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RESUMO
PROJETO DE CURSO-1QWXO01

TITULO: ANALISE DE COMPOSIGAO NUTRICIONAL E PRODUCAO DE ENZIMAS EM
RESIDUO DE MACAUBA APOS FERMENTAGAO NO ESTADO SOLIDO

ALUNA: Nathalia Machado Lino de Moura
ORIENTADORA: Denise Maria Guimaraes Freire, D.Sc- Instituto de Quimica- UFRJ
CO-ORIENTADOR: Alexandre Guedes Torres, D.Sc — Instituto de Quimica - UFRJ

A busca por matérias-primas naturais no ambito do desenvolvimento tecnoldgico, em
qualquer setor, vem sendo prioridade nas grandes inddstrias. Um exemplo € a procura por fontes
alternativas para producdo de biodiesel. Atualmente, a maior parte do biodiesel produzido no
Brasil utiliza o 6leo de soja como matéria-prima, entretanto, a possibilidade de diversificacdo e
apoio a agricultura familiar abrem perspectivas promissoras para utilizacdo de outras espécies,
como a macauba (Acromia Aculeata).

Com a extracdo do 6leo da macalba sdo gerados residuos sélidos como a torta da polpa,
pobre em proteina e bastante fibrosa, podendo ser utilizada como insumo calorifico para caldeiras
ou como fertilizante para os campos cultivados de macatba, tanto “in natura” como na forma de
cinzas (CETEC,1983). Estes produtos poderiam ser utilizados para fins mais nobres (maior valor
agregado) como, por exemplo, ragdes. Entretanto, para este fim necessitariam ser melhorados
quanto a sua digestibilidade (diminuicéo de fatores anti- nutricionais) e teor protéico/ nutricional.

Deste modo, o presente trabalho avaliou a utilizagdo da Fermentacdo no Estado Sélido
(FES) na torta de macauba por fungos filamentosos oriundos da colecdo de cultura do LaBiM
(Laborat6rio de Biotecnologia Microbiana- IQ/UFRJ). Além da producdo de enzimas, este
processo avaliou o enriquecimento nutricional do rejeito utilizado pela reducdo de componenetes
anti-nutricionais e producdo de proteinas microbianas.

Dentre os fungos utilizados, o P.brevicompactum apresentou maior atividade lipasica (27
U/g) em 72 horas, atividade fitasica (0,1U/g) por 96 horas e tanasica de 8 U/g em 96 horas de
fermentacdo. Entretanto, as maiores reducdes dos teores de fatores anti-nutricionais foram
observados nas fermentacBes com o Aspergillus tamarii (87% de reducdo de &cido fitico) e
Aspergillus niger (50% de reducdo de substancias tanicas). Em relacdo ao teor protéico, as
proteinas geradas pelo crescimento fangico ndo foram suficientes para resultar no enriquecimento,
possivelmente apenas substituiram as que foram consumidas pelos mesmos.
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1. INTRODUCAO

A busca por matérias-primas naturais no ambito de desenvolvimento tecnolégico, em
qualquer setor, vem sendo prioridade nas grandes industrias. Um exemplo é a procura por
fontes alternativas de matéria-prima para producgéo de biodiesel. Atualmente, a maior parte do
biodiesel produzido no Brasil utiliza o 6leo de soja como matéria-prima, entretanto, a
possibilidade de diversificacdo e apoio a agricultura familiar abrem perspectivas promissoras

para utilizacdo de outras espécies como a macauba (Acromia Aculeata).

Macatba é uma palmeira nativa das Américas Central e do Sul, bem adaptada ao
cerrado brasileiro por sua resisténcia as secas e queimadas. Seus frutos sdo constituidos por
uma casca verde-amarelada dura, porém quebradica; por uma polpa de cor amarelo-
esbranquicada, rica em Oleo e fibras e por um carogo, formado por um tecido negro

extremamente duro que abriga a améndoa, branca e rica em 6leo (CETEC, 1983).

Com a extracdo do 6leo da macalba sdo gerados residuos sélidos como a torta da
améndoa, que tem alto valor protéico (50%) e tem aplicacdo no enriquecimento da racao de
gado, e as tortas da polpa, da casca e o endocarpo que sdo pobres em proteina e bastante
fibrosas. Estas ultimas podem ser utilizadas como insumo calorifico para caldeiras ou como
fertilizantes para os campos cultivados de macadba, tanto “in natura” como na forma de
cinzas (CETEC,1983). No presente trabalho, foi utlizada a torta da polpa, que na verdade é

uma torta contendo a polpa mais a casca do fruto.

A exploracdo da macalba como matéria-prima para a producdo do biodiesel e o
consequente aumento na producdo de residuos sélidos oriundos da cadeia do biodiesel tornam
necessario o desenvolvimento de metodologias que possibilitem a diminuicdo desses residuos
no meio ambiente. Uma das metodologias que pode ser utilizada € a Fermentacdo no Estado
Sélido (FES) que representa um processo para obtencdo de produtos de interesse
biotecnoldgico a baixo custo, tais como as enzimas e ainda possibilita o enriquecimento
nutricional do rejeito utilizado pela reducdo de componenetes anti-nutricionais (taninos e
fitatos) e producéo de proteinas microbianas (HOLKER et al., 2005; CASTILHO et al., 2000)

Fitatos séo sais de acido fitico (inositol hexafosfato, mio-inositol, 1,2,3,4,5,6-hexaquis
dihidrogenofostato) e ocorrem em muitas sementes oleaginosas e cereais utilizados na
alimentacdo humana e animal. (ONYANGO et al., 2008). Estes compostos apresentam acgéo

quelante e, desta forma, atuam inibindo a utilizacdo de proteinas e consequentemente de

1



aminoéacidos, como também complexando minerais importantes para 0 metabolismo como

calcio, magnésio, cobre e zinco (SELLE et al., 2007).

Ja os taninos, sdo considerados inibidores de digestdo de proteinas e fibras em
humanos e ndo-ruminantes, quelando minerais e proteinas dietéticas, diminuindo sua

biodisponibilidade assim como a de enzimas digestivas (BATTESTIN, 2007).

Dentre as enzimas possiveis de serem produzidas por FES podemos citar as lipases,
que poderiam ser empregadas como catalisadores bioldgicos na producdo do biodiesel; e as

fitases e tanases que atuariam na reducdo de compostos anti-nutricionais destes residuos.

As lipases sdo glicerol éster hidrolases (E.C.3.1.1.3.) que catalisam a hidrolise de
ligagBes éster carboxilicas presentes em triacilglicerois, liberando diglicerdis, monoglicerdis,
glicerol e acidos graxos (SHARMA et al., 2001).

As tanases sdo tanino acil hidrolases (E.C.3.1.1.20) que catalisam a hidrolise de
ésteres e ligacOes laterais de taninos hidrolisaveis produzindo glicose e acido géalico
(BANERJEE et al., 2009).

As fitases sdo mio-inositol-hexaquifosfato fosfohidrolases (EC 3.1.3.8) que catalisam
a liberacdo do fosfato de fitato (mio-inositol hexaquifosfato), o qual é a forma
predominantemente de fosforo em grdos cereais, leguinosas e sementes oleaginosas
(PANDEY et al., 2001).

Deste modo, o emprego de Fermentacdo em Estado Sdélido utilizando a torta da polpa
da Macalba como meio de cultivo é uma opcdo interessante para obtencdo de enzimas e
matéria-prima enriquecida para ra¢des a custo reduzido fechando um ciclo auto-sustentavel e

contribuindo para fixacao do trabalhador no campo (CASTILHO et al., 2000).



2. OBJETIVO

O objetivo geral do trabalho foi a realizacdo da fermentacéo no estado sélido em torta
residual da extracdo do 6leo da Macauba (torta da polpa com a casca), avaliando os efeitos
desta sobre a produgdo de enzimas (lipases, fitases e tanases) e o aumento da qualidade

nutricional dos rejeitos apds o processo fermentativo.

Como objetivos especificos do trabalho, tem-se:
e Avaliar o uso do rejeito da extracdo de 6leo de Macalba (torta) como meio de
cultivo para a producao de lipases, tanases e fitases por fermentacao no estado
solido pelos fungos Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Penicillium

brevicompactum e Aspergillus tamarii.

e Auvaliar o efeito do processo fermentativo no teor de componentes anti-

nutricionais como taninos e fitatos.

e Avaliar a composicdo quimico-nutricional dos rejeitos antes e apos a

fermentacao no estado solido.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA:

3.1 Rejeitos Agroindustriais

A geracgdo de residuos e subprodutos €é inerente a qualquer setor produtivo. O aumento
da conscientizagdo quanto ao meio ambiente, iniciada no século XX, deixou claro que o
grande desafio da humanidade para as proximas décadas é equilibrar a producdo de bens e
servigos, crescimento econémico, igualdade social e sustentabilidade ambiental (PELIZER et
al., 2007).

Os setores agroindustriais e de alimentos produzem grandes quantidades de residuos.
Esses residuos podem apresentar sérios problemas de disposicéo final e sdo potencialmente
poluentes, além de representarem perdas de matéria-prima e energia. Ao contrario do que
acontecia no passado, quando a maior parte dos residuos era disposta em aterros sanitarios
sem grandes preocupagdes dos produtores quanto aos cuidados necessarios para esse descarte;
ou ainda eram empregados sem tratamento para ragdo animal ou adubo, atualmente, conceitos
de minimizacdo, recuperacdo, aproveitamento de subprodutos e bioconversao de residuos sdo
cada vez mais difundidos e necessarios no contexto das cadeias agroindustriais (PINTO,
2004).

Estes residuos agroindustriais (solidos ou liquidos) sdo gerados no processamento de
alimentos, fibras, couro, madeira, producdo de aclcar e alcool, etc., sendo sua producéo,
geralmente, sazonal, condicionada pela maturidade da cultura ou oferta da matéria-prima. Os
residuos sdlidos sdo constituidos pelas sobras de processo, descartes e lixo proveniente de
embalagens, lodo de sistemas de tratamento de aguas residuarias, alem de lixo gerado no

refeitdrio, patio e escritorio da agroindustria (MATOS, 2005).

Segundo PELIZER et al. (2007), residuos solidos se diferenciam de lixo porque,
enquanto esse U(ltimo ndo apresenta valor de nenhuma classe e € destinado
inquestionavelmente ao descarte, 0s primeiros apresentam valor econémico agregado, pela
possibilidade de reaproveitamento no processo que o origina. Além disso, os residuos também
podem ser utilizados como matéria-prima para um novo processo, gerando um subproduto de

valor agregado.

Desta forma, o aproveitamento destes residuos sélidos em bioprocessos além de

proporcionar susbtratos alternativos para os mesmos e agregar valor a cadeia produtiva,



também ajuda a solucionar o problema ambiental causado por sua disposi¢do indiscriminada
no meio ambiente (REDDY et al. 2003; GODQY et al, 2011).

3.2 Macauba:

A macauba é uma palmeira de vasta distribuicdo geogréfica. Sua area de ocorréncia
estende-se desde os Estados de S&o Paulo e do Rio de Janeiro, passando por Minas Gerais e
por todo o centro-oeste, nordeste e norte do Brasil, até ultrapassar as fronteiras, atingindo a
América Central.

Figura 1: Palmeira macauba, seus cachos de frutos e seu fruto partido ao meio

Seus frutos sdo constituidos por: uma casca verde-amarelada, dura, porém quebradica;
a polpa, de cor amarela-esbranquigada, rica em 0leo e fibras; o carogo, formado por um tecido
negro extremamente duro que abriga a améndoa, branca e também rica em 6leo (CETEC,
1983) (Figl).

Na tabela 1 esta ilustrada a composi¢do do fruto da Macauba (SZPIZ et al., 1989;
CETEC, 1983):



Tabela 1: Composicéo do fruto da macauba (g/100g) (CETEC, 1983)

Caracteristicas Valores

Peso do fruto fresco (g) 40,0 - 66,0
Umidade do fruto fresco (%) 33,0-36,5
Casca do fruto seco (%) 195-24,1
Polpa do fruto seco (%) 34,3 -48,0
Endocarpo do fruto seco (%) 23,9-39,3
Améndoa do fruto seco (%) 6,1-7,3

Teor de 6leo na casca do fruto seco (%) 53-9,8

Teor de 6leo na polpa do fruto seco (%) 55,9 -69,9
Teor de 6leo na améndoa do fruto seco (%) 55,2 - 58,0
Teor de 6leo no fruto seco (%) 25,5-34,3
Teor de 6leo no fruto fresco (%) 16,2 -229

A palmeira de macaluba é uma excelente matéria-prima para a producdo de biodiesel;
podem ser aproveitados, além do 6leo, os produtos da polpa, a améndoa que se transforma em
torta para alimentacdo do gado, e as fibras que se transformam em carvdo de excelente
qualidade (AGRONEGOCIO, 2008).

3.3 Componentes Antinutricionais
3.3.1 Taninos:

Taninos sdo um grupo de diversos polifendis oligoméricos e poliméricos classificados
como metabolitos secundarios em plantas. Estas substancias sdo definidas como polimeros
fenolicos sollveis em agua que precipitam proteinas, estando os taninos condensados,

galotaninos e lagitaninos entre os mais comuns (FRAZIER et al., 2009).

As principais caracteristicas dessa classe de compostos séo: solubilidade em &gua,
exceto os de elevada massa molar; possuem a habilidade de ligar-se a proteinas, combinar-se
com a celulose e a pectina para formar complexos insollveis. Os taninos sdo considerados
compostos anti-nutricionais devido a propriedade que apresentam em formar complexos
insolUveis e permanentes com componentes nutricionais de grande importancia,

principalmente com proteinas, fazendo com que estes figuem indisponiveis para serem



absorvidos pelo organismo. Os taninos s&o classificados em dois grupos: taninos hidrolisaveis
e taninos condensados (BATTESTIN, 2007).

Taninos condensados sdo considerados inibidores de digestdo de proteinas e fibras em
humanos e ndo-ruminantes, agindo no trato digestivo e se ligando a proteinas e enzimas

digestivas prejudicando o metabolismo (FRAZIER et al., 2010).

Os taninos hidrolisaveis estdo presentes em folhas, galhos, cascas e madeiras de varias
arvores como: Terminalia, Phyllantus e Caesalpina, dentre outros géneros. Os taninos
hidrolisaveis sdo unidos por ligacao éster entre o grupo anel aromatico e o residuo de glicose
e entre 0s aneis aromaticos, sendo prontamente hidrolisados por &cidos, bases e enzimas (ex.

tanase).

Os taninos condensados (TC) ou proantocianidinas, com estrutura quimica compacta,
sdo mais vastamente distribuidos no reino vegetal que os taninos hidrolisaveis (BATTESTIN,

2007). Eles estdo presentes em grande quantidade nos alimentos normalmente consumidos.
3.3.2 Fitatos:

Os fitatos séo sais de acido fitico, sendo encontrados na forma de mio-inositol 1,2,3,4,5,6,
hexa-di-idrogéniofosfato. Na maioria das matérias-primas de origem vegetal utilizadas na
alimentacdo animal (grdos de cereais, legumes e sementes oleaginosas), boa parte do fésforo
mineral (75-80%) estd armazenada na forma de éacido fitico, que ndo é degradado pelos
animais monogastricos, como porcos, galinhas e peixes (OH, 2001; PANDEY et al. 2001;
SOCCOL et al. 2002). Alem de tornar o fésforo indisponivel, o fitato liga-se aos céations
bivalentes, como o calcio, cobre, magnésio, ferro, manganés e zinco impedindo a absorcéo
desses nutrientes no intestino do animal (LEHRFELD e MORRIS, 1992; LEHNINGER et al.
1993).

O fitato pode alterar significativamente as propriedades funcionais e nutricionais dos
alimentos (CHERYAN, 1980), desempenhando um papel antinutricional na alimentacdo de
humanos e monogastricos e a maior parte do fosforo contido neste composto é indisponivel e
excretado sem ser absorvido (RABOY et al., 1991; REDDY et al., 1989).

Por conseguinte, quando as fitases (enzimas que ndo estdo presentes em humanos e animais
monogastricos) sao empregadas para catalisar a clivagem dos grupos fosfato do acido fitico,
o0s cations complexados e proteinas também sao liberados, resultando em um aumento de sua

biodisponibilidade.



3.4 Componentes Nutricionais
3.4.1 Proteinas
As proteinas sdo macromoléculas complexas que podem constituir 50% ou mais do
peso seco das células vivas e tem um papel fundamental na sua estrutura e funcionamento. Ja
se isolaram e purificaram numerosas proteinas e sua massa molecular varia de 5.000 a varios
milhGes de Daltons. Estes biopolimeros sdo constituidos por carbono, hidrogénio, oxigénio,
nitrogénio e na maioria das vezes enxofre. Algumas proteinas, chamadas de metaloproteinas,

contém ferro, cobre, fésforo ou zinco.

As proteinas podem ser divididas em duas grandes classes: proteinas simples,
constituidas apenas por aminoacidos, e proteinas conjugadas, constituidas por aminoacidos
(parte protéica) e por outras substancias (parte ndo-protéica) ou por compostos organicos
extremamente complexos e de natureza coloidal. As proteinas das plantas séo classificadas em
dois grupos: proteinas de folhas e caules e proteinas de sementes (SOUZA et al., 2006).

As proteinas digeriveis, ndo tdxicas e economicamente utilizaveis sdo classificadas
como alimentares e podem ser estruturais (queratina, colageno e elastina, por exemplo), ou
apresentar atividade catalitica (enzimas) ou de transporte (transportadores de membrana). O
valor nutricional das proteinas alimentares, que também é denominado qualidade da proteina,
depende da quantidade e composicdo de aminoacidos essenciais presentes no alimento e da
disponibilidade bioldgica dos aminoacidos. Em ultima instancia, o principal determinante da
disponibilidade biol6gica dos aminoacidos é a digestibilidade das proteinas. Uma proteina
com composi¢do de aminodcidos bastante semelhante as necessidades de aminodcidos da
espécie a ser alimentada é descrita como sendo de alto valor nutritivo. Uma proteina
deficiente em um ou mais amino&cidos essenciais é considerada de baixo valor nutricional,
caso 0 aminoacido da proteina esteja presente em nivel inferior ao necessario, este é
denominado aminoécido limitante. Por sua vez, a digestibilidade das proteinas é limitada
principalmente pela presenca de inibidores de proteases, taninos, lectinas, entre outros fatores
anti-nutricionais normalmente presentes em sementes vegetais. Assim, geralmente as
proteinas alimentares de origem animal apresentam maior valor bioldgico do que as de origem
vegetal. (TAKAHASHI, 2005).

O requisito proteico na dieta envolve dois componentes: aminoacidos essenciais, que
ndo podem ser sintetizados a partir de outros aminoacidos e que sdo fundamentais para a

construcdo de proteinas e de diversos compostos com fungdes metabdlicas; e aminoéacidos ndo
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essenciais ou nitrogénio em quantidade suficiente para que os aminoacidos nao essenciais
possam ser sintetizados. A sintese de aminoacidos ndo essenciais requer gasto de energia e

usa esqueletos de carbono provenientes do metabolismo de glicidios e lipidios.

3.4.2 Lipideos

Nos animais os lipidios constituem a reserva energética fundamental, na forma de
gorduras (principalmente trigliceridios). Esses compostos armazenam energia de forma mais
concentrada do que carboidratos ou proteinas. Nos vegetais os lipidios normalmente se
encontram como 0leos ou ceras e a maior parte dos vegetais apresenta pequenas quantidades
de lipidios, porém algumas sementes apresentam elevado teor destas substancias. Estas
sementes sdo denominadas oleaginosas e suas plantas s&o muito importantes comercialmente
(MULLER E TOBIN, 1995).

Além de fornecerem energia, os acidos graxos da alimentacdo servem de veiculo e de
estimulo para a absorcao das vitaminas lipossoltveis A, D, E e K e de substrato para a sintese
esterdides como o colesterol. Este por sua vez contribui para a manutencdo da fluidez de
membranas celulares, na neutralizacdo de substancias citoliticas e para a sintese de numerosos
horménios (SOUZA, 2008).

3.4.3 Glicidios

Os carboidratos sdao moléculas compostas de carbono, hidrogénio e oxigénio. O nome
carboidrato ou hidrato de carbono se refere ao fato de que a proporcdo de hidrogénio e
oxigénio geralmente se iguala a da 4gua (MULLER E TOBIN, 1995).

Nutricionalmente, os carboidratos podem ser classificados em carboidratos fibrosos
(CF) e ndo fibrosos (CNF). Segundo MERTENS (1996), os CF sdo representados pela
celulose e hemicelulose e s&o descritos como sendo de lenta e as vezes incompleta degradacao
no trato gastrointestinal (TGI). Enquanto que os CNF sdo representados pelos aclcares
sollveis, amido e pectina, que sdo de rapida e completa digestdo no TGI, que mediante um
complexo sistema metabdlico representam a principal fonte de energia para o0 organismo
animal (HENRIQUES et al., 2007).



O amido é a principal reserva de carboidratos dos vegetais e o glicogénio dos animais.
As sementes e o0s Orgdos de armazenamento subterrdneos como o0s tubérculos sdo
provavelmente a fonte de amido mais importante para o0 homem. O glicogénio é conhecido
freqiientemente como amido animal porque constituem o carboidrato armazenado nas células
animais. No entanto, em plantas como o arroz também pode ser encontrada pequenas
quantidades de glicogénio. (MULLER E TOBIN, 1995).

3.4.4 Ferro

O corpo humano contém aproximadamente 4,0 g de ferro, dos quais 2,5 g se
encontram na hemoglobina, 0,5 g se encontram nos tecidos e aproximadamente 1,0 g se
encontra como ferritina (um complexo de ferro e proteina) nos fagdcitos do sistema reticulo-
endotelial, principalmente no da medula 6ssea, baco e figado (MULLER E TOBIN, 1995).

O ferro desempenha sua principal fungdo em um processo oxidativo corporal, que
inclui a transferéncia do oxigénio desde a atmosfera até os tecidos via sangue e,
seguidamente, dentro dos tecidos a oxidacdo de substratos por transferéncia de elétrons ou
atomos de hidrogénio em citocromos (MULLER E TOBIN, 1995).

O ferro se apresenta em uma ampla variedade de alimentos, porém em cada alimento
se observa uma grande diferenca de concentragdo. Geralmente, a disponibilidade do ferro é
mais importante do que sua quantidade total. Normalmente sé uma propor¢do muito pequena
da ordem de 1mg por dia é absorvida a partir de uma ingestdo total normal de 14mg. O ferro
de procedéncia animal é melhor absorvido do que o das fontes vegetais. Varios outros fatores
também tem uma importante funcdo em relacdo a proporcéao de ferro absorvida. Por exemplo,
a velocidade de absorcdo (homeostase) é aumentada quando decresce a concentracdo de ferro
ja presente no organismo. Este mecanismo regulatorio de absorcdo de ferro ainda ndo foi
elucidado (MULLER E TOBIN, 1995).

Apenas a forma reduzida do ferro (ion ferroso) é absorvida, sendo favorecida pela
presenca de agentes redutores, tais como 0 acido ascorbico e o aminoécido cisteina. Essa
absorcdo ¢ inibida pela presenca de &cido fitico (MULLER E TOBIN, 1995). No caso de
suplementacédo de racOes para animais a fonte de ferro mais usada € o FeSO,.7H,0. Apesar da
alta biodisponibilidade, esta substancia, forma grandes cristais cujas propriedades reoldgicas

ndo permitem boa distribuicdo nas ragdes. Ademais, devido a sua elevada reatividade, este
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composto possui grande potencial pro-oxidante e reage com outros componentes da ragao,
produzindo caracteristicas organolépticas indesejaveis ou se tornando menos disponivel para
absorcdo (COCATO et al., 2008).

Uma dosagem excessiva de ferro nas races pode prejudicar os animais pela maior
formagéo de cristais, dificultando mais a absor¢do. Com o0 enriquecimento das racOes de
maneira adequada, se possivel utilizando o ferro biodisponivel intrinsecamente na matéria-
prima utilizada para fabricacéo destas ragdes, o risco de uma super dosagem e de ter prejuizos

causados por ela sdo praticamente nulos (ROSA, 2010).

3.45 Uréia

A uréia destaca-se como fonte de nitrogénio ndo-protéico que € utilizada como
complemento na alimentacdo de animais, principalmente ruminantes, e € tida como uma
importante fonte de nitrogénio para estes animais. Por outro lado, esta substancia possui baixa
aceitabilidade pelos animais e é segregada quando misturada com outros ingredientes e possui
alta toxicidade, que é agravada pela elevada solubilidade no rimen. Deste modo, é importante
salientar que o uso da uréia é limitado, sendo encarado como uma complementacdo, e nao

uma prética que vai resolver todos os problemas nutricionais, inclusive de custo.

No caso de ruminates, estes sdo capazes de converter nitrogénio ndo protéico — como
no caso da uréia — em proteinas de boa qualidade, ou seja, através de sua flora microbiana
ruminal. Ja no caso de peixes, a uréia atua como elemento toxico, ja que estes ndo sdo capazes
de realizar a conversdo como 0s ruminantes e excretam amonia, 0 que ainda resultaria em
gasto de energia para converter uréia em amonia para poder haver a eliminacdo
(TAKAHASHI, 2005).

Quando a administracdo de uréia na racdo de animais é realizada de forma
indiscriminada permitindo a ocorréncia de intoxicagdo, os sinais clinicos sdo decorrentes da
alta concentracdo de gas dioxido de carbono e amoénia no organismo do animal devido a acéo

da enzima uréase.

A presenca de uréia naturalmente na ragdo utilizada para alimentacdo de animais
favorece o enriquecimento nutricional, melhorando o teor de nitrogénio necessario para o

desenvolvimento animal e diminui a possibilidade de ocorréncia de intoxicagéo.
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3.5 Rejeitos agroindustriais e enriquecimento Nutricional

O beneficiamento de vegetais, a extracdo de 0leos de sementes oleaginosas e outros
processos resultam na producdo de rejeitos denominados rejeitos agroindustriais que

necessitam de um destino adequado ap6s serem gerados.

Uma das alternativas de utilizagdo destes rejeitos agroindustriais € o seu uso como
matéria-prima para ragdo animal, sendo utilizado diretamente como ragdo, sem necessitar de
qualquer tratamento ou ainda como substituto parcial de algum componente de racdes,

necessitando ou ndo de tratamento anterior a sua utilizacdo (ROSA, 2010).

Uma das maneiras de viabilizar a utilizagdo destes rejeitos € promovendo o
enriquecimento nutricional destas matérias-primas, aumentando seu valor protéico e
removendo componentes anti-nutricionais e/ou toxicos que possam estar presentes (GODOY
et al, 2009).

A adicdo de enzimas a racdo, como meio de promover o enriquecimento, permite um
aumento da sua digestibilidade e reducdo da carga poluente produzida, devido a uma menor
excrecdo de nitrogénio e fosforo pelos animais. As enzimas servem para catalisar a
degradacéo de substancias com efeitos anti-nutricionais ou para suplementar a capacidade de
digestdo dos animais, em particular na sua fase inicial de desenvolvimento. Estas enzimas
exogenas podem ser derivadas de fontes microbianas, animais e vegetais, sendo que a maioria

provem da fermentacdo de bactérias e fungos (FREIRE et al., 2008).

Enzimas também podem ser empregadas para aumentar a disponibilidade de nutrientes,
ja que, em principio, a ma digestibilidade das matérias primas é consequéncia de baixa
atividade de enzimas enddgenas (enzimas do trato digestivo) (FREIRE et al., 2008). Uma
tecnologia empregada também para o enriquecimento nutricional é a Fermentacdo no Estado
Solido (FES), que pode proporcionar aumento no teor de componentes nutricionais,
principalmente proteinas oriundas da proliferacdo dos microrganismos utilizados no processo
fermentativo (ROSA, 2010).

O enriquecimento nutricional de rejeitos agroindustriais pode ser realizado por meio do

crescimento microbiano.

Fungos filamentosos e leveduras podem ser cultivados em grande escala e serem
utilizados como fonte de proteina para alimentacdo humana e animal. Estas células

microbianas quando secas, sdo denominadas de Proteinas de Organismo Unicelular (POU).
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Aspergillus niger, Saccharomyces cerevisiae, Fusarium graminearum, Penicillium
cyclopium e alguns fungos da podriddo branca sé&o exemplos de microrganismos utilizados
mundialmente como fontes de POU. Estes referidos microrganismos podem ser cultivados em
diferentes substratos que, geralmente, sdo oriundos da inddstria processadora de alimentos.
Possuem, como caracteristicas principais, agucares redutores, materiais fibrosos e diversos

nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento (VENDRUSCOLDO et al., 2009).

Aspergillus niger tem sido utilizado para enriquecimento protéico de varios materiais
devido a sua facilidade de crescer em meio solido e por apresentar teores protéicos adequados
para alimentacdo animal além de ser considerado seguro para o consumo animal (ROSA,
2010).

3.6  Fermentacao no estado solido (FES)
3.6.1 Caracteristicas da Fermentacao no estado sélido

A Fermentacdo no estado sélido (FES) consiste na utilizacdo de um meio de cultivo
solido como fonte de nutrientes e suporte para crescimento de micro-organismos. O
crescimento microbiano pode se dar tanto na superficie do material sélido quanto por meio de
penetracdo do mesmo. Nesse processo deve haver auséncia ou 0 minimo possivel de &gua
livre, uma quantidade que assegure o crescimento e metabolismo das células, mas que nédo
exceda a capacidade de retencdo de agua na matriz (RAHARDJO et al., 2006; MITCHELL et
al., 2002; AIDOO, et al., 1982).

Nos Ultimos anos, a FES tem atraido grande atencdo por parte dos pesquisadores
devido as muitas vantagens apresentadas sobre a tradicional fermentacdo submersa (FS),
sendo utilizado principalmente para producdo de enzimas hidroliticas (GODQY et al., 2009;
GUTARRA et al., 2009,2007 e 2005; MAHANTA et al., 2008; VARGAS et al., 2008;
CAVALCANTI et al., 2005; MITCHELL et al., 2002), aromas (FERRON, et al., 1996) e
corantes (JOHNS E STUART, 1991). Algumas diferencas entre FES e FS estdo listadas na
Tabela 2:
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Tabela 2: principais diferencgas entre FES e FS

Fermentacdo no Estado solido

Fermentacdo Submersa

Meio de cultivo sem fase liquida;
Substratos insolUveis em &gua;

Agua presente apenas o suficiente para o

crescimento do microrganismo;

A absorcéo de nutrientes ocorre a partir do

substrato solido umedecido;

Presenca de gradientes de calor, nutrientes,

produtos de metabolismo e O,;

Maiores concentrac6es de indculo;

Meio de cultivo com fase liquida;

Substratos solUveis em &gua;

Grande quantidade de agua;

Ocorre a absorcdo de nutrientes dissolvidos
no liquido;

Calor, nutrientes, produtos de metabolismo

e O, uniformemente distribuidos;

Menores concentragdes de indculo;

Fonte: (MITCHELL E LONSANE, 1992)

Uma vantagem da FES em relacdo a Fermentacdo submersa (FS) é o emprego de
meios de cultivo de baixo custo, como residuos agroindustriais. Em um pais como o Brasil,
onde sdo geradas anualmente toneladas de residuos solidos da agroindustria, tal caracteristica
torna-se ainda mais interessante (GRAMINHA et al., 2008).

Outra importante vantagem da FES sobre a FS se baseia no seu aspecto econdmico.
CASTILHO et al. (2000) realizaram uma analise econémica da producdo de lipase por
Penicillium restrictum tanto por FES quanto por FS. Os autores relataram que o investimento

total necessario para a producdo de lipase por FS foi 78% maior comparativamente a FES.

Entretanto, o processo de FES apresenta algumas desvantagens (LU et al., 1998;
HOLKER E LENZ, 2005) como:

= 0s tipos de micro-organismos que podem ser usados séo limitados, em funcéo das

condicBes do processo, tais como baixa concentragdo de agua livre;

= dificuldade de remocéo de calor do sistema que, quando em larga escala, torna-se

extremente necessaria;

= 0 monitoramento de pH, O, e CO; é dificultado.
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3.6.2 Fatores que afetam o crescimento microbiano

Dentre os fatores importantes para o crescimento microbiano em FES, o tamanho de
particulas (granulometria) e niveis de umidade ou atividade de agua (Ay) s@o considerados 0s
mais criticos (PANDEY et al.,1999). A disponibilidade de agua ao microrganismo pode ser
tratada em termos de atividade de &gua do ambiente, sendo definida como a razdo entre a
pressdo de vapor da &gua no substrato e a pressao de vapor da &gua pura. A A, representa,
portanto, a fracdo de moléculas de agua no sistema que apresenta as propriedades da agua
pura e é a medida da fracdo de agua que esta efetivamente disponivel para 0 microrganismo
(MITCHELL et al., 2002).

A umidade a ser utilizada na FES ira depender, principalmente, da capacidade méxima
de retencdo de agua da matriz sélida utilizada. Niveis de umidade maiores ou préximos ao
limite de retencdo de agua do substrato levam a uma compactacdo do meio, diminuindo sua
porosidade e, consequentemente, dificultando a transferéncia de oxigénio pelo mesmo. Por
outro lado, niveis de umidade muito baixos causam uma maior dificuldade na solubilizagdo
do substrato, tornando-o de dificil acesso para o microrganismo e, desta forma, dificultando o
seu crescimento (MAHADIK et al., 2002).

O tamanho das particulas do substrato sélido utilizado torna-se fator de grande
importancia para a fermentagdo devido a sua influéncia no crescimento do microrganismo, ja
que o diametro da particula pode viabilizar ou impedir o acesso a nutrientes e facilitar ou
dificultar as transferéncias de calor e de massa durante o processo de fermentacdo. Para
garantir que a granulometria utilizada seja a ideal, muitas vezes s@o realizados testes tanto
para medir a capacidade de absorcdo de agua quanto testes de crescimento com o préprio
microrganismo a ser utilizado para que se possa estabelecer a melhor condicdo de cultivo
(ROSA, 2010).

3.6.3 Micro-organismos utilizados em FES

Muitas bactérias, leveduras e fungos filamentosos crescem em substratos solidos,
dando origem a diversos produtos de interesse, porém, os fungos filamentoos sdo 0s mais
adaptados a este sistema (MITCHELL E LONSANE, 1992).

A morfologia dos fungos filamentosos permite que estes consigam absorver melhor os

nutrientes dos meios de cultivo, promovendo assim um melhor desenvolvimento destes
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micro-organismos. A penetracdo das hifas permite uma maior acessibilidade aos nutrientes do
que no caso dos micro-organismos unicelulares, reduzindo a distancia em que os processos de
difusdo devem ocorrer. Este fato permite que o fungo continue se desenvolvendo mesmo que
0s nutrientes da superficie tenham acabado como acontece nos estagios finais da fermentacéo
(GUTARRA, 2003).

Além disso, os fungos possuem varias caracteristicas fisioldgicas que favorecem o seu

uso em FES (GUTARRA, 2003):
e Os fungos tém a capacidade de crescer em meios com baixa atividade de agua
(Aw) e pH baixo. Em alguns sistemas é possivel combinar baixa Aw e pH baixo,
produzindo um ambiente favordvel ao crescimento do fungo e seletivo contra

muitas leveduras e bactérias, evitando contaminacoes;

e Muitos fungos crescem, na natureza, em materiais solidos como madeira e folhas,
produzindo enzimas hidroliticas para degradar as macromoléculas presentes. Na
presenca de meios de cultivo sélidos da agroindustria, as celulases e amilases sdo
as enzimas mais produzidas, porém proteases e lipases podem ser produzidas para

auxiliar na degradacéo e penetracao;

e A grande maioria dos fungos filamentosos produz esporos. O indculo de esporos é
mais facil de ser preparado e pode ser estocado por mais tempo do que células

vegetativas.

3.7 Enzimas hidroliticas

3.7.1 Lipases:

As lipases sdo glicerol éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3) classicamente definidas como
enzimas que catalisam a hidrélise de ligacOes ester carboxilicas presentes em triacilglicerais,
liberando diglicerdis, monoglicerois, glicerol e é&cidos graxos (JAEGER et al.,, 2002;
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SHARMA et al., 2001). Além de catalisarem naturalmente reacdes de hidrolise, sdo também
capazes de promover reacOes reversas de sintese, como esterificacdo, acidolise, alcodlise,

interesterificacdo e amindlise, em ambientes aquo-restritos (JAEGER et al., 2002).

As lipases sdo amplamente distribuidas na natureza em micro-organismos e eucariotos
superiores. Em animais, as lipases obtidas do pancreas de porco e de seres humanos sédo as
mais conhecidas e investigadas dentre todas as outras lipases. Nesses organismos elas estéo
envolvidas em varios estagios do metabolismo de lipideos, incluindo digestdo de gorduras,
absorcédo, reconstituicdo e no metabolismo de lipoproteinas. Em plantas, as lipases sdo
encontradas nos tecidos de reserva de energia de diversas plantas entre elas algumas
oleaginosas como a mamona (Ricinus communis) e canola (Brassica napous). No entanto,
para a producdo industrial ndo s6 de lipases, como da maioria das enzimas industriais, 0s
micro-organismos sdo a fonte preferida, uma vez que estes possuem menor tempo de geracao,
alto rendimento de conversdo de substrato em produto, grande versatilidade e maior
simplicidade na manipulacdo genética de sua capacidade produtiva e das condic¢des de cultivo
(PANDEY et al., 1999).

Como a diversidade de substratos em que se desenvolvem € grande, 0S micro-
organismos produzem diferentes tipos de lipases, no que tange a especificidade em relagdo
aos substratos e também as faixas 6timas de pH e temperatura. As lipases sdo produzidas por
bactérias, fungos filamentosos e leveduras, permitindo que estes micro-organismos utilizem
lipidios de origem animal e vegetal como fonte de carbono e energia para 0 seu crescimento
(FREIRE et al., 2000). As lipases microbianas sdo, em geral, mais interessantes que lipases de
origem vegetal e animal devido & sua natureza extracelular, baixo custo de produgdo e a
estabilidade em solventes organicos (PANDEY et al. 1999).

O uso destas enzimas permite a modificacdo das propriedades dos lipideos,
transformando um lipideo ndo desejavel em um lipideo de propriedades especificas e de alto
valor agregado. Na industria de alimentos, as lipases podem ser empregadas durante o
processo ou posteriormente adicionadas para obtencdo de propriedades organolépticas
adequadas, tais como sabor, aroma, textura e digestibilidade de diversos produtos
(GUTARRA et al., 2003).

Tecnologias como recombinacdo génica e engenharia de proteinas propiciaram a
obtencgdo de enzimas com novas caracteristicas (atividade, estabilidade a altas temperaturas e
amplas faixas de pH, seletividade, especificidade) e mais dirigidas a substratos e condi¢des de
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interesse industrial, promovendo a expansdo da aplicacdo destas enzimas( BJORKLING et
al.,1991; JAEGER E EGGERT, 2002).

3.7.2 Tanases:

Tanino acil hidrolase, conhecida como tanase (E.C.3.1.1.20) é uma enzima que
catalisa a hidrolise de ésteres e ligagdes laterais de taninos hidrolisaveis produzindo glicose e
acido galico (BANERJEE, D.; MONDAL, K.C.; PATI, B.R., 2009). Ela é uma enzima
extracelular, induzivel, produzida na presenca de acido ténico por fungos, bactérias e
leveduras (AGUILAR, C. et al., 1999), que age diretamente na quebra dos taninos, compostos

anti- nutricionais que quelam proteinas, contribuindo para o enriquecimento nutricional.

A tanase pode ser obtida a partir de fontes vegetal, animal e microbiana, sendo 0 meio
microbiol6gico a fonte mais importante de obtencdo da mesma, uma vez que as enzimas
produzidas desta forma sdo mais estaveis do que aquelas obtidas por outros meios. Além
disso, micro-organismos podem produzir altas quantidades desta enzima de maneira continua,

com consequente aumento de rendimento (BANERJEE et al., 2009).

A principal utilizacdo das tanases é na producdo de acido géalico, chas instantaneos, na
estabilizacdo da coloracdo de vinhos, refrigerantes a base de café, processo de tratamento de
couro, detanificacdo de alimentos e para tratamento de efluentes na industria de couros
(BANERJEE et al., 2009).

3.7.3 Fitases:

Fitase (mio-inositol-hexaquifosfato fosfohidrolase (EC 3.1.3.8)) € uma enzima que
catalisa a liberacdo do fosfato de fitato (mio-inositol hexaquifosfato), o qual é a principal
forma de fdésforo predominantemente ocorrendo em grdos cereais, legumes e sementes
oleaginosas (PANDEY, A, 2001).

Pesquisas mostram que o0 uso da enzima fitase tem proporcionado acréscimo na
digestibilidade do fdsforo ndo disponivel na alimentacdo de animais monogastricos,
produzindo um significante beneficio econémico e ambiental. Ambiental porque hidrolisando
o fitato e produzindo mais fésforo aproveitavel para a digestdo, h4 diminui¢do nos niveis de

fosforo eliminados pelos animais no meio ambiente (BASF, 2001).
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4. MATERIAL E METODOS

Os nutrientes utilizados na formulacdo dos meios de cultura para fermentacdo no
estado sélido e seus respectivos fornecedores encontram-se listados na Tabela 3. Todos os
demais reagentes utilizados séo de grau analitico.

Tabela 3: Listagem de reagentes utilizados no preparo do meio de cultivo para producédo do in6culo da
fermentacdo no estado solido.

PRODUTO FORNECEDOR

Amido soluvel Vetec

MgSO, 7H,0 Reagen

(NH,),S0, Reagen

KH,PO, Reagen

CaCoO; Reagen
Extrato de Levedura Difco
Oleo de Oliva Galo
Agar Vetec

4.1 Meio de cultivo para Fermentacao no Estado Solido

A torta da polpa do fruto da macadba utilizada neste trabalho foi adquirida de uma
usina de processamento em Montes Claros-MG. Esta torta foi submetida a um processo de
separagdo granulométrica por peneiras obtendo particulas com didmetro menor que 0,42mm.
O meio de cultivo para os micro-organismos foi apenas a torta da polpa da macalba, sem

suplementacao.

4.2 Microorganismos

Foram utilizadas cepas de quatro microorganismos: Aspergillus niger, Penicillium
brevicompactum, Rhizopus oryzae e Aspergillus tamarii. Esses dois ultimos fungos foram

isolados do fruto da macaudba e classificados pela Genotyping Tecnology Prospecta.Os outros
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dois foram isolados por FREIRE (1996) e pertencem a colecdo de cultura do Laboratério de
Biotecnologia Microbiana (LaBiM- IQ/UFRJ).

4.3 Preparo do inoculo

A obtencdo do indculo para a FES foi realizada por meio da propagacdo dos esporos
das cepas de Penicillium brevicompactum, Rhizopus oryzae e Aspergillus tamarii a 30°C por
7 dias em meio (M1P) com a seguinte composic¢do (% m/v): sulfato de amonio (0,5%) ,amido
solavel (2,0%); MgS0O4.7H,O (0,025%); KH,PO, (0,05%); CaCOs; (0,5%); extrato de
levedura (0,1%); 6leo de oliva (1,0%); e agar (2,5%).

Para o fungo Aspergillus niger, a propagacdo foi feita por 7 dias a 30°C em meio
(PDA) com a seguinte composico (% m/v): de &gar batata (PDA) (3,9%); Agar puro (1,5%);

o6leo de oliva (1%p/v); de agua (volume de interesse para quantidade de meio);

Os esporos foram entdo raspados, suspensos em tampao fosfato de sédio (100 mM, pH 7)
e contados em camara de Neubauer. A concentracdo de esporos utilizada como inéculo foi a
de 107 esporos/g de meio sélido (massa seca), comum a todos os fungos (GOMBERT et al,
1999).

4.4 Fermentacdo no estado solido

Para 0 processo fermentativo, foram utilizados reatores do tipo bandeja (53cm?), contendo
20g de rejeito com 1cm de altura de leito e umidade inicial 50% . Foram incubados em
camaras com temperatura controlada a 30°C e sob injecdo de ar umido com 95% de saturacéo,
de forma a manter a umidade inicial do meio. Parametros como umidade e atividade de agua

(Aw) e atividades enzimaticas foram medidos ao longo da fermentagéo.

A fermentacdo foi conduzida por periodo de 96 horas com amostragem a cada 24

horas de fermentacao.

4.5 Medida de umidade

A umidade foi analisada diretamente em balanca determinadora de umidade, com
aproximadamente 0,5g do material fermentado.
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4.6 Medida da atividade de agua (Aw)

Amostras de aproximadamente 1,0g de material fermentado foram analisadas em um

higrdmetro, para a determinacgéo da atividade de agua.

4.7 Extracdo das enzimas para determinacdo das atividades enziméticas

Lipase

Ao final da fermentagdo, a obtencdo do extrato contendo o pool de enzimas foi feita por
adicdo de 5mL de tampéo fosfato de sédio (100mM, pH 7,0) por grama de torta fermentada.
A extracdo foi realizada em frascos agitadores na temperatura de 35°C e 200 rpm por 20

minutos.

Posteriormente, o rejeito foi prensado para obtencdo do extrato enzimatico bruto e
depois centrifugado a 3000rpm por 5 minutos para remocdo de sélidos mais finos. O
sobrenadante foi utilizado para dosagem da atividade lipasica.

Tanase

A obtencdo do extrato enzimatico foi feita utilizando tampé&o acetato de sédio 0,2M pH
5,0, sendo 5mL por grama de torta fermentada. A extracdo enzimatica foi realizada em um
agitador rotatorio a 35°C e 200 rpm por 20 minutos. Posteriormente, o material foi prensado
manualmente para a obtencdo do extrato enzimatico bruto, o qual foi centrifugado a 3000 rpm

por 5 minutos para remocao de solidos mais finos.

Fitase

A obtencdo do extrato enzimatico para determinacdo da atividade fitasica foi feita em
agua deionizada, sendo 5mL por grama de torta fermentada. A extracdo enzimatica foi
realizada em um agitador rotatorio a temperatura ambiente e 120 rpm por 1 hora.
Posteriormente, o rejeito fermentado foi prensado manualmente para a obtencdo do extrato
enzimatico bruto, o qual foi centrifugado a 2000 rpm por 8 minutos para remocao de sélidos

mais finos.
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4.8 Dosagem das atividades Enzimaticas

Lipase

A atividade lipasica foi determinada por método titulométrico, utilizando dleo de oliva
como substrato (5,0% m/v) emulsionado por 3 minutos com goma ardbica (5% p/v) em
tampdo fosfato (100 mM, pH 7,0). O extrato enzimatico (1 mL) foi adicionado a 19 mL de
emuls&o e incubado por 20 minutos a 35°C sob agitacdo (200 rpm). A reacao foi interrompida
pela adicdo de uma solucéo de acetona-etanol (1:1 v/v), que também promove a extracdo dos
acidos graxos liberados. Os &cidos graxos livres foram titulados com solucéo 0,04N de NaOH
em titulador automatico até um valor final de pH 11,0. Os brancos reacionais foram obtidos

adicionando-se o preparado enzimatico apos a solugédo acetona-etanol.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) € definida como a quantidade de enzima que
produz 1pmol de acido graxo por minuto, nas condigdes de ensaio (FREIRE et al., 1997). O
valor da atividade foi expresso em U por grama de massa seca inicial. (GOMBERT et al.,
1999):

)= (Va—Vhb)x M x1000zmol

Atividade(U /mL
txe

(Equacdo 1)

Onde:

Va = volume de soda utilizado na titulacdo da amostra (mL)
Vb = volume de soda utilizada na titulagdo do branco (mL)
M = molaridade da soda

t = tempo de reacdo (min)

e = volume de enzima (mL)

A atividade lipolitica por grama de torta seca (U/g) foi calculada pela Equacao 2.

= U/mb)xvt

Atividade(U /g (Equagdo 2)
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Onde:
Vt = volume de tampdo utilizado na extra¢do da enzima;

m = massa seca de torta (g)

Tanase

A solucdo de substrato foi preparada pela adigdo de 0,5 % (m/v) de acido tanico em
tampéo acetato pH 5,5 - 0,2 M. A reagdo foi realizada adicionando 0,3 mL da solucdo de
substrato com 0,05 mL de extrato enzimatico bruto e incubada a 60°C por 10 minutos. Apos a
incubac&o, a reacdo foi paralisada pela adi¢cdo de 3 mL de solugéo de albumina de soro bovino
(BSA) preparada na concentracdo de 1 mg/mL e 0, 17 M de cloreto de so6dio em tampao
acetato pH 5,0 - 0,2 M, e em seguida centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos. O precipitado
foi ressuspenso em 3 mL de solucdo SDS-trietanolamina acrescido de 1 mL de solucdo de
FeCls. A absorbéancia foi medida apds 15 minutos em 530 nm (MONDAL et al, 2001).

A atividade (U) foi calculada segundo a Equacdo 3, onde o fator de conversao é obtido
a partir de uma curva padréo feita com acido tanico. Uma unidade de atividade enzimatica de
tanase (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necesséria para produzir 1 pmol
de &cido tanico por minuto, nas condicdes de reacao.

Atividade (U /mL) = %Xf (Equacio 3)
xXe

Onde:

A = absorvancia da amostra;

D = diluigdo da solucdo enzimatica;

f = fator de converséo, obtido da curva padrdo (mg/mL)

e = volume da solugdo enzimatica utilizada no ensaio (mL).

A atividade tanasica por grama de torta seca (U/g) foi calculada segundo a Equacéo 2.

Fitase

Em tubo de ensaio foi adicionado 1 mL de solucdo de Fitato de sodio (1,5mM)
preparado em tampdo acetato 0,2M (pH 4,8) e 0,5mL do extrato enzimatico. Entdo essa
mistura foi incubada a 60°C durante 10 minutos em banho-maria. Apo6s esse tempo a reacao
foi paralisada com a adicdo de 1 mL de &cido tricloroacético 10%. A reacdo foi avolumada
com agua destilada para 4 mL e entdo acrescentado 5mL do Reativo TAUSSKY-SCHOOR
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(HARLAND E HARLAND, 1980). A absorbancia da solucéo foi lida a 660nm. O fator de
conversdo de absorbancia foi feito com a ajuda de uma curva padrdo de fosfato de potéassio
(LEON et al., 2000).

A atividade (U) foi calculada segundo a Equacdo 4. Uma unidade de atividade
enzimética de fitase (U) foi definida como sendo a quantidade de enzima necesséria para
produzir 1 pmol de fosfato inorganico por minuto, nas condic¢des de reacéo.

Atividade (U /mL) = Axt;':f (Equacio 4
X

Onde:

A = absorvancia da amostra;

D = diluicdo da solucdo enzimatica;

f = fator de conversao, extraido da curva padréo

e = volume da solugdo enzimética utilizada no ensaio (mL).

t = tempo de reagdo (min)

A atividade fitasica por grama de torta seca (U/g) foi calculada segundo a Equacéo 2.

4.9 Analises Nutricionais

I.  Amostragem

As amostras utilizadas para a determinacdo de componentes nutricionais e anti-
nutricionais estdo listadas a seguir:
e Amostra ndo fermentada- NF- (amostra controle);

e Amostra fermentada (AF)

Os tempos de fermentacdo a serem utilizados para obtencdo de amostras destinadas as
analises de nutrientes e fatores anti-nutricionais foram 0s que proporcionaram maior

crescimento microbiano: 48, 72 e 96 horas.

Il.  Analise de lipideos totais

Aproximadamente 5,0 g da amostra moida e seca foram colocadas em sistema de

extracao soxhlet, sob refluxo de éter de petrdleo (P. A. 30 a 60°C), durante 8 horas, sob
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aquecimento em banho a 90 °C. Apds o tempo de extracdo o solvente foi evaporado em banho
a 40 °C e o teor de lipideos calculado em g/100g de amostra seca.

1. Analise de proteina bruta

Cerca de 0,2 g da amostra seca e desengordurada (amostra resultante da extracdo de
lipidios realizada segundo procedimento descrito anteriormente) foi colocada em digestor
com acido sulfurico concentrado e catalisador de keldahl a temperatura de 370°C durante 7
horas e depois colocado em destilador Kjeldhal. A amostra apos a digestéo foi destilada e esse
destilado recolhido em solucdo de &cido bérico 2% (m/v). O destilado foi titulado com HCI
0,04 N, até incolor, utilizando uma mistura indicadora: solucdes alcotlicas de vermelho de
metila 0,1% (m/v) e verde de bromocresol 0,1% (m/v). Sendo o conteudo de nitrogénio das
diferentes proteinas aproximadamente 16%, introduz-se o fator empirico 6,25 para
transformar o nimero de gramas de nitrogénio encontrado em nimero de gramas de proteina
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ). O teor de proteina bruta foi calculado como gramas de
proteina bruta/100 g de amostra seca.

IV. Determinacdo do teor de cinzas (residuo mineral fixo)

Carbonizou-se cerca de 1,0g de amostra em placa de aquecimento e a seguir a amostra
foi mineralizada em mufla a 550°C. Apoés resfriamento a amostra foi pesada e 0 processo

repetido até peso constante. O teor de cinzas totais foi calculado em g/100g de amostra seca.

V. Determinacdo do teor de glicidios

Cerca de 0,05g de amostra foram digeridas em &cido sulfurico sob aquecimento
durante 30 minutos e, ap0ds esse tempo os glicidios foram extraidos com solugbes de Carrez |
(ferrocianeto de potassio (KsFe(CN)g; 15%, m/v) e Il (sulfato de zinco, (30%, m/v) e
filtrados. Foi adicionado Fenol e &cido sulfarico concentrado na solucdo filtrada e
determinada a absorbancia em espectrofotdbmetro a 490nm. O teor de glicidios foi calculado

em g/100g de amostra seca.

VI.  Determinagéo do teor de ferro

As cinzas resultantes da analise de residuo mineral fixo (cinzas de aproximadamente

1,0g de amostra) foram utilizadas para dosagem de ferro segundo metodologia descrita por
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AOAC (1984). Foram adicionadso 2,5 mL de &cido cloridrico (6N) na amostra e a solucao
aquecida em temperatura baixa durante 15 minutos. Depois de avolumadas para 25mL, 2mL
de aliquota foi retirada do balao e acrescida de 250uL de solugdo de cloridrato de
hidroxilamina (10% m/v). Apoés a reacdo, que teve duracdo de 10 minutos, a amostra foi lida

em espectrofotdbmetro a 520 nm e o teor de ferro calculado em g/100g de amostra seca.

VIl.  Determinacdo do teor de &cido fitico

Aproximadamente 1,5 g de amostra foram extraidos durante 60 minutos com acido
cloridrico diluido (pH 1,0). Em seguida, apds centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado,
diluido e submetido a cromatografia liquida em resina de troca anidnica, na qual é separada a
fracdo em que estd contido o &cido fitico. A uma aliquota de 4,5 mL desta fracdo foi
adicionado 1,5mL do reagente de Wade (FeCl;.6H,O (0,03% m/v)) e acido sulfosalicilico
(0,3% plv), que foi deixado reagir durante 10 minutos a temperatura ambiente. Apos esse
tempo a amostra foi centrifugada e a absorcdo do sobrenadante lida em espectrofotémetro. O

resultado foi expresso em g/100g de amostra seca.

VIIl.  Andlise de substancias tanicas

As amostras secas e desengorduradas foram analisadas segundo método do butanol-
acido, onde se faz extracdo com solucdo de acetona (50%v/v) durante 20 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram avolumadas com metanol a 25mL, de onde foi
retirada uma aliquota de 1mL e adicionado 6mL do reagente butanol-acido (95% v/v de
butanol e 5% v/v de &cido cloridrico concentrado) e aquecidas em banho durante 50 minutos a
100 °C. Apos esse tempo, foram lidas em espectrofotobmetro a 550 nm. O resultado foi

expresso em g/100g de amostra seca.

IX. Andlise do teor de Uréia

As amostras foras analisadas segundo metodologia descrita por AOAC para
determinacdo de teor de uréia, com leitura em espectrofotbmetro a 720nm e o resultado

expresso em g/100g de amostra seca.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PRODUCAO DE LIPASE

Todos os fungos utilizados neste trabalho ja& foram reportados como produtores de

diversas enzimas hidroliticas.

O fungo A. niger é reconhecido na literatura como produtor de lipases de interesse
tecnologico (ELLAIAH et al., 2004). A. tamarii € descrito como produtor de lipases,
xilanases e tanases (SAAD, 1995; KADOWAKI et al., 1997; ENEMUOR et al., 2009;
COSTA et al., 2008). Rhizopus oryzae, ja foi descrito como produtor de lipases e amilases
(SALLEH et al., 1993; BEER et al., 1996; HIOL et al., 2000; SOCCOL et al.,1995 APUD LI
et al., 2011), enquanto o fungo P.brevicompactum foi descrito como produtor de lipases
(SILVA et al, 2011).

As Tabelas 4, 5, 6 e 7 apresentam os resultados das analises de umidade, atividade de
agua e atividade lipasica em cada tempo de fermentacdo, para cada microrganismo utilizado.
Os experimentos foram realizados em duplicatas bioldgicas (duplicata de fermentacdo) e uma

dosagem para cada fermentacéo.

Tabela 4: Teor de umidade, atividade de agua e atividade lip4sica da torta de polpa de macauba fermentada

com A. niger
Tempo de fermentacéo Teor de Atividade de agua (Aw) Atividade lipéasica (U/g)
umidade (%)
24hs 53,1 0,971 2,1
48hs 40,9 0,959 6,2
72hs 38,7 0,958 7,8
96 hs 26,70 0,962 1,0

Os maiores valores de atividade lipasica foram encontrados em 48 e 72 horas (6,2 e

7,8 U/g) caindo cerca de oito vezes em 96 horas de fermentacéo.

A atividade lipasica encontrada para o A.niger na torta de macauba foi ainda inferior
ao encontrado em outras tortas ja estudadas, como por exemplo, Gergelim (102 U/ g) com
50% de umidade inicial por 48 horas de fermentacdo (KAMINI et al., 1998) e por FALONY

et al. (2006) que encontraram uma tividade de 9,14U/g em farelo de trigo suplementado com
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sulfato de amonio e uréia, apds o processo de otimizagdo.. Estes baixos valores de atividade
encontrados podem estar relacionados a diferenca de composicdo quimica entre as duas tortas
ou, ainda, a menor capacidade da linhagem utilizada neste trabalho de produzir lipases por
FES.

Tabela 5: Teor de umidade, atividade de agua e atividade lipasica da torta de polpa de macauba fermentada

com A. tamarii

Tempo de fermentacéo Teor de Atividade de agua (Aw) Atividade lipéasica (U/g)
umidade (%)

24hs 51,12 0,978 6,6
48hs 45,35 0,962 91
72hs 39,99 0,973 0,2
96 hs 42,87 0,931 3,3

Em 48 horas de fermentacdo com o fungo A.tamarii, observa-se um maximo de
atividade lipasica de 9,1 U/g seguida de uma queda 48 vezes deste valor em 72 horas de
fermentacdo. ApoOs este tempo a atividade volta a subir indicando uma provavel producao de

outra lipase por este microrganismo.

Tabela 6: Teor de umidade, atividade de agua e atividade lip4sica da torta de polpa de macalba

fermentada com P. brevicompactum

Tempo de fermentacéo Teor de Atividade de 4gua (Aw) Atividade lipasica (U/g)
umidade (%)

24hs 51,75 0,975 0

48hs 46,60 0,992 10,1
72hs 44,34 0,982 26,9
96hs 38,80 0,973 2,4

28



A maior atividade lipasica (26,9 U/g) foi obtida apds 72 horas de fermentacdo da torta
de polpa de macauba por P. brevicompactum, caindo em cerca de onze vezes em até 96 horas

de fermentacao.

SILVA et al. 2011, obtiveram atividades similares a obtida no presente trabalho (31,8
U/g) para o P.brevicompactum crescido em torta de babagu suplementada com 0,6% de 6leo
de soja e com umidade inicial de 70% apds 72 horas de fermentacdo. J& GOMBERT et al.
(1999) obtiveram ativivade lipasica de 30,3 U/g ap6s 24 horas de fermentacdo com o fungo
Penicillium restrictum na torta de babacu suplementada com 2% de 6leo de oliva. Para essa
mesma torta de babagu, em outro trabalho GUTARRA et al. (2005) obtiveram uma atividade
de 20,2 U/g para o fungo P.simplicissimum ap6s 48 horas de fermentagdo com suplementagéo

de 1% com 6leo de oliva.

Tabela 7: Teor de umidade, atividade de 4gua e atividade lipasica da torta de polpa de macauba

fermentada com Rhizopus oryzae

Tempo de fermentacéo Teor de Atividade de 4gua (Aw) Atividade lipasica (U/g)
umidade (%)

24hs 48,76 0,974 10,5
48hs 46,41 0,978 11,2
72hs 37,33 0,974 1,6
96 hs 40,53 0,976 2,3

No caso do fungo R.oryzae, podemos observar uma antecipagdo do pico de atividade

lipasica para 24- 48 horas caindo cerca de sete vezes em 72 horas de fermentacéo.

O teor de umidade e a atividade de agua do meio de cultivo da FES sdo fatores
importantes para viabilizar o crescimento microbiano e a producédo de lipase e 0 que se pode
observar nas Tabelas 5, 6 e 7 € a queda da umidade e/ou atividade de &gua ao longo da

fermentacéo.

Pode-se observar para todos os fungos testados uma queda da atividade enzimatica
consideravel apos 48 ou 72 horas de fermentacdo. Este decaimento pode estar relacionado a

queda no teor de umidade e atividade de agua e/ou producdo de proteases.

29



Deste modo pode-se supor que o estresse hidrico a que estes micro-organismos foram
submetidos nos maiores tempos de fermentacdo pode ter promovido a queda brusca da

atividade enzimatica para todos os fungos testados.

Além disso, para o seu crescimento 0s micro-organismos necessitam produzir diversas
enzimas capazes de degradar e tornar disponiveis 0s nutrientes presentes no meio de cultivo,
dentre elas as proteases (GOMBERT et al. 1999; PALMA et al. 2000). Alguns autores
atribuem o decréscimo da producao de lipase a inativacdo por protedlise (FREIRE et al., 1997
e GOMBERT et al., 1999), visto que as proteases podem catalisar a hidrolise e consequente

degradacéo das lipases produzidas.

Esse efeito de queda brusca ap6s uma méaximo da atividade também foi observado por
DILUCCIO et al. (2004) com a torta de babacu suplementada com 6leo de oliva, onde ele
supde que esse efeito pode estar relacionado com uma menor producdo de proteases ou com 0
aumento da taxa de producdo de lipase pelo fungo na presenca do 6leo de oliva, sendo
compensada pela taxa de degradacdo de proteases, mantendo a atividade constante. Esse
comportamento possivelmente € 0 mesmo observado para esta torta de macadba, sendo
necessaria uma otimizacdo do processo juntamente com a dosagem de proteases para uma

melhor conclusao.

5.2 ENRIQUECIMENTO NUTRICIONAL

O enriguecimento protéico por meio da fermentacdo no estado sélido é uma alternativa
para agregar valor ao rejeito agroindustrial e torna-lo um subproduto de interesse. As
vantagens de se promover a producdo de proteina microbiana por FES em rejeitos
agroindustriais estdo no curto tempo de geracdo e aumento da biomassa; no fato de que o
conteldo de proteina dos micro-organismos é geralmente maior que o de plantas; e esta
fermentacao requer pouca quantidade de dgua e espaco, além da diversidade de substratos que

podem ser utilizados.

Além da producdo de proteina microbiana, a fermentagdo no estado solido pode
melhorar ou adequar o contetido de outros compostos considerados importantes na utilizacéo

de residuos como racdo animal.
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Os resultados da analise bromatoldgica da torta da polpa da macaiba in natura
realizada pelo Laboratério de Controle Bromatologico (LabCBrom- Departamento de

produtos naturais e alimentos da Faculdade de Farméacia/UFRJ) estdo ilustrados na Tabela 8.
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Tabela 8:composicéo da torta da polpa da macaudba in natura

g/ 100g de amostra seca*

Componente
Torta da polpa

Cinzas 2,16
Proteinas 4,29
Extrato Etéreo 5,41
Carboidratos totais 15,17
Fibras Totais 66,77
Hemicelulose 18,18
Celulose 21,14
Lignina 27,44

Os altos teores de lignina, celulose e hemicelulose presente na torta da macauba
dificultam a absor¢do dos nutrientes, caso 0s micro-organismos utilizados ndo sejam

produtores de enzimas capazes de catalisar a quebra destas moléculas.

A relacdo Carbono/Nitrogénio (C:N) da torta da macuba é 41, enquanto que a de
outras tortas, como a de babagu é mais baixa (C:N = 14), indicando a possivel necessidade de
suplementacédo da torta de macauba para promover um melhor crescimento microbiano. Neste
trabalho, as fermentacGes foram feitas na torta de macaiba sem suplementacdo, e ainda assim

foi possivel observar um crescimento visivel dos micro-organismos, em especial o A.niger.

Como em 24 horas de fermentacdo ndo havia crescimento microbiano aparente, foram
feitas analises de composicdo nutricional e anti- nutricional nas tortas a partir de 48 horas de
fermentacdo para cada fungo testado. A partir deste tempo foi possivel observar visualmente

um melhor crescimento microbiano.

Os resultados encontrados da composicdo nutricional para as tortas fermentadas e

controle estdo listados na Tabela 9.
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Tabela 9: Resultados das andlises de composi¢ao nutricional das amostras controle (ndo-fermentada) e fermentadas de torta de babacgu pelos fungos

descritos.
Andlises Controle P. brevicompactum A.niger Rhizopus oryzae A.tamarii
nutricionais 48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h
Umidade (%) 47 44 39 51 37 27 46 37 40,53 45 40 43
Proteina
Bruta 7,2+0,3° 6,1+0,2° 56+03° 59+006° 73+02* 75+009° 59+0,03 54+04%  57+0,01° 59+0,05° 5,7 +0,01f 57+02%  6,4+0,2"
(% m/m)*
Lipideos
7,9+0,1% 49+0,2° 6,2+21% 58403 83+0,3% 7,3+15" 6,5+ 0,4° 72403 63+14* 59+03f 4,9+1,9% 36+119  4,8+0,8°
(% m/m)
Glicidios (Y%om/m)  42+4° 60+1,2° 515+03° 52+0,3° 19+£14°  27+45° 52+0,01° 66 +0,6" 64+7 67 +3,8 442 +7,9° 34+11*°  36,64£32°
Uréia
1,6 £0,2% N.D. 0,8+0,03" 1,3+0,2° 0,4+0,1° — — 11+0,3¢  0,1+0,01° 0,9 +0,02¢ 43+05" 0,3+0,019  7,9+0,3"
(% m/m)
Cinzas
4,1 +0,042 3,7+0,01° 3,7+0,08 394002 45+0,05° 2,6+0,1 3,8 +0,05Y 44+0,06" 3,0+12"" 43+0,05" 39+0,22 3,9+0,3  4,1+0,01°
(% m/m)
Ferro ) )
(% mim) 0,1+0,001*°  0,1+0,0005*  0,1+0,0004° 0,1+0,001 0,1+0,02®* 0,1+0,01° 0,1+ 0,0006° 0,1+ 0,01 0,140,017 0,1+ 0,002¢ 0,2+0,0006"  0,2+0,02' 0,240,010
% m/m

*(%m/m) = gramas do componente nutricional/ 100gramas de amostra seca. Letras sobrescritas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os valores. Para letras

iguais, valores significativamente iguais ao controle (P< 0,05; teste-t) e/ou entre si.
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Pode-se observar para o fungo A.niger que ndo houve diferenca significativa no
teor de lipideos entre a torta fermentada em diferentes tempos e a ndo fermentada. Esse
fato pode ser consequéncia da baixa atividade lipasica (Tabela 4). Deste modo pode-se
supor que esteja ocorrendo baixa quebra de moléculas de lipideos para consumo pelo
préprio fungo. Por outro lado, para os outros fungos, em todos os tempos de
fermentagdo houve uma reducdo significativa na quantidade de lipideos, o que pode ser
explicado pela maior atividade lipasica (Tabelas 5, 6 e 7) encontrada.

Para o A. niger, houve uma queda de aproximadamente 55% no teor de glicideos
nas primeiras 48 horas de fermentagéo, possivelmente ocasionado pelo consumo destes
para o crescimento microbiano. Apds 48 h ocorreu aumento gradativo nos teores de
glicidios que pode ter sido promovido pelo metabolismo do fungo para crescimento
celular nessa fase, possivelmente pela hidrélise de polissacarideos de parede celular da
torta. O aumento dos teores de glicidios nesse periodo de fermentacdo coincidiu com

um maior crescimento celular aparente nas culturas de A. niger.

Nos outros fungos ocorreu a queda no teor de glicideos indicando que os
mesmos micro-organismos foram capazes de produzir enzimas hidroliticas que
disponibilizaram estes polimeros para seu crescimento celular. Esta hipGtese podera ser

elucidada em experimentos futuros de quantificacdo destas atividades enzimaticas.

Em relacdo ao teor de ferro, cabe ressaltar que ndo houve queda pelas

fermentacdes relaizadas.

O teor de uréia apresentou um aumento de aproximadamente 400% em relacédo a
amostra in natura ap6s 96 horas de fermentacdo pelo A.tamarii. Para os demais fungos,
este teor diminuiu consideravelmente, indicando possivelmente que esta fonte de
nitrogénio foi utilizada pelo microrganismo para producao de proteinas. Entretanto, este
consumo ndo se traduziu em um aumento significativo do teor protéico das tortas
fermentadas em relacdo a amostra ndo fermentada. Este resultado pode ser devido ao
crescimento do fungo, que consome as proteinas presentes na torta para se desenvolver.
Desta forma, as proteinas geradas pelo crescimento fungico deve substitiuir as que

foram consumidas pelos mesmos.
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5.3 PRODUCAO DE FITASE E TANASE E COMPOSICAO ANTI- NUTRICIONAL

A Fermentacdo no Estado Sdlido também é responsavel pelo enriquecimento
nutricional no que diz respeito a diminuicdo de componentes anti-nutricionais que
podem estar presentes na torta, tais como taninos e fitatos. Taninos sdo considerados
inibidores de digestdo de proteinas e fibras em humanos e ndo-ruminantes, agindo no
trato digestivo e se ligando a proteinas da dieta e enzimas digestivas (BATTESTIN,
2007); ja os fitatos apresentam acdo potencialmente quelante de nutrientes como
proteinas e minerais (SELLE et al., 2007).

O potencial de reducdo desses componentes anti-nutricionais esta na producgéo

de enzimas capazes de hidrolisa-los, tais como fitases e tanases.

Os resultados das atividades tanésica e fitasica para todos os fungos, apds 96
horas de fermentacdo (ja que antes desse periodo ndo foi detectada atividade), estdo

ilustrados na Tabela 10.

Tabela 10: Aividade de tanase e fitase na torta fermentada por cada fungo por 96 horas.

Atividade enzimética A.niger R.oryzae  A.tamarii P.brevicompactum
Tanase (U/Q) 3£0,5 - - 80,01
Fitase (U/g) 0,05+0,001 0,1+0,04 - 0,1+ 0,001

Em relacdo a tanase, apenas os fungos P.brevicompactum (8 U/g) e A.niger
(3 U/g) foram capazes de produzi-la. AGUILAR et al.(2001) encontraram um maximo
de atividade de tanase de 7,8 U/g com o fungo A.niger utilizando espuma de poliuretano
como suporte para fermentacdo no estado sélido, em umidade inicial de 65%,

suplementando o meio de cultivo com sulfato de aménio.

Para a fitase, as maiores atividades encontradas foram para o P.brevicompactum
e R.oryzae com 0,1 U/g. Essas atividades podem ser consideradas despreziveis se
comparadas com as encontradas por SINGH et al., (2007), que alcangou 348,76 U/g de
atividade de fitase apds 120 horas de fermentacdo, com umidade inicial de 70% em torta

de gergelim pelo fungo Sporotrichum thermophile.
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Entretanto, é possivel que a otimizacdo do meio de cultura dirigida para

diferentes enzimas melhore consideravelmente os resultados obtidos.

Na Tabela 11 encontram-se os resultados da analise de composi¢do de anti-

nutrientes da torta controle e das tortas fermentadas pelos fungos descritos.
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Tabela 11: Composicéo anti- nutricional da torta de macauba: controle (ndo-fermentada) e fermentada por cada fungo descrito.

Componente A.niger R.oryzae A.tamarii P. brevicompactum
anti Controle
nutricional 48 h 72h 96 h 48 h 72h 96 h 48 h 72h 96 h 48 h 72h 96 h
SubTanicas b § ; ; " _
Osmim)* 0,4 +0,02* 0,2+0,03° 0,2+0,03° 0,2 +0,0001 0,6 +0,01° 0,4 +0,03* 0,7 +0,005° 0,5+0,03" 1,1+0,02° 0,50,02 0,3+0,01° 0,2+£0,01" 0,5+0,01'
om/m
Ac fitico X ) ) . . )
hmim) 88+05" 150%0,1° 88%02*° 2013  09+04° 105+14° 0920, 215¢0,3° 13,6+0,7° 0,6+01" 31+11%" 38+029 23202
om/m

*(%m/m) = gramas do componente anti-nutricional/ 100 gramas de amostra seca.Letras sobrescritas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os valores. Para

letras iguais, valores significativamente iguais ao controle (P< 0,05; teste-t).
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Observou-se aumento de 70% no teor do é&cido fitico em 48 horas de
fermentagao seguido de uma reducéo de aproximadamente 41% e 87% em 72 e 96 horas
de fermentagdo, respectivamente, para o fungo A.niger. O mesmo comportamento pode
ser observado para o A.tamarii. Este aumento aparentemente discrepante observado em
48 horas de fermentacdo pode estar relacionado ao aumento inicial da disponibilidade
do acido fitico proporcionado pelo processo fermentativo que facilita a extracdo de
acido fitico e sua leitura por nosso método de anélise.

AGOSTINI et al.(2006) conseguiram uma reducdo de 92% no teor de fitato no
farelo de girassol apds incubagéo por oito horas com uma fitase extraida da semente de

girassol germinada, com atividade fitasica de apenas 1,6 U/g.

Em 96 horas de fermentacdo foi possivel observar, para todos os fungos, uma
reducdo consideravel nos teores de acido fitico em relacdo a amostra controle,
possivelmente relacionado a hidrdlise seguido de utilizacdo destas substancias.
Entretanto, esta reducdo parece ndo estar relacionada a presenca de fitases na
fermentacdo pelo fungo A. tamarii.

Os fungos A. niger e P. brevicompactum foram capazes de diminuir o teor de
substancias tanicas em cerca de duas vezes a partir de 48 e 72 horas de fermentacéo,
respectivamente. A reducdo dos taninos na fermentagéo por esses fungos provavelmente
foi promovida pela agdo das tanases, cuja atividade foi mais alta nessas culturas. Quanto
aos teores de taninos na FES de R. oryzae e A. tamarii, seu aumento a partir de 48 h de
fermentacdo deve estar relacionado com um aumento na capacidade de extracdo dos

taninos, proporcionado pelo processo fermentativo que facilita sua analise.

Segundo PINTO et al. (2004), teores de substancias tanicas acima de 0,46% (%,
p/p) sdo prejudiciais para mamiferos pois aumentam a excrecdo de Nitrogénio, que é
indicativo de uma menor absorcdo e aproveitamento de proteinas. Teores a partir de
0,23% ja prejudicam a digestibilidade de lipidios. A torta da macaiba ndo fermentada
possui um teor de 0,4% de substancias tanicas ndo sendo considerada, entdo, prejudicial
no que diz respeito & absor¢do de proteina. Porém, este teor prejudica seu

aproveitamento energético, justificando a fermentacdo afim de reduzir teores de taninos.



6. CONCLUSOES

As melhores atividades lipasicas obtidas por FES da torta da macalba sem
suplementacdo foram: 26 U/g - P.brevicompactum; 11U/g - R. oryzae; 9,1U/g -
A.tamarii e 8U/g - A.niger.

Em relacdo ao teor de glicideos, Um aumento de 42% e 57% foi verificado nas
fermentacdes com os fungos R. oryzae (48 horas) e P.brevicompactum (96horas)

respectivamente.

Quanto ao teor de ferro, 0 mais importante é que ndo houve uma redugdo com a

fermentagdes realizadas.

Em relacdo ao enriquecimento protéico, as proteinas geradas pelo crescimento
fangico possivelmente substituiram as que foram consumidas pelos mesmos, desta

forma, para todos os fungos descritos ndo houve aumento nos teores de proteina bruta.

Uma redugdo de substancias tanicas (50%) foi obtida na fermentacdo por
P.brevicompactum em 72 horas e A.niger a partir de 48 horas de fermentacao.

Em 48 horas de fermentacdo houve uma reducdo de 89% no teor de &cido fitico
pelos fungos P.brevicompactum e R.oryzae e de 87% pelo A.niger. Em 96 horas, uma

reducdo de 93% pelo A.tamarii e 73% pelo P.brevicompactum.



7. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Aumento na producdo de enzimas e/ou enriquecimento nutricional por

meio de otimizacao das condic¢des de fermentacao.

e Avaliagdo do crescimento fungico por metodologias especificas para
FES.

e Auvaliagdo da atividade de outras hidrolases como celulase e xilanases.

e Avaliar o efeito de outras fontes de nitrogénio de menor custo como
suplementacdo na torta de macauba para promover, apos a FES, um

enriquecimento protéico mais efetivo.
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