentos realizados.

Tabela 4.13. Variacao da proteina bruta (b.s.) da palma forrageira durante o
processo da fermentacdo semi-solida, para os seis experimentos

realizados em biorreator tambor rotativo

Tempo Proteina bruta (%)
(h) Exp.l1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6
In natura 7,16 6,64 6,92 7,04 6,89 6,51
0 25,63 25,64 39,08 12,86 15,08 11,15
2 30,91 19,04 28,93 11,03 12,44 11,39
4 8,48 36,19 36,22 12,49 45,43 41,12
6 7,16 46,75 34,66 9,92 13,76 10,66
8 25,64 37,51 45,34 32,23 13,76 11,03

-
o

37,51 21,68 30,87 7,97 33,55 30,12
12 8,48 20,36 35,7 14,08 32,23 30,56
24 32,23 37,51 39,49 9,8 37,15 32,23




Tabela 4.14. Variagao do percentual de acucares redutores totais (b.s.) da
palma forrageira durante o processo da fermentagdo semi-
solida, para os seis experimentos realizados em biorreator

tambor rotativo

Tempo ART (%)
(h) Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6

In natura 8,78 8,92 7,63 6,54 11,69 8,51
0 5,26 6,57 5,8 5,78 10,83 7,26
2 2,63 5,26 1,26 3,18 4,63 4,07
4 2,63 2,10 1,46 3,21 4,63 4,10
6 2,63 3,15 1,60 3,15 4,63 4,32
8 7,89 1,26 1,30 3,13 3,05 4,09
10 2,63 2,10 1,26 3,17 1,05 1,30
12 3,94 2,63 1,26 4,09 1,05 1,28
24 1,31 1,21 1,24 1,21 1,05 1,42

Os comportamentos do teor de ART e PB ao longo das fermentagdes
semi-solidas no processo de enriquecimento nutricional da palma forrageira
estdo representados graficamente nas Figuras 4.50, 4.51, 4.52, 453, 4.54 e

4.55 para uma melhor visualizacdo desses valores.
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Ao contrario do que foi apresentado para o biorreator bandeja, o perfil do
ART durante a FSS da palma forrageira em biorreator tambor rotativo mostrou-
se mais uniforme e condizente aos perfis encontrados na literatura. Isso pode
estar associado a constante mistura do substrato, ocasionada pela rotagcao do
biorreator.

Excetuando-se o tempo de 8 h no experimento 1, todos os demais
percentuais de ART decrescem ao longo do tempo de fermentagé&o, indicando
que foram consumidos durante o metabolismo do microrganismo utilizado.

Almeida (2007) descreve o comportamento dos acgucares redutores
totais do mandacaru durante fermentacdo semi-sélida, em temperatura
ambiente (25 °C), utilizando o tambor rotativo como biorreator e, tendo como
condicdo inicial concentracdo de levedura de 5%. Observou-se que 72% do
ART presentes no substrato foram consumidos logo na primeira hora de
fermentagdao, mantendo-se praticamente constante até o final da fermentacao.
O autor justificou tal fato ao consumo dos agucares pela levedura como fonte
de carbono para sua multiplicagéo transformando-os em CO,, H;O e energia.

Objetivando estudar o aumento protéico da palma forrageira fermentada,
calculou-se a razdo entre o valor protéico da palma enriquecida, em
determinados tempos e o valor de proteina bruta da palma na forma in natura,
conforme Equacao 3.5. Estes valores sdo apresentados na Tabela 4.15, em
destaque o maior aumento protéico alcangado em cada experimento,

associado ao tempo de fermentacéo.



Tabela 4.15. Aumento protéico da palma forrageira durante o processo da
fermentacdo semi-sélida, para os seis experimentos realizados

em biorreator tambor rotativo

Tempo Aumento protéico
(h) Exp.l Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5 Exp.6
0 3,6 3,9 5,6 1,8 2,2 1,7
2 4,3 2,9 4,2 1,6 1,8 1,7
4 1,2 55 5,2 1,8 6,6 6,3
6 1,0 7,1 5,0 1,5 2,0 1,6
8 3,6 57 6,5 4,6 2,0 1,7
10 5,2 3,3 4,5 1,2 49 4,6
12 1,2 3,1 5,1 2,0 49 4,7
24 4,5 5,6 57 1,4 54 49

Relacionando os valores encontrados nas Tabelas 4.13 e 4.15, verifica-
se que o experimento 1 obteve um percentual maximo de proteina bruta de
37,51%, o que corresponde a um aumento protéico de 5,2 vezes, esse
aumento foi conseguido apos 10 h de fermentagéo.

O aumento protéico alcangcado no experimento 2, apds 6 h de processo,
foi de 7,1 vezes. O teor de proteina bruta da palma neste experimento
aumentou de 6,65 para 46,75%. Experimento 3 o maior teor protéico
encontrado foi de 45,34%, que correspondeu a um incremento de 6,5 vezes,
para o tempo de 8 h. Apds 8 h de fermentacdo o substrato do experimento 4
obteve um aumento de 4,6 vezes, aumentando a proteina bruta de 7,04 para
32,23%. Experimentos 5 e 6 alcangaram um aumento protéico de 6,6 e 6,3
vezes, respectivamente, obtendo-se valores de proteina bruta acima de 40%.

Almeida (2007) estudou a cinética do enriquecimento protéico do
mandacaru através da fermentagdo semi-sdlida com a levedura
saccharomyces cerevisiae, no mesmo tambor rotativo utilizado neste estudo.
Apods 10 h de fermentacdo o mandacaru atingiu um teor protéico maximo de
23%, que correspondeu a aproximadamente o dobro do teor de proteina bruta

do mandacaru in natura, sendo o aumento protéico de 1,72 vezes.



O tempo médio encontrado no tambor rotativo para alcangar-se os
maiores aumentos protéicos foi reduzido, comparando-se as fermentacdes
realizadas em bandejas. A redugdo no tempo de fermentacdo observada
ocorreu provavelmente pela maior oxigenagao promovida pela agitagao do
tambor rotativo e ao fendmeno da difusao.

Ainda comparando-se as fermentagbes realizadas em bandejas e
tambor rotativo percebe que os teores de proteina bruta e correspondentes
aumentos protéicos alcangados nas fermentagdes no tambor rotativo foram
superiores, relacionando-os com os determinados tempos de fermentacéo.
Apenas o0s experimentos realizados com as condigdes centrais do
planejamento, experimentos 5 e 6 (Figuras 4.48 e 4.49, para bandeja e, 4.54 e
4.55, para tambor rotativo) obtiveram aumentos protéicos bem proximos.

Um dos objetivos almejados neste trabalho € o uso de materiais e
metodologias simples para o processo do enriquecimento nutricional da palma
forrageira, para que o mesmo possa ser aplicado no campo pelos proprios
produtores rurais. Uma das vantagens apresentadas pela utilizacdo do
biorreator bandeja (plastico) deve-se ao seu menor custo e facil aquisigcdo dos

mesmos.

4.3.2.3. Planejamento fatorial para o estudo do enriquecimento protéico

com diferentes biorreatores

A seguir sera apresentado separadamente o estudo das influéncias das
variaveis independentes, assim como os modelos de ajuste de 12 ordem para

as respostas, em tempos determinados, para cada biorreator utilizado.

4.3.2.3.1. Planejamento fatorial para o estudo do enriquecimento protéico

utilizando o biorreator bandeja

As Tabelas 4.16 e 4.17 apresentam os modelos de ajuste de 12 ordem
com os respectivos coeficientes de determinacdo (R?) para os diferentes
tempos de fermentacdo estudados, utilizando-se o biorreator bandeja. O teor

de proteina bruta (PB) e o aumento protéico (AP) foram expressos em fungéo



das variaveis independentes pelo modelo matematico de 12 ordem. Os
coeficientes do modelo que tiveram efeitos significativos na resposta, ao nivel

de 90% de confianga sdo destacados em negrito.

Tabela 4.16. Modelos de regresséo linear para a proteina bruta, nos diferentes

tempos de fermentagao. Biorreator bandeja

) Modelo empirico codificado R?

2 PB = 23,01 + 0,29 C_ + 3,52 Cgy- 0,92 C..Cey 23,19
4 PB =26,53+4,84 C_+ 6,59 Cgy - 0,39 CL.Cey 34,49
6 PB =29,25+ 3,33 C_ + 6,21 Cgy + 0,08 C..Cey 25,52
8 PB=31,42+0,24 C_+ 3,53 Cgy + 2,80 C..Cpy 24,34
10 PB =26,59 + 5,56 C__ + 9,50 Cgy - 2,30 C.Cgy 66,07
12 PB =26,98 + 3,25 C_ + 8,68 Cgy - 1,03 C.Cry 84,46
24 PB =20,70 + 2,18 C_ + 5,75 Cey + 1,87 CL.Cry 20,27

Cen: Concentracdo de levedura

C.: Concentragao de fonte de nitrogénio

Tabela 4.17. Modelos de regressédo linear para o aumento protéico, nos

diferentes tempos de fermentacao. Biorreator bandeja

Tempo

) Modelo empirico codificado R?

2 AP =3,46+ 0,17 C_+ 0,47 Cen- 0,19 C.Cey 20,33
4 AP =3,97 + 0,84 C_ + 0,92 Cgy - 0,10 CL.Cen 37,53
6 AP =437+ 0,63 C_+ 0,87 Cey - 0,03 C.Cen 27,33
8 AP =469+ 0,19 C_ + 0,49 Cg\ + 0,35 C.Cpy 22,12
10 AP =4,00+0,95C_ + 1,34 Cey - 0,37 CL.Cen 64,57
12 AP =4,05+0,63C_+ 1,22 Cey-0,19 C..Cen 80,93
24 AP =3,09+0,39 C_ + 0,84 Cgy + 0,27 C.Cpy 20,29

Cen: Concentracédo de levedura

C.: Concentragao de fonte de nitrogénio



Observando-se as Tabelas 4.16 e 4.17, verifica-se que os valores dos
coeficientes de determinagao (RZ) para a maioria dos modelos apresentados
foram baixo, ou seja, os modelos de regressao nao prevéem satisfatoriamente
a relagcao entre as variaveis independentes (C_. e CgN) € as respostas (PB e
AP), para um nivel de confianga de 90%. Como os modelos lineares nao se
ajustaram bem aos dados experimentais, realizou-se o teste da curvatura ao
modelo com o objetivo de verificar se o ajuste do modelo € quadratico.

As Tabelas 4.18 e 4.19 apresentam os modelos de ajuste com curvatura
com os correspondentes coeficientes de determinacdo, bem como a razao
Fecal/Fab, para cada tempo estudado para as respostas PB e AP,
respectivamente. Os coeficientes do modelo que tiveram efeitos significativos

na resposta, ao nivel de 90% de confianga sdo destacados em negrito.

Tabela 4.18. Modelos com curvatura para proteina bruta, nos diferentes

tempos de fermentagéo. Biorreator bandeja

Tempo

(h)

Modelo empirico codificado R? Feal/Ftan

2 PB = 20,73 + 7,09 Curv + 0,29 C_ + 3,52 Cen— 0,92 C.Crn 52,34 0,005
4 PB = 20,56 + 17,92 Curv + 4,84 C_ + 6,59 Cgy - 0,39 C.Cry 89,56 0,04
6 PB = 22,55 + 20,08 Curv + 3,33 C_ + 6,21 Cgy + 0,08 C.Crn 94,69 0,08
8 PB = 26,83 + 13,78 Curv + 0,24 C_ + 3,53 Cgy + 2,80 C.Crn 99,78 2,08
10 PB = 22,37 + 12,66 Curv + 5,56 C_ + 9,50 Cry - 2,30 C.Cen 93,99 0,07
12 PB = 26,36 + 1,80 Curv + 3,25 C_ + 8,68 Cry - 1,03 C.Crn 85,48 0,03
24 PB =13,33+ 22,10 Curv + 2,18 C_ + 5,75 Cen + 1,87 CL.Cev 99,98 27,06

Curv: Curvatura



Tabela 4.19. Modelos com curvatura para aumento protéico, nos diferentes

tempos de fermentagao. Biorreator bandeja

) Modelo empirico codificado R? FealFian
2 AP =3,10 + 1,08 Curv. + 0,17 C_ + 0,47 Cgn- 0,19 C.Cey 47,52 0,004
4 AP =3,10 + 2,62 Curv. + 0,84 C_ + 0,92 Cgy - 0,10 C_.Cey 92,50 0,05
6 AP = 3,39 + 2,96 Curv. + 0,63 C_ + 0,87 Cgy - 0,03 C..Cey 97,02 0,14
8 AP =400 + 2,05 Curv. +0,19 C_ + 0,49 Cgy + 0,35 C..Crn 99,82 2,49
10 AP = 3,37 + 1,88 Curv. + 0,95 C_ + 1,34 Cgy - 0,37 C.Cey 91,48 0,05
12 AP = 3,95 + 0,27 Curv. + 0,63 C_ + 1,22 Cgy - 0,19 C_.Cey 81,98 0,02

24 AP =1,99 + 3,30 Curv. + 0,39 C_ + 0,84 Cgy + 0,27 C.Cen 99,60 1,16

Curv: Curvatura

Os modelos matematicos de ajuste com curvatura apresentados,
apenas indicam tendéncias de comportamento entre as respostas e as
variaveis estudadas. Para uma melhor explicacdo da relagao entre as variaveis
seria mais adequado aumentar os niveis axiais das variaveis de entrada.

Mediante as Tabelas 4.18 e 4.19 observa-se que os coeficientes de
determinacao obtidos para os modelos com curvatura foram mais altos que os
apresentados pelo modelo linear, nos respectivos tempos de fermentacao. Na
Tabela 4.18 constata-se que os modelos que descrevem a relacdo entre as
variaveis independentes e a proteina bruta nos tempo de 8 e 24 h de
fermentagdo apresentaram a razdo Fca/Fipy maior que 1 sendo, portanto
estatisticamente significativos (Barros Neto et al., 1995). Para a resposta
aumento protéico, os modelos com curvatura para os tempos de 8 e 24 h
também foram estatisticamente significativos (Tabela 4.19).

Os resultados da analise de variancia, ANOVA, para o teor de proteina
bruta e o aumento protéico nos tempos em que os modelos com curvatura
foram estatisticamente significativos, ao nivel de 90% de confiangca estao
apresentados nas Tabelas A5, A6, A7 e A8, Apéndice A.

O diagrama de Pareto apresenta graficamente os efeitos significativos

ao nivel de confianga utilizado. Os valores que ultrapassam o valor de “p” séo

considerados estatisticamente significativos. As Figuras 4.56 e 4.57



representam os graficos de Pareto para o teor de proteina bruta e aumento
protéico, respectivamente, no tempo de 8 h de fermentagcdo, com nivel de
confianga de 90%. No Gréfico representado pela Figura 4.56, verifica-se que a
concentragcdo da fonte de nitrogénio bem como sua interagcdo com a
concentracao de levedura influenciaram na resposta proteina bruta. Na Figura
4.57, observa-se que apenas a concentragao de fonte de nitrogénio teve efeito
significativo sobre o aumento protéico alcangado durante o processo.

Curv. | 18,7522

(2)CFN } 8,332075

1by2 | 6,611448

(1ycL 5656854

p=1
Efeito Estimado (valor absoluto)

Figura 4.56. Grafico de Pareto para o percentual de proteina bruta, apds 8 h de

fermentacdo em biorreator bandeja.
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Figura 4.57. Grafico de Pareto para o aumento protéico, apés 8 h de
fermentacdo em biorreator bandeja.

De acordo com os valores experimentais de proteina bruta e aumento
protéico apresentados na Tabela 4.10 e 4.12, respectivamente, verificou-se que
os experimentos 5 e 6 obtiveram os maiores resultados de PB e AP. Os
experimentos 5 e 6 representam os ensaios realizados no ponto central da
matriz do planejamento. Substituindo-se as condigbes experimentais
codificadas (nivel 0) destes ensaios nos modelos matematicos propostos para
cada tempo de fermentacao (Tabela 4.16 e 4.17), verifica-se que o tempo de 8
h € o que corresponde aos maiores valores alcangados das duas respostas
estudadas.

Nao serao apresentadas as superficies de respostas para o estudo da
influéncia da concentracdo de levedura e da concentracdo de fonte de
nitrogénio sobre o teor de proteina bruta e aumento protéico, apés 8 h de
fermentacdo em biorreator bandeja, por que o0s modelos nao sao
estatisticamente significativos, ao nivel de 90% de confiancga.

A Figura 4.58 (A e B) apresenta o grafico dos valores de proteina bruta
observados experimentalmente versus valores preditos pelo modelo

matematico linear sem curvatura (A) e com curvatura (B) no tempo de 8 h.
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Figura 4.58. Valores de proteina bruta observados experimentalmente versus

valores preditos pelo modelo matematico linear sem curvatura (A)

e com curvatura (B), no tempo de 8 h.

A Figura 4.59 (A e B) apresenta o grafico dos valores dos aumentos

protéicos observados experimentalmente versus valores preditos pelo modelo

matematico linear sem curvatura (A) e com curvatura (B) no tempo de 8 h.
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Observando as Figura 4.58 (A e B) e 4.58 (A e B) verifica-se que os
experimentos 5 e 6 obtiveram os maiores resultados de PB e AP sendo suas
condigdes experimentais iniciais de: 3% de concentragcéo de levedura e 5% de

concentracdo de uréia.

4.3.2.3.2. Planejamento fatorial para o estudo do enriqguecimento protéico

utilizando o biorreator tambor rotativo

As Tabelas 4.20 e 4.21 apresentam os modelos de ajuste linear com os
respectivos coeficientes de determinacdo (R?) para os diferentes tempos de
fermentagdo estudados, utilizando-se o biorreator tambor rotativo. O teor de
proteina bruta (PB) e o aumento protéico (AP) foram expressos em fungdo das
variaveis independentes pelo modelo matematico de 12 ordem. Os coeficientes
do modelo que tiveram efeitos significativos na resposta, ao nivel de 90% de

confianga foram destacados.

Tabela 4.20. Modelos de regresséo linear para a proteina bruta, nos diferentes

tempos de fermentacgao. Biorreator tambor rotativo

Tempo

) Modelo empirico codificado R?

2 PB = 18,96 + 2,50 C__ + 1,51 Cgy- 7,44 C.Cey 63,13
4 PB =29,99-1,01 C_+ 12,86 Cgy + 0,99 C..Cey 55,41
6 PB =20,48 + 2,33 C_ + 16,08 Cgy + 3,71 CL.Cen 84,09
8 PB =27,58 - 3,60 C_ + 6,24 Cgy - 0,31 CL.Cey 23,04
10 PB =26,95+ 5,09 C_ + 1,77 Cgn - 9,68 C.Cey 86,34
12 PB = 23,57 -5,24 C_ + 8,38 Cgn - 2,44 C.Cry 69,09
24 PB=31,40+5,11C_+ 8,74 Cen - 6,10 C..Cgy 92,62

Cen: Concentracdo de levedura

C.: Concentragao de fonte de nitrogénio



Tabela 4.21. Modelos de regressado linear para o aumento protéico, nos

diferentes tempos de fermentacdo. Biorreator tambor rotativo

Tempo

) Modelo empirico codificado R?

2 AP =275+ 0,35 C_ + 0,30 Cgn- 1,00 C.Cey 61,74
4 AP =4,43-0,075C_ + 1,92 Cgy + 0,22 C.Cey 55,13
6 AP = 3,03 + 0,40 C_ + 2,40 Cgy +0,65 C.Cey 84,53
8 AP =4,02-0,45C_ + 1,00 Cgy + 0,05 C..Cry 25,44
10 AP =3,95+ 0,70 C_ + 0,35 Cgy - 1,30 C.Cry 82,42
12 AP =3,47-0,70 C_ + 1,25 Cgy - 0,30 C.Cky 65,25
24 AP =458+ 0,75 C_ + 1,35 Cgy - 0,80 C..Cry 91,75

Cen: Concentragao de levedura

C.: Concentragao de fonte de nitrogénio

Observando-se as Tabelas 4.20 e 4.21, verifica-se que os valores dos
coeficientes de determinagdo (R?) para a maioria dos modelos apresentados
foram baixo, ou seja, os modelos de regressao nao prevéem satisfatoriamente
a relagédo entre as variaveis independentes (C. e CrN) € as respostas (PB e
AP), para um nivel de confianga de 90%. Como os modelos lineares nao se
ajustaram bem aos dados experimentais, realizou-se o teste da curvatura ao
modelo com o objetivo de verificar se o ajuste do modelo € quadratico.

As Tabelas 4.20 e 4.21 apresentam os modelos de ajuste com curvatura
com os correspondentes coeficientes de determinacdo, bem como a razao
Fecal/Fap, para cada tempo estudado para as respostas PB e AP,
respectivamente. Os coeficientes do modelo que tiveram efeitos significativos

na resposta, ao nivel de 90% de confianga sdo destacados em negrito.



Tabela 4.22. Modelos com curvatura para proteina bruta, nos diferentes

tempos de fermentagéo. Biorreator tambor rotativo

Modelo empirico codificado R? Feal/Ftan

2 PB = 22,48 - 10,56 Curv + 2,50 C_ + 1,51 Cgn- 7,44 CL.Cry 99,86 3,29
4 PB=23,34+19,93Curv-101C_ +1286 Cen+ 0,99 CL.Cen 99,23 0,58
6 PB =24,62-12,41 Curv + 2,33 C_ + 16,08 Cen + 3,71 CL.Cen 99,64 1,23
8 PB = 35,18 - 22,78 Curv - 3,60 C_ + 6,24 Cgy - 0,31 C.Cen 99,59 1,08
10 PB =24,51 + 7,33 Curv + 5,09 C_ + 1,77 Cgn - 9,68 CL.Cry 98,96 0,43
12 PB = 19,66 + 11,74 Curv - 5,24 C_ + 8,38 Cgn - 2,44 CL.Cen 99,77 1,92
24 PB =29,76 + 4,93 Curv + 5,11 C_ + 8,74 Cgn - 6,10 CL.Cry 97,99 0,22

Curv: Curvatura

Tabela 4.23. Modelos com curvatura para o aumento protéico, nos diferentes

tempos de fermentagao. Biorreator tambor rotativo

Tempo

) Modelo empirico codificado R? FealFian
2 AP = 3,25-1,50 Curv. + 0,35 C_ + 0,30 Cgy- 1,00 C.Cey 99,94 7,03
4 AP = 3,42 + 3,02 Curv. - 0,075 C_ + 1,92 Cg\ + 0,22 C.Cky 99,83 3,05
6 AP = 3,65-1,85 Curv. +0,40 C_ + 2,40 Cgy +0,65 C|.Cey 99,73 1,68
8 AP =51-3,25 Curv. - 0,45 C_ + 1,00 Cgy + 0,05 C.Cen 99,76 1,88
10 AP = 3,55 + 1,20 Curv. + 0,70 C_ + 0,35 Cgn - 1,30 C..Cey 99,60 1,11
24 AP =4,30+ 0,85 Curv. + 0,75 C_ + 1,35 Cgy - 0,80 C..Cgy 99,05 0,49

Curv: Curvatura

Mediante as Tabelas 4.22 e 4.23 observa-se que os coeficientes de
determinacgao obtidos para os modelos com curvatura foram mais altos que os
apresentados pelo modelo linear, nos respectivos tempos de fermentacdo. Na
Tabela 4.22 constata-se que os modelos que descrevem a relacdo entre as
variaveis independentes e a proteina bruta nos tempo de 2, 6, 8 e 12 h de
fermentagdo apresentaram a razao Fca/Fipy maior que 1 sendo, portanto

estatisticamente significativos (Barros Neto et al., 1995). Para a resposta



aumento protéico foram estatisticamente significativos os modelos com
vatura para os tempos 2, 4, 6, 8 e 10 h de fermenta cao.
Os resultados da analise de variancia, ANOVA, para o teor de proteina

bruta nos tempos em que os modelos com curvatura foram estatisticamente
significativos, ao nivel de 90% de confianga estdo apresentados no Apéndice
A, Tabelas A9, A10, A11 e A12. E as Tabelas A.13, A.14, A.15, A.16 e A.17
apresentam os resultados da ANOVA, para o aumento protéico nos tempos em
que os modelos com curvatura foram estatisticamente significativos.
As Figuras 4.60 e 4.61 representam os graficos de Pareto para o teor de
proteina bruta e aumento protéico, respectivamente, apos 4 h de fermentagao,
com nivel de confianga de 90%. Nestes dois graficos apenas a concentragéo

de fonte de nitrogénio (Crn) foi que obteve efeito significativo.
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Figura 4.60. Grafico de Pareto para o percentual de proteina bruta, apos 4 h de
ferment acao em biorreator tambor rotativo
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protéico apresentados na Tabela 4.13 e 4.15, respectivamente, verificou-se que
assim como nas fermentacdes realizadas em bandejas, os experimentos 5 e 6
obtiveram os maiores resultados de PB e AP. Considerando-se os modelos
tematicos lineares propostos para cada tempo de fermentagdo (Tabela 4.20
e 4.21) verifica-se que os teores de proteina bruta e aumento protéico
calculados para os tempos de 4 e 24 h sdo bem proximos entre si, utilizando as
melhores condi¢cdes experimentais codificadas (Nivel 0). Diante desse fato o
tempo de 4 h foi escolhido como o melhor tempo de fermentacao utilizando-se
de biorreator tambor rotativo, uma vez que se pretende otimizar o tempo do
processo de enriquecimento protéico da palma forrageira.
A Figura 4.62 (A e B) apresenta o grafico dos valores de proteina bruta
observados experimentalmente versus valores preditos pelo modelo

tematico linear sem curvatura (A) e com curvatura (B) no tempo de 4 h.
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Observando as Figura 4.62 (A e B) e 4.63 (A e B) verifica-se que os
experimentos 5 e 6 obtiveram os maiores resultados de PB e AP sendo suas
condigdes experimentais iniciais de: 3% de concentragcéo de levedura e 5% de
concentracdo de uréia.

Almeida (2007) apd6s 10 h de fermentagcdo do mandacaru, a temperatura
ambiente, com 5% de concentracdo da levedura Saccharomyces cerevisiae,
utilizando tambor rotativo alcangcou um aumento protéico de aproximadamente
1,7 vezes. Este aumento protéico conseguido por Almeida (2007) € bem inferior
ao encontrado neste estudo, no entanto deve-se destacar que no estudo do
enriquecimento protéico do mandacaru nao utilizou-se nenhuma fonte adicional

de nitrogénio.

4.3.3. Consideracdes gerais

Comparando-se o0s resultados obtidos neste estudo durante as
fermentagdes da palma forrageira realizadas em bandejas e tambor rotativo
com os resultados obtidos por Araujo (2004), que estudou o enriquecimento
protéico da palma forrageira em escala de bancada, utilizando biorreatores
bandejas, séo feitas algumas consideragdes:

Os resultados de PB e o seu respectivo AP alcancados neste trabalho
sao maiores que os obtidos no estudo em menor escala experimental.
Ressaltando que embora Araujo (2004) tenha utilizado maiores concentracdes
de levedura em suas pesquisas (5,10 e 15%), ndo foi adicionada nenhuma
fonte de nitrogénio ao substrato no inicio das fermentagdes.

Com relagcao ao tempo em que foi verificado os maiores aumentos
protéicos, observou-se que nas fermentacbes em bandejas realizadas por
Araujo (2004) apos 48 h de processo alcangou-se um aumento protéico de 4
vezes. No presente estudo, o tempo 6timo de fermentagao foi reduzido para 8
h, isso deve-se ao fato de que durante as fermentacdes houve a mistura do
substrato a cada 2 h de processo e, principalmente a adicado da uréia ao
substrato que catalisou o processo. Considerando-se as mesmas condi¢des
iniciais do processo esse tempo foi ainda mais reduzido com a utilizagado do

tambor rotativo.



4.3.4. Caracterizacdo quimica da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente

Neste item sdo apresentados os valores das analises de caracterizagao
quimica da palma forrageira in natura e apds fermentagcdo semi-solida.
Foram realizados novos experimentos, em duplicata, fixando-se os niveis
das variaveis em 3% de concentracao de levedura e 5% de concentragao de
uréia, condicdo em que foram obtidos os maiores resultados de proteina
bruta e de aumento protéico, em ambos biorreatores estudados.

As Tabelas 4.24 e 4.25 apresentam os resultados da composi¢ao
quimica da palma forrageira in natura, logo apos a adicéo da levedura e da
uréia (tempo 0) e no melhor tempo da fermentacao, 8 h para o biorreator

bandeja e 4 h para o biorreator tambor rotativo.

Tabela 4.24. Valores da composi¢dao quimica da palma forrageira in natura e

enriquecida, com base no teor de matéria seca. Biorreator

bandeja
MS
MO PB P K Ca Mg EB
Amostra (%) AP Mca/
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
In natura 7,02 86,54 6,76 - 0,12 2,01 245 0,07 3,2

Tempo 0 14,01 86,28 24,02 355 0,17 242 252 0,09 3.8

Tempo 8h 19,03 86,13 4536 6,71 020 226 259 0,1 4,1




Tabela 4.25. Valores da composi¢dao quimica da palma forrageira in natura e
enriquecida, com base no teor de matéria seca. Biorreator

tambor rotativo

MS EB
MO PB P K Ca Mg
Amostra (%) AP Mca/
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
(b.u.) kg
In natura 7,96 87,09 6,84 - 0,13 2,01 2,53 0,08 3.1

TempoO 1891 86,80 27,69 4,05 0,18 240 258 0,1 3,8

Tempo 4h 18,99 86,56 46,01 6,73 020 242 261 01 4,3

O teor médio de matéria seca (MS) apresentado pela palma in natura
utilizada para o enriquecimento nos dois biorreatores foi de 7,49 + 0,66%.
Farias et al. (1984), FAO (2001) e Barbosa (1998) encontraram valores de MS
de 8,6; 6,8 e 6,7%, respectivamente. Comparando-se o teor de MS das
amostras in natura com os valores obtidos durante o processo, verifica-se um
aumento de 7,02-19,03%, apds 8 h de fermentacao realizada em bandeja e um
aumento de 7,96-18,99%, na amostra retirada apos 4 h de fermentacdo em
tambor rotativo. Este fato também foi evidenciado por Araujo (2004) quando
estudou o enriquecimento da palma por leveduras sem adicdo de uréia; o
aumento verificado foi de 9-14%. Perazzo Neto (1999) observou um teor de
matéria seca de 8,92% em relacao a 8,0% na forma in natura, quando estudou
o enriquecimento da palma com o Aspergillus niger. Ainda segundo Araujo
(2004) o fato observado deve-se a formacéo de CO; (evidenciando crescimento
da levedura) e evaporagao de H,O havendo dessa forma concentragdo de
massa no material fermentado em relagdo ao material na forma in natura.

O teor de matéria organica (MO) das amostras in natura foi de 86,81 +
0,39%. Esse valor € muito proximo aos encontrados por Araujo (2004) que foi
de 85,48% e Araujo et al. (2004) foi de 88,66%. Durante o processo de
enriquecimento percebeu-se uma pequena diminuicdo no percentual de
matéria organica, nos dois biorreatores estudados. Apos fermentagcéo obteve-
se 86,13% de MO depois de 8 h de processo utilizando-se bandeja e 86,56%
de MO apés 4 h em tambor rotativo. Este fato deve-se ao consumo de

carboidratos soluveis pelos microrganismos para sintese protéica (Araujo,



2004).

A palma forrageira in natura apresentou em média 6,8 + 0,06% de
proteina bruta (PB). Apds 8 h de fermentagcdo em biorreator bandeja alcangou-
se 45,36% de PB que correspondeu a um aumento protéico (AP) de 6,71
vezes. Quando utilizou-se o tambor rotativo o teor de PB foi de 46,01%
correspondendo a um AP de 6,73 vezes. Apesar de serem bem préximos os
valores de AP, deve-se lembrar que no tambor rotativo esse aumento foi
conseguido apdés 4 h de processo. Os valores de PB encontrados neste
trabalho, depois do enriquecimento nutricional estdo de acordo com as
especificagdes da norma de alimentagao da National Research Council (NRC)
(1989) que recomenda uma suplementagdo protéica contendo um teor de
proteina bruta de 14 a 16% para vacas secas, 18% em racgdes iniciais para
bezerros e de 20 a 24% ou mais dependendo da produgdo de vacas em
lactagao.

Comparando os percentuais de PB encontrados, neste trabalho, com os
teores protéicos recomendados pelo NRC apud Araujo (2004), observa-se que
a palma forrageira enriquecida nutricionalmente alcangou teores protéicos
superiores aos dos concentrados de aveia esmagada (14,7%), farelo grosso de
trigo (15,0%), torta de babagu (20,5%), coco da Bahia prensado (21,2%),
semente de algodao (23,1%), graos de ervilha (23,4%), farelo de babacu (24%)
e farelo de aveia (25,8%).

Segundo Santos et al. (1997) a palma forrageira apresenta altos teores
de cinzas na matéria seca, com destaque para o calcio, 2,25-2,88%; potassio,
1,5 - 2,45%; e fésforo, 0,10-0,14%. Segundo Wanderley et al. (2002) o NRC
recomenda, para os niveis de exigéncia de vacas em lactagdo, com base na
matéria seca, teores de fosforo, potassio e magnésio nas ragdes de 0,28 a
0,42%; 0,9 a 1,0%; 0,20 a 0,25%, respectivamente. Quando comparado a estes
valores, observa-se que os teores de P e de Mg alcangados apods
fermentagao, nos dois biorreatores, sdo um pouco inferiores ao valor minimo
exigido. Os teores de K e de Ca embora na forma in natura ja fossem
suficientes as necessidades do animal, apds enriquecimento foram elevados.

A palma forrageira na forma in natura analisada apresentou teor de
energia bruta igual 3,15 + 0,07 Mcal/Kg. Apds enriquecimento nutricional a

palma forrageira apresentou teores de energia bruta (EB) de aproximadamente



4,2 Mcal/Kg, nos dois biorreatores estudados. Segundo Araujo (2004) essa
cactacea apresenta altos teores de energia bruta. Isto significa que a mesma
possui carboidratos, principalmente monossacarideos na sua composi¢cao
quimica que podem ser utilizados pelos microrganismos no processo de
fermentacao, além de serem considerados uma das principais fontes de calor e
energia. Em seus estudos o autor encontrou uma pequena oscilagdo nos
valores de EB da palma durante seu enriquecimento protéico, o que sugeriu
uma instabilidade entre o consumo e a producdo de carboidratos durante o
processo, uma vez que o microrganismo utiliza os carboidratos para a sintese
de proteina.

De acordo com o exposto acima verifica-se que o objetivo de enriquecer
nutricionalmente a palma forrageira através da fermentacdo semi-solida
utilizando-se levedura e uréia, tanto em biorreator bandeja como em tambor
rotativo, foi alcangcado. A palma enriquecida podera ser utilizada como
suplemento nutricional (protéico, mineral e energético) para alimentagéo
animal, pois obedecem as normas estabelecidas pela NRC (1989) e podem
substituir parcialmente as racdes convencionais formando-se uma alternativa

de barateamento dos custos dos produtores.

4.3.5. Tempo de armazenamento do produto final

A Tabela 4.26 apresenta os resultados do percentual de proteina bruta
durante nove meses de armazenamento, referente ao experimento 2 realizado
nos testes preliminares, ou seja, condicdo em que obteve-se o maior aumento
protéico (temperatura de fermentacdo de 40 °C e 5% de concentragcado de
levedura).

Observou-se que o percentual de proteina bruta do produto final da
fermentagdo permanece o mesmo durante o intervalo de nove meses,
comparando-se com o ultimo valor de proteina analisado no processo de
fermentacao. Dessa forma, verificou-se que é viavel o armazenamento, por um
periodo de nove meses, da palma forrageira enriquecida nutricionalmente sem

adicao de uréia.



Tabela 4.26. Percentual de proteina bruta da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente durante armazenamento, expresso na base

seca
Tempo de armazenamento (meses)
0 3 6 9
Proteina bruta (%) 21,67 21,02 20,94 21,39

*

Tempo O representa a amostra analisada logo apos fermentagao
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5. CONCLUSOES

- O modelo de GAB ajustou melhor os dados experimentais das isotermas

de adsorg¢ao da palma forrageira in natura, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C.

- O modelo de Henderson foi o que melhor ajustou os dados
experimentais das isotermas de adsorgdo da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente, nas temperaturas de 30, 35 e 40 °C.

- O calor isostérico de adsorcdo da palma forrageira enriquecida

nutricionalmente decresce com o aumento da umidade de equilibrio.

- Nas fermentagdes realizadas nos teste preliminares consegui-se um teor
de proteina bruta de 21,23%, que corresponde a um aumento protéico de 2,6

vezes, quando comparado com o teor protéico bruta da palma in natura.

- Com os resultados do estudo preliminar fixou-se o intervalo de 24 h

como sendo o tempo limite das fermentagdes semi-sélidas da palma forrageira.

- O teor maximo de proteina bruta e de aumento protéico alcancados nas
fermentacdes realizadas em biorreatores bandejas foi de 40,61% e 6,05 vezes,
respectivamente. As condi¢gdes experimentais correspondentes a esses valores
foram: concentracdo de levedura 3% e concentragao de fonte de nitrogénio de
5%.

- O teor maximo de proteina bruta e de aumento protéico alcancados nas
fermentagdes realizadas em biorreator tambor rotativo foi de 43,27% e 6,44
vezes, respectivamente. As condi¢cdes experimentais correspondentes a esses
valores foram: concentragdo de levedura 3% e concentragdo de fonte de

nitrogénio de 5%.

- O tempo de fermentacdo em que alcangou-se os maiores resultados de

proteina bruta e de aumento protéico foi de 8 h para as fermentacdes



realizadas em bandejas e de 4 h para as fermentacdes realizadas em tambor

rotativo.

- Os estudos mostraram que o enriquecimento da palma por fermentagao
semi-solida, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser feito
com ou sem adigéo de fonte de nitrogénio. Encontrando-se em ambos os casos

valores de proteina bruta satisfatorios.

- A palma enriquecida podera ser utilizada como suplemento nutricional
(protéico, mineral e energético) para alimentagdo animal, pois obedece as
normas estabelecidas pela NRC (1989) e podem substituir parcialmente as
racbes convencionais formando-se uma alternativa de barateamento dos

custos dos produtores.

- Os teores de proteina bruta obtidos nesse trabalho estdo de acordo com
as normas da NRC (1989), independente do biorreator e da utilizagdo ou néo

de fonte de nitrogénio.

- O percentual de proteina bruta da palma forrageira enriquecida
nutricionalmente sem adi¢cao de uréia permanece o mesmo durante um periodo

de nove meses.
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6. PERSPECTIVAS
Como perspectivas para trabalhos futuros destacam-se:

- Avaliar a diminuigdo dos niveis de concentracdo da fonte de nitrogénio,

uréia, no processo de enriquecimento nutricional da palma forrageira;

- Testar o enriquecido produzido com animais a fim de obter informacdes

relacionadas ao desempenho no ganho de peso e produgao de leite;

- Estudar o tempo de armazenamento da palma enriquecida

nutricionalmente com a levedura Saccharomyces cerevisiae e uréia.

- Estudar a viabilidade econdémica do processo em escala piloto do

enriqguecimento nutricional da palma forrageira.
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APENDICE A



Tabela Al. Umidade de equilibrio (X, ) para a palma forrageira in natura em

funcdo da temperatura e da atividade de agua (a,,)

Temperatura
30 °C 35°C 40 °C
ay Xeq Ay Xeq ay Xeq
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,318 0,016 0,359 0,038 0,362 0,096
0,348 0,018 0,437 0,044 0,400 0,106
0,431 0,047 0,523 0,051 0,576 0,107
0,498 0,071 0,568 0,085 0,676 0,121
0,580 0,090 0,600 0,078 0,712 0,130
0,660 0,115 0,647 0,098 0,757 0,137
0,724 0,130 0,723 0,076 0,786 0,166
0,762 0,150 0,774 0,097 0,813 0,169
0,846 0,219 0,806 0,125 0,830 0,196
0,877 0,308 0,812 0,112 0,855 0,205
0,909 0,432 0,843 0,151 0,896 0,287
0,919 0,509 0,888 0,196 0,915 0,381
0,923 0,491 0,902 0,380 0,928 0,680
0,936 0,779 0,923 0,561 0,941 1,008




Tabela A2. Umidade de equilibrio (X,,) para a palma forrageira enriquecida

nutricionalmente em funcdo da temperatura e da atividade de

agua (a,,)
Temperatura
30 °C 35°C 40 °C
ay Xeq Ay Xeq ay Xeq

0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,390 0,033 0,406 0,035 0,409 0,033
0,523 0,061 0,521 0,049 0,511 0,056
0,615 0,080 0,607 0,079 0,596 0,058
0,651 0,093 0,662 0,090 0,643 0,077
0,748 0,114 0,737 0,108 0,734 0,090
0,774 0,118 0,785 0,124 0,769 0,119
0,819 0,162 0,806 0,154 0,830 0,152
0,865 0,196 0,863 0,173 0,867 0,185
0,884 0,241 0,875 0,198 0,869 0,183

0,898 0,208 0,920 0,210 0,887 0,227
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Figura 1A. Variagdo do pH e umidade em fungado do tempo de fermentacéo, a
temperatura de 40 °C. Testes preliminares: experimento 1 (1%

concentracao inicial de leveduras).
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Figura 2A. Variagdo do pH e umidade em fungao do tempo de fermentacéo, a
temperatura de 40 °C. Testes preliminares: experimento 2 (5%

concentracao inicial de leveduras).
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Figura 3A. Variagdo do pH e umidade em fungado do tempo de fermentacgéo, a

temperatura de 30 °C. Testes preliminares: experimento 3 (1%

concentracao inicial de leveduras).
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Figura 4A. Variagcao do pH e umidade em fungédo do tempo de fermentagéo, a

temperatura de 30 °C. Testes preliminares: experimento 4 (5%

concentracéo inicial de leveduras.
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Figura 5A. Variacdo do pH e umidade em fung¢ao do tempo de fermentacgao, a

temperatura de 33 °C e 3% concentragao inicial de leveduras.

Testes preliminares: experimentos 5.
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Figura 6A. Variagao do pH e umidade em fungédo do tempo de fermentagéo, a

temperatura de 33 °C e 3% concentragéo inicial de leveduras.

Testes preliminares: experimentos 6.
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Figura 7A. Variagao do pH e umidade em fungao do tempo de fermentacéo, a
temperatura de 33 °C e 3% concentragdo inicial de leveduras.

Testes preliminares: experimentos 7.



Tabela A3. Resultados da ANOVA para o percentual de proteina bruta. Testes

preliminares
Fonte de Soma Graus Média
. ~ L - . . I:caI/Ftab
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regresséao 44,979 3 14,993 0,645
Residuo 7,513 3 2,504
Soma total 52,493 6

Tabela A4. Resultados da ANOVA para o aumento protéico. Testes

preliminares
Fontes de Soma Graus de Média
. ~ L - . . I:caI/Ftab
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regresséao 0,994 3 0,331 0,523
Residuo 0,020 3 0,068

Soma total 1,015 6




Tabela A5. Resultados da ANOVA para o percentual de proteina bruta, no

tempo de 8 h. Biorreator bandeja

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagéo Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséao 334,87 4 83,72 116,27
Residuo 0,72 1 0,72

Total 335,59 5

Tabela A6. Resultados da ANOVA para o percentual de proteina bruta, no

tempo de 24 h. Biorreator bandeja

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséao 817,15 4 204,29 1511,00
Residuo 0,13 1 0,13

Total 817,28 5

Tabela A7. Resultados da ANOVA para o aumento protéico, no tempo de 8 h.

Biorreator bandeja

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagcao Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséo 7,24 4 1,81 139,18
Residuo 0,013 1 0,013

Total 7,25 5




Tabela A8. Resultados da ANOVA para o aumento protéico, no tempo de 24 h.

Biorreator bandeja

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséao 18,21 4 4,55 65,03
Residuo 0,07 1 0,07

Total 18,28 5

Tabela A9. Resultados da ANOVA para o percentual de proteina bruta, no

tempo de 2 h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséao 404,36 4 101,09 183,8
Residuo 0,55 1 0,55

Total 404,91 5

Tabela A10. Resultados da ANOVA para o percentual de proteina bruta, no

tempo de 6h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 1316,91 4 329,23 68,59
Residuo 4,80 1 4,80

Total 1321,71 5




Tabela All. Resultados da ANOVA para o percentual de proteina bruta, no
tempo de 8 h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 900,58 4 225,14 60,36
Residuo 3,73 1 3,73

Total 904,30 5

Tabela A.12. Resultados da ANOVA para o percentual de proteina bruta, no
tempo de 12 h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 597,67 4 149,42 107,49
Residuo 1,39 1 1,39

Total 599,06 5

Tabela A.13. Resultados da ANOVA para o aumento protéico, no tempo de 2

h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 7,85 4 1,96 392,5
Residuo 0,005 1 0,005

Total 7,85 5




Tabela A.14. Resultados da ANOVA para o aumento protéico, no tempo de 4

h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséao 27,25 4 6,81 170,3
Residuo 0,04 1 0,04

Total 27,29 5

Tabela A.15. Resultados da ANOVA para o aumento protéico, no tempo de 6

h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 29,93 4 7,48 93,53
Residuo 0,08 1 0,08

Total 30,01 5

Tabela A.16. Resultados da ANOVA para o aumento protéico, no tempo de 8

h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regressao 18,90 4 4,73 105,03
Residuo 0,04 1 0,04

Total 18,95 5




Tabela A.17. Resultados da ANOVA para o aumento protéico, no tempo de 10

h. Biorreator tambor rotativo

Fonte de Soma Graus de Média Teste F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica

Regresséao 11,12 4 2,78 61,78
Residuo 0,04 1 0,04

Total 11,17 5




