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RESUMO

O agar ¢é extraido apartir das algas e serve como fonte de renda para a comunidade da
Barrinha, no municipio de Icapui-CE. Trata-se de um polissacarideo bastante aproveitado na
industria de alimentos pelo seu alto teor de carboidratos. O residuo gerado por essa extracédo é
utilizado para adubar hortas caseiras ou simplesmente descartado quando had excesso de
producgdo do mesmo. O trabalho tem como objetivo identificar os teores de proteinas totais, de
carboidratos totais, umidade e cinzas em residuos gerados a partir da extragdo do agar em
algas do género Gracilaria sp., antes e depois de serem submetidos a diferentes concentracdes
da levedura Saccharomyces cerevisiae, em diferentes tempos de exposi¢do, investigando o
tempo de fermentacdo adequado para promover um enriquecimento nutricional dos mesmos.
O trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa, descongelou-se o residuo, e o
mesmo foi limpo e distribuido nos frascos com tampa de papel aluminio, respeitando o
delineamento experimental nas concentracdes de 0%, 5%. 10% e 15% e correlacionou-se com
os tempos de Oh, 24h, 48h e 72h de exposicdo a levedura. Foi realizado a estatistica e
correlacionado os fatores concentragdo e tempo, utilizando a versdo 7.7 do software
Assistat®, montado em experimento fatorial, com trés repeti¢cGes. Observou-se que o melhor
tempo foi 24h e a maior concentracédo foi a de 10% (C2) Na segunda etapa, pegou-se 0 tempo
e a concentracao ideal e a mesma foi fermentada utilizando trés tipos de fonte de nitrogénio, o
Sulfato de amonio 2,5%, a Ureia a 2,5%); e associacdo de sulfato de amonio e Ureia, cada um
a 1,25% e, apOs a FSS foram feitos testes de proteinas totais e carboidratos sollveis totais
novamente. A suplementacdo com ureia apresentou maior PT possivel devido a uma maior
disponibilidade de nitrogénio para formacao de proteinas, comportamento parecido com 0s
AST. A umidade mais adequada a legislagdo foi a amostra C3 atribuida a biomassa
microbiana e as cinzas ndo apresentaram diferenga significativa possivelmente devido ao
consumo de AST e compostos nitrogenados para fabricacdo das proteinas. Desta forma, sendo

mais estudado, pode servir como uma alternativa para o produtor rural, como ragdo animal.

Palavras Chaves: Aproveitamento de residuos, fermentacdo semissolida, levedura,

alimentacdo animal.



ABSTRACT

The agar is extracted starting algae and serves as a source of income for the community
of Barrinha, in the municipality of Icapui-CE. It is a polysaccharide quite tapped in the food
industry for its high carbohydrate content. The waste generated by this extraction is used to
fertilize home gardens or simply discarded when there is excess production of it. The study
aims to identify the total protein content, total carbohydrates, moisture and ash waste
generated from the agar extraction algae of the genus Gracilaria sp., before and after being
subjected to different concentrations of the yeast Saccharomyces cerevisiae, at different times
of exposure, adequate time for investigating the fermentation to provide nutritional
enrichment thereof. The work was divided into two stages. In the first stage, the residue was
thawed, and it was clean and distributed in bottles with foil cover respecting the experimental
design in concentrations of 0%, 5%. 10% and 15% and correlated with the times of Oh, 24h,
48h and 72h of exposure to yeast. We conducted statistical and correlated factors
concentration and time, using the 7.7 version of the software Assistat®, mounted in a factorial
experiment with three replications. It was observed that the best time was 24h and the highest
concentration was 10% (C2) in the second step, it took time and the optimal concentration,
and it was fermented using three types of nitrogen source, the sulfate ammonium 2.5%, urea
2.5%; and ammonium sulfate and urea association, each to 1.25% and, after the FSS were
made of total protein tests and total soluble carbohydrates again. The urea supplementation
showed higher EN possible due to the increased availability of nitrogen for protein formation,
a behavior similar to the AST. The most adequate moisture legislation was the sample C3
attributed to microbial biomass and ash showed no significant difference possibly due to
consumption of AST and nitrogen compounds for the production of proteins. Thus, further

study and may serve as an alternative to the farmer as animal feed.

Key words: Waste Utilization, semisolid fermentation, yeast, animal feed.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui uma grande diversidade de macroalgas marinhas incluindo as
pertencentes ao filo Rhodophyta com alguns géneros de importancia econémica, como a
Gracilaria, Gelidium e Hypnea (CABRAL, 2010).

Apesar dessa diversidade e extensdo litoranea, as algas sdo pouco exploradas
comercialmente, sendo quase restrita a exploracdo de alguns géneros de algas vermelhas. O
consumo como alimento no ocidente é praticamente inexistente se comparado ao consumo
dos paises como Japéo e China. As macroalgas sdo do ponto de vista econémico, constituintes
importantes sendo utilizadas para alimentagdo de homens e animais, além de servirem como
matéria-prima para industrias de diversos setores, atraves dos ficocoldides como as agaranas,
carragenanas e alginatos (OLIVEIRA FILHO, 2001; McHUGH, 2003), como mostra a figura
abaixo, usados na producéo de alimentos, principalmente nas indudstrias de laticinios (iogurtes,
flans, sorvetes, achocolatados) na fabricagédo de gelatinas ou como espessante (PEREIRA,
2014 a e b; PEDROSO, 2006; NAGAI; YUKIMOTO, 2003).

Muitas rodoficeas sdo utilizadas comercialmente como alimento humano, na
extracdo do agar utilizado na fabricacdo de gomas, laxantes ou, ainda, como meio de cultura
para microrganismos. Espécies de Gracilaria sdo comestiveis e cultivadas em varias partes do
mundo. Seu consumo pode ser direto como massa alimenticia, para compor saladas e
bolinhos de arroz e, indireto, na extracdo do agar.

As algas do género Gracilaria sp., quando frescas, sdo vendidas como salada de
vegetais, muito apreciada no Havai (EUA) por varias décadas, chegando a ser produzido até 6
(seis) toneladas de peso fresco para consumo por semana. Também na Indonésia, Malasia,
Filipinas e Vietnd, espécies de Gracilaria sp. sdo recolhidas para alimentacdo. Nas Indias
Ocidentais ela é vendida em mercados como "musgo marinho™ e a comunidade acredita ter
propriedades afrodisiacas, sendo ainda usada como base para bebidas n&o-alcodlica
(McHUGH, 2003).

O residuo gerado no processo de extracdo de compostos de interesse comercial € rico
em celulose, nitrogénio, potassio e, em menor quantidade sodio e fésforo, originarios do meio
ambiente marinho onde é cultivada, e da matéria organica das células mortas da alga
(REBOUCAS, 2013). No entanto, os residuos obtidos a partir do processo de extracdo ndo
encontram ainda nenhuma aplicabilidade aparente. Um dos destinos desse material pode ser o

consumo animal, que, por sua vez, deve ser criteriosamente pesquisado.
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O enriquecimento protéico de produtos naturais por bioprocesso em meio
semissolido permite a obtencdo de rag¢do animal com valor nutritivo diversificado e adequado
a dieta do animal estudado. A diversificacdo de substratos utilizaveis na fermentacdo
semissolida, incluindo residuos agricolas e industriais, contribui também para minimizar os
problemas de polui¢do no meio ambiente (CAMPOS, 2003).

A producdo de alimentos de origem animal, rico em proteinas, vitaminas e minerais,
pode minimizar a caréncia alimentar em épocas criticas do ano (CAMPOS, 2005). Diversos
produtos tém sido usados com sucesso para processamento protéico por fermentacdo
microbiana: residuos de batata-doce (YANG, 1988); bagaco de laranja (MENEZES et al.,
1989); residuos de mandioca (CANOILAS, 1991; MANILAL et al., 1991) e beterraba
forrageira (GIBBONS et al., 1984).

Dentre os microrganismos utilizados no processo destacam-se em especial as
leveduras, pela eficiéncia na bioconversdo de produtos de menor valor nutricional a maior
valor nutricional, reconhecidas como fonte protéica de alto valor e uma grande reserva natural
de vitaminas do complexo B. As leveduras possuem valores nutritivos em termos de
digestibilidade e valor biologico em torno de 87%, relativamente altos quando comparados
aos totais do ovo de galinha, da ordem de 96% (PEPPLER, 1970).

Com base no exposto, a geracdo de proteina celular para consumo animal através do
uso de leveduras, deve ser considerada como uma via de producdo de alimentos alternativos, a
qual elimina as restricbes sazonais e de variagdes climaticas que existem em muitas safras
agricolas (SANTOS, 2013).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Distribuicéo e importancia econdmica das algas no Brasil

As macroalgas podem ser classificadas em trés filos principais: Algas pardas, verdes e
vermelhas (VAN DER HOECK, 1995 apud SILVA, 2009). As Algas pardas pertencentes ao
filo Phaeophyta, incluem as algas marinhas benténicas mais presentes nas aguas temperadas,
boreais e polares, existindo pelo menos 1500 espécies descritas deste tipo. Além das clorofilas
a e ¢, os cloroplastos das algas pardas tém varios carotendides, incluindo a fucoxantina,
responsavel pela cor caracteristica dos membros desse filo (RAVEN et al., 2007).

As algas verdes (filo Clorophyta) incluem pelo menos 1700 espécies ja descritas.
Embora a maioria seja aquatica, elas sdo encontradas em uma variedade de habitat, como
tronco de arvores, solo e em associagdes simbidticas com fungos (liquens), protozoarios de
agua doce, esponjas e celenterados. Elas possuem clorofilas a e b (como as briofitas e plantas
vasculares) e uma grande variedade de carotendides. Assim como as plantas terrestres, estas
algas sdo capazes de armazenar amido em seus cloroplastos (RAVEN et al., 2007).

As algas vermelhas que dominam o filo Rodophyta, dominam as aguas tropicais e
quentes, mas também podem ser encontradas nas regides mais frias do mundo. S&o
predominantemente marinhas. A cor verde da clorofila a é mascarada pelo pigmento acessorio
ficoeritrina, que fica localizado no cloroplasto, caracteristico deste filo, que da a cor vermelha.

As algas vermelhas possuem clorofila a e d, diversos carotendides e o principal
material de reserva é o amido, encontrado no citoplasma (RAVEN et al., 2007). Este filo
representa as algas estudadas nesse trabalho, todas pertencentes ao género Gracilaria,
predominantemente trés macroalgas vermelhas: Gracilaria caudata, Gracilaria birdiae e
Gracilaria domingensis que apresentam a seguinte classificacdo biologica: divisao
Rodophyceae, classe Florideophyceae e ordem Gracilariales.

Atualmente a principal fonte econémica relacionada a estas espécies é a exploracéo de
agar, um ficocoloide de alto valor econémico. Ficocoldide (Ficos = alga + colodide = gel) sdo
moléculas de grande tamanho, constituidas por agucares simples, que fazem parte das paredes
celulares e espacos intercelulares de um grande nimero de algas, fundamentalmente castanhas
e vermelhas (SOUZA & PAULA, 2010). Dentro das algas marinhas, as espécies estudadas
s80 as que mais necessitam de estudos bioquimicos, uma vez que os critérios morfologicos
tém sido insuficientes para a delimitacdo dos limites de separacdo entre as espécies. No

entanto, poucos trabalhos se propdem ao uso das algas do género Gracilaria na alimentacédo
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animal.

O Brasil apresenta uma extensa area costeira, sendo o mar uma importante fonte de
alimento, emprego e energia. Isso justifica a constante preocupacao em relacdo a qualidade e
preservacdo dos oceanos. Os recursos ambientais marinhos estdo diretamente associados com
a sustentabilidade exploratéria dos estoques pesqueiros, através da pesca artesanal, do turismo
e através das atividades das comunidades tradicionais na orla maritima - folclore, tradigdes,
estilo de vida (MEIRELES, 2006).

Entretanto, o equilibrio desse patriménio sdcio-ambiental esta ameacado pela falta de
planejamento na ocupacdo e nas acOes das atividades humanas na zona costeira
(REBOUCAS, 2013).

Na Costa Brasileira ocorrem diversos tipos de habitat, formando uma diversidade de
ecossistemas. Os bancos de algas marinhas destacam-se por serem areas de reproducao,
alimentacdo e habitat da fauna. A grande riqueza genética dos ecossistemas marinhos
brasileiros representa um imenso potencial pesqueiro, biotecnolégico, mineral e energético
(OLIVEIRA e MIRANDA, 1998). Estes recursos nao devem ser desperdicados através da
degradacdo ambiental e da exploracao excessiva a ponto de comprometer a sustentabilidade a
médio e longo prazo. Atualmente varias unidades de conservagdo foram estabelecidas no
litoral e ajudam na preservacédo da biodiversidade marinha (REBOUCAS,2013).

Dentre os bancos de algas brasileiros podemos citar, com grande importancia
ecologica: Arquipélago de Abrolhos, na Bahia com suas algas coralinas, além de algas
cloroficeas, rodoficeas e feoficeas, sendo duas das cinco ilhas do arquipélago proibidas a
visitagdo; as algas marinhas bentbnicas do arquipélago de Fernando de Noronha em
Pernambuco; O Atol das Rocas, no Rio Grande do Norte que abriga uma diversificada
fauna marinha com recifes de algas calcarias, invertebrados e peixes no meio do oceano; llha
da Trindade, no Espirito Santo, que possui macro e microalgas em toda sua
diversidade; e o banco de algas e faner6gamas de Icapui - CE, que se concentram nas Praias
da Barrinha, Barreiras e Requenguela (FBC, 2012 apud REBOUCAS, 2013).

A exploracdo, exclusivamente de forma extrativista de algas, estava localizada
principalmente na costa do Ceara, mais especificamente no municipio de Icapui. Neste
periodo, na mesma localidade, cerca de 85% da matéria prima processada era coletada
mensalmente, o equivalente a 60 toneladas (REBOUCAS,2013).

As algas também sdo importantes fontes de compostos essenciais para a nutri¢ao
humana. Em muitos paises a industria alimenticia consome uma grande quantidade de algas,

sendo estas bastante conhecidas, por fornecerem uma grande quantidade de fibras, vitaminas,
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sais minerais e antioxidantes. Nas Ultimas décadas, observa-se um esforco no
desenvolvimento do cultivo em larga escala, em detrimento da exploracdo indiscriminada e
insustentavel dos bancos naturais (CARDOZO et al., 2007 apud SILVA, 2009).

As algas sdo organismos pertencentes a uma imensa variedade de nichos ecolégicos.
Devido as mais diversas condi¢es de ambientes, a biossintese de metabolicos secundarios,
tornou-se uma estratégia de sobrevivéncia (CARDOZO et., al, 2007).

Inimeras atividades biologicas de algas foram relatadas na literatura, incluindo
atividades  antioxidantes, anti-inflamatérias, imunomodulatérias, antivirais e
antimicrobianas, entre outras, mostrando o potencial econdmico destes organismos para

serem usados como insumos na producdo de remédios (SMIT, 2004).

2.2 Banco de Algas Marinhas e fanerégamas de Icapui-CE

O Municipio de Icapui com 429,3 Km2 e 64 Km de praia, esta situado no litoral leste
do Estado do Ceara, na micro-regido do baixo Jaguaribe, a 206 km de Fortaleza por
via rodoviaria. Limita-se ao norte com o Oceano Atlantico, ao sul e a oeste com o municipio
de Aracati e ao leste com o estado do Rio Grande do Norte (IBGE, 2010).

A praia da Barrinha esta localizada a aproximadamente 6 Km da sede do municipio e
apresenta grandes valores naturais e paisagisticos. A regido € caracterizada por um banco de
algas e fanerégamas popularmente conhecido como banco natural, importante como uma
cobertura natural contra a erosao costeira (AQUASIS, 2003).

Este ecossistema constitui-se de diversas espécies de crustdceos, moluscos, aves,
peixes e até o mamifero aquatico mais ameagado de extin¢do: Trichechus manatus, conhecido
popularmente por peixe-boi, sendo habitat e fonte de alimento para a fauna local e migratéria
(AQUASIS, 2003).

Localizado com maior diversidade na Praia da Barrinha, esse ecossistema abriga
vérias espécies de algas, desde rodoficeas (algas vermelhas), cloroficeas (algas verdes) até
feoficeas (algas pardas). Além disso, neste local pode ser encontrada uma planta marinha
(faner6gama) conhecida como —capim agulha, que alimenta o peixe-boi marinho. Para a
comunidade da Barrinha, este ecossistema € importantissimo, pois funciona como uma
barreira de protecdo contra a erosdo marinha e sustenta toda a atividade pesqueira da regido
(REBOUCAS, 2013).

A producdo primaria que consiste de matéria organica, algas e nutrientes, existente no

banco de algas, deriva da desembocadura do complexo estuarino canal da Barra Grande, o
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qual estd vinculado ao lencol freatico existente no sopé das falésias mortas (MEIRELES,
2006). Além da importancia para a biodiversidade ameacada, existem ambientes costeiros na
regido de grande importdncia para a manutencdo do recrutamento da pesca costeira,
especialmente estudrios com manguezais, recifes costeiros, bancos de algas e bancos de
faner6gamas, que se constituem em grandes bercarios da vida marinha (AQUASIS, 2003).

Por representar um dos mais complexos ecossistemas marinhos, o banco de algas
possui com as comunidades costeiras, uma relacdo de subsisténcia. Além disso, esta
totalmente relacionado com a dispersdo de nutrientes para os demais ecossistemas marinhos
do litoral leste (MEIRELES, 2006). Apesar disto, 0 banco de algas e fanerogamas esta
bastante ameacado devido a extracdo indiscriminada e insustentavel. Esta acdo predatdria,
além de ameacar o ecossistema, intimida todas as relacdes de subsisténcia que as populacdes
costeiras possuem com este ambiente (FBC, 2012).

Na regido tém ocorrido, segundo relatos dos comunitarios locais, atividades
insustentaveis, como, pescarias ilegais, principalmente o arrasto de fundo para camardo e a
pesca de compressor. Tratando-se ainda das atividades insustentaveis, as mesmas tém
ocorrido desde a década de 70, através da exploracdo de algas marinhas, provocando a
degradacdo das algas economicamente rentaveis, por meio da coleta de arrancar o seu
substrato, evitando que as algas possam se regenerar (REBOUCAS, 2013).

A regido concentra ainda uma quantidade significativa de embarcag¢des pescando com
compressores, que além de constituir-se em pescaria ilegal, de acordo com as normas em
vigéncia do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA), tem causado impactos nos fundos marinhos devido a colocagdo de milhares de
“marambaias” (atrativos artificiais para lagostas) (COSTA et al, 2012)

As acOes degradativas vém contribuindo para a diminuicdo e escassez dos recursos
pesqueiros da regido. Historicamente, as baixas inversdes publicas na pesca artesanal, e as
fragilidades existentes na implementacdo do ordenamento da pesca da lagosta e de outros
recursos pesqueiros, tém colocado em risco a dindmica dos espagos de relagOes entre
0s pescadores artesanais e a natureza. Soma-se a isto a intensidade de capturas de lagosta de
forma exploratoria e ao crescimento das atividades ilegais de pesca, resultando em crescentes
conflitos entre os pescadores artesanais e as embarcacdes ilegais. (COSTA et al., 2012)

Diante da problematica da comunidade, a FBC desenvolveu em conjunto com a
comunidade, uma alternativa de cultivo sustentavel como forma de dar sustentabilidade a
regido e manutencdo deste ecossistema marinho. O desenvolvimento do projeto tem como

base, fomentar a atividade de cultivo de algas na comunidade da Barrinha, no municipio de
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Icapui, do Estado do Cear4, como uma alternativa tecnoldgica diferenciada de aquicultura
sustentavel, fortalecendo o desenvolvimento socioambiental, visando melhorar a qualidade de
vida das populacdes locais.

A coleta e o cultivo sustentavel de algas marinhas criaram oportunidade de ocupacao
e renda para um grupo de 12 familias que garantem a qualidade de vida e preservacao
ambiental da comunidade, atraveés da venda in natura e do beneficiamento da alga na
producdo de seus derivados.A figura abaixo mostra uma alga representante do género

Gracilaria sp., muito encontrada na comunidade.

Figura. 1: Alga do género Gracilaria
sp.,encontrada na praia da Barrinha,municipio de

Icapui-CE.

Fonte: O autor (2013).

2.2.1 Projeto Mulheres de Corpo e Alga (PMCA)

O projeto Mulheres de corpo e alga (PMCA) foi uma iniciativa das esposas de
pescadores da comunidade de Barrinha, no municipio de Icapui, Estado do Ceara. O projeto
nasceu ha quase 10 anos e hoje é meio de subsisténcia para as familias que antes viviam da
pesca da lagosta que hoje se encontra quase extinta. O projeto substituiu a pratica do
extrativismo predatorio pelo cultivo sustentavel de algas, contribui para o equilibrio do bioma
marinho e ainda encontrando um meio de gerar renda com baixo impacto ambiental.

Inicialmente, devido a falta de informacdo e até conhecimento acerca da importancia
das algas, tanto ecologicamente quanto economicamente, a comunidade realizava atividade

extrativista e predatéria, onde as pessoas colhiam essas algas e vendiam para grupos
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japoneses, sem conhecer a sua importancia social e ambiental. Vale salientar que as algas
eram retiradas pelas mulheres que vendiam para empresas internacionais, 0s primeiros a
encontrarem o tesouro. O material coletado com mao de obra baratissima era a base de
cosmeéticos comercializados no mundo inteiro. A figura abaixo ,mostra a entrada de acesso ao

projeto.

Figura 2: Comunidade na praia da Barrinha,
local da sede do PMCA, Icapui-CE.
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Fonte: O autor (2013).

O Projeto que foi desenvolvido pela FBC através do Projeto “De Olho na Agua”, e
atua na comunidade da Barrinha, em Icapui, ja ganhou diversos prémios nacionais, entre eles,
0 Prémio Fundag¢do Banco do Brasil de Tecnologia Social 2009; o Selo Mercado Mata
Atlantica, em 2012; tendo sido, naquele mesmo ano, selecionado pelo Ministério do Meio
Ambiente para ser publicado no livro “Boas Praticas de Educagdo Ambiental na Agricultura
Familiar”, sendo ele o tinico projeto que apresentou atividades voltadas para o bioma marinho
(MACHADO,2014).

Com capacitacdes feitas, as mulheres da comunidade transformam algas marinhas em
comida, sabonete liquido, sabonete em barra, xampu e hidratantes. Esses produtos sdo
vendidos na propria sede do projeto e no comércio local, gerando renda para as familias
envolvidas (COSTA et al,2012).

As algas marinhas sdo a base de pratos servidos na merenda escolar nas escolas
municipais de lcapui. Segundo a coordenadora do projeto, Ana Paula Lima, este ano, serdo

cerca de 10 mil mousses produzidos somente para as escolas. O doce € vendido por R$ 1,40,
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sendo que uma parte fica para um fundo de operacdo e reserva da fundagéo e o restante vai
para as familias envolvidas (MACHADO, 2014).

Com o cultivo houve uma recuperacdo significativa do banco de algas e,
consequentemente, de toda biodiversidade que dele dependia para sobreviver. A colheita em
mar aberto é feita pelos homens, por ser uma atividade que requer grande esforco fisico;
enquanto as mulheres ficam responsaveis pelo beneficiamento das algas, o que inclui
lavagem, secagem e preparo dos alimentos e produtos de higiene para entdo transformar a
matéria-prima em produtos de consumo (MACHADO, 2014).

Para manter a producdo, a coleta das algas é feita em maré baixa, amarrando-as em
cordas para que elas procriem e, ap6s 90 dias, ser feita a colheita. O processo de lavagem
utiliza a d4gua da chuva armazenada em cisternas, minimizando o uso da agua da rede de
abastecimento local (MACHADO, 2014).

Apds processo de secagem é feito o cozimento das algas, de onde se extrai 0 Agar,
um polissacarideo utilizado como estabilizante na preparacdo de alimentos, conservas e
cosméticos (MACHADO, 2014). O que sobra desse processo € 0 residuo que pode ser
aproveitado na horta caseira desenvolvida no projeto ou seu excesso € descartado sem
finalidade.

Os residuos gerados a partir da extracdo do Agar sdo predominantemente oriundos de
trés macroalgas vermelhas: Gracilaria caudata, Gracilaria birdiae e Gracilaria domingensis
que apresentam a seguinte classificacdo biologica: divisdo Rodophyceae, classe
Florideophyceae e ordem Gracilariales (REBOUCAS,2013).

2.3 Processos Fermentativos e bioconversao em leveduras

Os microrganismos apresentam uma velocidade de multiplicacdo celular de
aproximadamente 500 vezes maior que as dos vegetais. Isto ocorre em funcdo da grande area
especifica dos microrganismos que Ihes proporcionam uma velocidade metabdlica maior.
Animais e vegetais necessitam de extensas areas e de um ciclo longo para serem utilizados
como alimento, enquanto os microrganismos podem produzir proteinas em poucas horas e em
areas restritas, o que os torna mais viaveis em termos de espaco (MENEZES, 1989).

Pinheiro et al. (1979) cita as vantagens do uso de microrganismos na producédo de
alimentos: rapido crescimento do microrganismo, a exemplo de algumas espécies de

leveduras e bactérias que podem se multiplicar em menos de 20 minutos; a possibilidade de
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uso de um namero diversificado de substratos, realizando a reciclagem e contribuindo com
a preservacdo do meio ambiente; o efeito do clima é praticamente eliminado; o processo de
producdo pode ser continuo. Ja Luis Pasteur tentou associar fermentacdo com o
desenvolvimento de organismos “... fermentagédo, longe de ser um fenbmeno sem vida, é um
processo Vvivo... todo fenémeno de fermentacdo é correlacionado com o desenvolvimento de
células micodérmicas e plantas as quais preparei e estudei em estado puro e
isolado.”(PASTEUR apud SCHWARTZ, 2001).

Atualmente o termo “fermentagdo” pode ter diferentes significados, dependendo do
setor que o utiliza. O sentido geral do termo significa qualquer processo de cultivo
microbioldgico que ocorreu com ou sem ar. O significado bioquimico da fermentagdo é o
processo metabdlico onde o substrato organico atua como doador e como receptor final de
elétrons, ocorrendo em condi¢cdes anaerobicas, mas sem a utilizacdo de uma cadeia
respiratéria, como acontece na respiracao anaerébia, como mostra a figura 3 (TORTORA et
al, 2010)

Antes de ser esclarecido o papel dos microrganismos na fermentacéo, ela era definida
diferente do conceito aceito atualmente. Em 1839, Liebig definiu o termo fermentacdo como

13

sendo “...a putrefagdo de substancias vegetais que se realiza sem que haja a liberacdo de

nenhum odor ou pelo 0 menos nenhum desagradavel...”

Figura 3: Esquema da reacdo da glicolise
seguida da fermentagdo alcodlica que ocorre na

levedura Saccharomyces cerevisiae.
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Fonte: Lehninger, Nelson & Cox (2006)
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Frazier & Westhoff (1993) cita as seguintes vantagens, quanto ao uso da proteina
microbiana: possibilidade de utilizar alimentos ndo consumidos pelo homem como substrato
para produzir proteina microbiana; apresenta elevado teor de proteina proveniente de
microrganismos, que podem chegar de 60 a 70% do conteudo microbiano dissecado; rapido
aumento do ndmero de células, como consequéncia da extraordinaria capacidade de
reproducdo em curto espago de tempo; continuidade do processo de produgdo de proteina
microbiana independentemente de fatores climaticos; aproveitamento de residuos
agroindustriais como palhas, cascas, graos, frutas, tubérculos, soro lacteo utilizados como
substratos para a produgdo de proteina unicelular.

Pelczar, Chan & Krieg (2003) referem- se ao uso de microrganismos como
alimentos e fontes atrativas de alimento, porque podem ser cultivados em despejos ou
subprodutos industriais, com producdo de grandes quantidades de células ricas em proteina.

Aradjo et al. (2009) relaciona as seguintes vantagens em utilizar a proteina de célula
Gnica como suplemento ou substituto alimentar: os microrganismos crescem muito
rapidamente e sdo produzidos em grandes quantidades; o conteddo de proteina das
células microbianas € muito alto, a porcentagem nas células leveduriformes varia de 40
a 50%, enquanto acarne e a soja apresentam 20 a 35% de proteina, respectivamente.

As proteinas de microrganismos selecionados apresentam todos os aminoacidos
essenciais; alguns microrganismos, em particular as leveduras, tém alto conteudo de
vitaminas; o meio de cultivo dos microrganismos € bastante diversificado, entre eles os
dejetos ou subprodutos industriais, tais como: hidrocarbonetos de refinaria de oleo, liquidos
com enxofre, hidrolisados de madeira (ARAUJO et al.,2009).

A eficiéncia da conversdo protéica por leveduras depende de fatores como:
temperatura, suprimento de oxigénio, disponibilidade de nutrientes. O tempo médio para
dobrar o teor de proteina é de 5 horas em sistemas de fermentacdo por batelada (BURROWS,
1970 apud ARAUJO, 2009).

Segundo Park & Ramirez (1989), as leveduras de panificagdo Saccharomyces
cerevisiae sdo organismos atrativos para a producdo comercial de proteina em virtude de facil
propagacao e de ndo terem relacdo patogénica com o homem. O uso de microrganismos como
alimento ou como suplemento protéico tem atraido grande interesse, pois estes sdo capazes de
crescer em diferentes tipos de subprodutos industriais, produzindo grandes quantidades de
células, denominadas proteina unicelular ou proteina microbiana (PARAJO et al., 1995).

A biomassa microbiana, considerada como um concentrado protéico natural contém

proteinas completas, com todos os aminoécidos essenciais (VILLAS BOAS E ESPOSITO,
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2000). Enguanto um boi de 450 kg ganha em média 0,45 kg de proteina por dia; em contraste,
450 kg de levedura produzirdo diversas toneladas de proteinas em apenas um dia (ARAUJO
et al., 2009). O contetdo de proteina das células microbianas é muito alto e essas proteinas, na
maioria das vezes, contém todos os aminodcidos (PELCZAR, CHAN & KRIEG, 2003).

Dentro deste contexto tem-se realizado trabalhos utilizando-se diversos
microrganismos e varias matérias organicas visando-se a obtencdo de proteinas que venham
minimizar a desnutricdo que assola 0 mundo. Segundo Rocha (2002), a levedura € o mais
utilizado microrganismo na indudstria, sendo a Saccharomyces cerevisiae a mais conhecida
cientificamente. Esta espécie possui organismo microscépico de célula Unica, viva e tem as
mesmas fungdes de qualquer outro ser vivo, respira, alimenta-se, excreta, dentre outras
funcdes vitais (PELCZAR; CHAN & KRIEG, 2003).

A Saccharomyces cerevisiae apresenta membrana celular definida, pouco espessa
em células jovens e rigidas em células adultas. Possui constituinte variavel, com
predominancia de carboidratos e menor quantidade de proteinas e gorduras. Internamente
delimitando o citoplasma, existe a membrana citoplasmatica muito evidente em células
adultas (DUNLAP; MADIGAN; MARTINKO, 2010).

As leveduras sdo microrganismos unicelulares, que se reproduzem assexuadamente
por brotamento desenvolvendo-se na fermentagdo alcoodlica. A fermentacdo é um processo de
liberacdo de energia que ocorre sem a participacdo do oxigénio (processo anaerobio),
compreende um conjunto de reacdes enzimaticamente controladas, através das quais uma
molécula organica é degradada em compostos mais simples, liberando energia. A glicose é
uma das substadncias mais empregadas pelos microrganismos como ponto de partida na
fermentacdo, através da glicolise (TORTORA, 2010).

O processo fermentativo pode ser conduzido por processos descontinuos,
descontinuos alimentados ou continuos, ou ainda as variacGes desses processos. Os processos
fermentativos descontinuos podem ser considerados sistemas fechados, exceto pela aeracao e
controle de pH e todo substrato é fornecido no inicio da fermentagcdo. Uma das desvantagens
da fermentacdo descontinua é que a formacédo de bioprodutos s6 ocorre em um determinado
ciclo de fermentacdo o que diminui a produtividade se comparado com 0s outros tipos de
processos que conseguem prolongar esse ciclo.

A bioconversdo (ou biotransformacéo) refere-se a um conjunto de reagdes quimicas
através dos quais microrganismos convertem determinados compostos noutros produtos
através da utilizacdo de microrganismos que realizam reacBes quimicas especificas,
tipicamente usadas na transformacéo de biomassa (CORTEZ, 2005 apud PEREIRA JR; BON;
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FERRARA 2008). Esse processo envolve uma ou mais reagfes enzimaticas nas quais
microrganismos, no caso os fungos, transformam determinados compostos quimicos em
produtos com estruturas semelhantes. A bioconversdo compreende processos como
hidroxilacdo, desidrogenacdo, epoxidacdo, isomerizacdo e transformacdes ao nivel das
ligacdes duplas (MOLINA, 2010).

Os processos de bioconversdo mais usados sdo para a producdo de esteroides, como,
por exemplo, corticosterdides para o tratamento da artrite reumatdide, progesterona e
estrogénio para a producdo de contraceptivos, cortisona como anti-inflamatério bastante
potente e sintese de vitaminas. A bioconversdo apresenta inimeras vantagens, sendo algumas
delas de maior espectro de acdo, por exemplo, por parte de antibidticos e reducdo das reagdes
alérgicas (PEREIRA JR; BON; FERRARA, 2008).

A FSS também chamada de fermentacédo sélida ou em estado solido tem se destacado
nos estudos e avancos obtidos no aproveitamento de diversos residuos, principalmente na
industria de alimentos. De um modo geral, a FSS é um processo microbiano que se
desenvolve na superficie de materiais sélidos, que apresentam a propriedade de absorver ou
de conter agua, com ou sem nutrientes sollveis. Estes materiais sélidos podem ser
biodegradaveis ou ndo. Para a FSS, & necessario que 0S microrganismos crescam com
nutrientes difusiveis sob ou sobre a interface liquido-solido (VINIEGRA-GONZALEZ,
1997).

A FSS ¢é definida por PANDEY (2003) apud GIONGO (2013) como um processo de
fermentacao que envolve matriz sélida realizada na auséncia ou quase auséncia de agua livre,
utilizando substratos imidos o suficiente para suportar o crescimento de microrganismos.
Segundo processos no estado semissolido possuem algumas vantagens como:

v" Menor necessidade de energia;

v" Menor volume de aguas residuais;

v" Menor disponibilidade de atividade de dgua para possiveis contaminantes;

v" O meio é geralmente simples, consistindo de produtos agricolas nao refinados
que podem conter todos 0s nutrientes necessarios para 0 crescimento do
microrganismo;

v’ Baixo custo de esterilizacdo devido a pouca agua disponivel;

v' Como a maioria das bactérias requer altos niveis de mistura liquida, a FSS

exclui, ou reduz, sensivelmente, o problema da contaminagéo bacteriana;
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v" Geralmente, o Gnico componente necessario a ser adicionado ao meio é agua,
embora, ocasionalmente, outros nutrientes como fonte de nitrogénio ou

minerais possam ser adicionados.

Entretanto, esses sistemas possuem uma grande e principal desvantagem referente a
dificuldade de ampliacdo do processo, em grande parte devido a transferéncia de calor e
problemas de homogeneidade de cultura (SINGHANIA et al., 2009; MARTINS et al., 2011).
Os tipos de microrganismos que podem ser usados sdo limitados, em funcdo das condic¢des do
processo, tais como: baixa concentracdo de agua livre. Os mais utilizados sdo fungos
filamentosos e algumas leveduras (SANTQOS, 2006).

Bolores e leveduras constituem a classe de microrganismos adequados para a FSS de
acordo com a atividade de agua requerida de 40% a 60%, sendo considerada estes teores
inadequados para o crescimento de bactérias (SINGHANIA et al., 2009). Esses processos tém
sido muito empregados na tecnologia de alimentos, e utilizam o metabolismo de
microrganismos, ou produtos do metabolismo, para obtencdo das transformacdes desejadas no
substrato utilizado.

O emprego de residuos agroindustriais como meio de cultura, tem sido valiosos
substratos para FSS. Tais residuos incluem polpa e casca de café, bagaco de cana, polpas e
cascas de frutas, sabugo de milho e residuos de processamentos industriais, como a Okara
(MARTINS et al., 2011).

Rashad et al. (2010) usaram okara, residuo que fica do processo de confeccdo de leite
de soja, ou de outros leites vegetais, como substrato para FSS usando seis diferentes linhagens
de leveduras GRAS (Candida albicans NRRL Y-12, Candida guilliermondii NRRL Y-2075,
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, Kluyveromyces marxianus NRRL Y-8281 , Pichia
pinus e Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632). Todas as amostras fermentadas com cada
uma das leveduras apresentaram maiores teores de proteinas e residuo mineral, enquanto que
0 conteudo de carboidratos, fibra bruta e lipideos foram reduzidos.

Por outro lado, cabe salientar que quando se deseja direcionar os produtos da
fermentacdo para a producdo de alimentos, além do microrganismo utilizado possuir elevada
atividade de B-glicosidase, 0 mesmo deve ser reconhecido como seguro (GRAS), livre de
produgdo de toxinas, essa ndo é uma caracteristica atribuida & muitas espécies de fungos
filamentosos dai a escolha por leveduras ser mais frequente entre as pesquisas.

A principal funcdo requerida a um microrganismo envolvido no processo de

fermentacao aplicado a bioconversao € a sintese de enzimas que hidrolisam os componentes
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alimentares. No entanto, segundo Nout e Kiers (2005) a fermentacdo ainda diminui fatores
antinutricionais, bem como melhora a qualidade nutricional e digestibilidade do produto,
atividade antioxidante e fatores sensoriais.

Diversos autores tém reportado diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae como
produtoras de enzimas [-glicosidase, cepas selvagens isoladas de mostos e de vinhos
sicilianos (SPAGNA et al., 2002), cepas selvagens isoladas de processo de vinificacdo
(HERNANDEZ et al., 2003), Saccharomyces cerevisiae obtidas de fermentos biol6gicos
comerciais (MOORE et al., 2007), Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 (RASHAD et
al., 2010).

A enzima B-glicosidase catalisa a hidrolise de ligacdes glicosidicas formada entre o
grupo hemiacetal (atomo de carbono que contém o atomo de oxigénio que promove a ligacédo
de juncéo das duas moléculas) de uma aldose ou glicose, e 0 grupo hemiacetal do composto
vizinho (BHATIA; MISHRA,; BISARIA 2002 apud GIONGO 2013). A clivagem no terminal
ndo redutor B-D-glicose promove a liberagio de B-D-glicose (SUN et al.,, 2010 apud
GIONGO,2013). A B-glicosidase é obtida através do metabolismo de bactérias, fungos,plantas
e animais e desempenham um papel central em muitos processos biologicos (HSIEH;
GRAHAM, 2001). Entre suas diversas aplica¢des a -30 glicosidase tém sido usada para
hidrolisar compostos fendlicos e glicosideos de fitoestrogenos para melhora da atividade
bioldgica (YANG et al., 2009 apud GIONGO, 2013).

Em termos de digestibilidade, GIONGO (2013) observou em seu trabalho que a FSS
possivelmente causou a melhora da qualidade sensorial do produto, apresentando
contribuicBes para o desenvolvimento de uma desejavel textura, sabor e aroma do produto,
fornecendo ao okara, residuo oriundo da industria de leite de soja, uma potencial caracteristica

de matéria-prima para a fabricacdo em alimentos.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os residuos resultantes do beneficiamento das algas produzidos pela atividade
econdmica da cooperativa Mulheres de Corpo e Alga, antes e depois da utilizacdo de
processos fermentativos semissolidos com o fungo Saccharomyces cerevisiae, em diferentes
tempos e concentracdes, com diferentes complementos nitrogenados, visando o melhoramento

nutricional do mesmo.
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3.2 Especifico

v’ ldentificar os teores de proteinas totais, carboidratos totais, umidade e cinzas
em residuos gerados a partir da extragdo do Agar antes e depois de serem
submetidos a diferentes tempos e concentragdes da levedura Saccharomyces
cerevisiae;

v/ Adicionar compostos nitrogenados aos residuos no intuito de promover
enriquecimento nutricional dos mesmos, visando um aumento na concentragao
de proteinas;

v"Auvaliar a eficiéncia do residuo modificado, em tempo de conservacdo, e um
possivel aumento dos minerais para o desenvolvimento de uma possivel racdo

animal.

4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS UTILIZADOS PARA AS ANALISES DE PROTEINAS TOTAIS,
CARBOIDRATOS TOTAIS, UMIDADE E CINZAS

4.1.1 Reagentes

v 500g de levedura de pédo (fungo Saccharomyces cerevisiae);

<

2 L Acido sulfdrico p.a.;

\

222 g do catalisador (sulfato de potassio (200g), sulfato de cobre pentahidratado (20g),
selénio metélico (29));

26,89 de fosfato de sodio dibasico p.a.;
50¢g de Tartarato de sodio e potéssio p.a ;
409 de Hidroxido de sodio p.a;

20 L de Agua deionizada;

150g de Salicilato de sodio;

0,3g de Nitroprussiato de sodio;

500 mL de Hipoclorito de sodio;

Sulfato de aménio

3 L de Etanol 80%

AN N NN N D N NN



4.1.2 Vidrarias

AN N NN Y N N NN N Y N N N N Y N N NN

2 Bandeja pléastica grande;

1 Pinga;

4 Colheres;

10 bastdes de vidro autoclavados;

2 Rolos de papel aluminio;

100 Frascos descartaveis com tampa;
1 Marca texto para identificacéo;

40 tubos para digestao;

3 Espatulas;

30 Baldes volumétrico de 50 mL;

3 Bal6es volumétrico de 1000 mL;
50 Tubos de ensaio de 10mL;

5 Funis de vidro;

100 Papéis de filtro;

1 Pipeta automatica de 1000uL;

5 Pipetas volumétrica de 5mL;

5 Pipetas graduada de 25mL;

1 Dessecador com silica gel;

50 Cépsulas de porcelana de 8,5 cm de didmetro;

1 Pinga para mufla.

4.1.3 Equipamentos

AN N N N N VD N NN

1 Luz branca (tipo para leitura);
1 Balanca semi-analitica;

1 Autoclave vertical;

1 Camera de fluxo laminar;

1 Estufa bacterioldgica;

1 Estufa de secagem;

1 Liquidificador Walita;

1 Agitador Vortex;

1 Bloco digestor com controle de temperatura;

31
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1 Capela de exaustao;
1 Banho-maria;

1 Espectofotdémetro;
1 Mufla;

1 Chapa elétrica;

AN N NN

4.2 Coleta, transporte e limpeza dos residuos

A metodologia de coleta usada pela (AMBA) basicamente utiliza-se estruturas
flutuantes do tipo “long-lines”, onde o material consiste de cordas de polietileno e bdias
flutuantes, sendo estas colocadas em mar aberto em areas previamente delimitadas e
estudadas (ha& aproximadamente 2 km da praia). O cultivo das algas marinhas com objetivos
econdmicos tem sido realizado com sucesso para varias espécies, seguindo metodologias com
o tipo basico de cordas instaladas diretamente sobre o mar. Para este método de cultivo séo
utilizadas mudas (propagacdo vegetativa) que sdo inseridas em cordas e colocadas no mar
para crescer.

As mudas mais volumosas e naturalmente limpas sdo coletadas do banco natural (de
forma sustentavel, ou seja, sempre deixando parte da alga em seu substrato para que a mesma
possa crescer continuadamente) no mesmo dia em que serdo plantadas. Sendo levadas até o
cultivo onde sdo amarradas de forma segura, ou entdo as mudas podem ser amarradas nas
cordas antes de serem levadas até o cultivo (devendo ser hidratada sempre com agua salina e
mantida na sombra até que seja plantada). Elas podem ser colocadas nas cordas de duas
maneiras: uma, é usando o fitilho (espécie de corddo resistente); e a outra é entre as
extremidades da corda.

O manejo do cultivo acontece quinzenalmente em eépocas de marés altas, estas marés
sd0 mais viaveis para realizar os trabalhos do cultivo, tornando mais facil o acesso ao plantio.
A manutencdo se da com a reposicdo de mudas que forem perdidas devido a acdo das
correntes maritimas ou de embarcacdes que trafegam descuidadamente; verificacdo do estado
das boias e cordas, para evitar a poluicdo do mar; limpeza manual de mudas, cordas, estacas e
boias para retirada de plantas e animais incrustados, além de sedimentos que se depositam no
talo das algas; correcdo do posicionamento das estruturas que se deslocam com a acdo da

dindmica da maré.
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As mudas sdo plantadas com um peso aproximado de 50g (a padronizagdo o peso €
importante para se obter uma produc¢do mais rapida e homogenia), sendo colhidas entre 60 a
90 dias.

Depois de colhidas, as algas séo lavadas postas para serem secadas, em um tipo de
secador solar artesanal (giral, feito a partir de estacas, ripas e cobertos por telas). Quando ja
estdo secas, elas devem ser “batidas” para a retirada de outras algas ou lama que geralmente
enrolam-se entre elas. Seguindo esse processo, as algas sdo ensacadas e armazenadas em lugar
seco, até 0 momento da comercializacdo ou de seu aproveitamento para fabricacdo de seus
derivados, como cosméticos e alimentos (ver figuras 11 e 12).

Apos a coleta da alga no mar, em maré baixa, essas foram transportadas até a estacao
de beneficiamento, localizada na comunidade da Barrinha, onde foram retiradas as impurezas,
como particulas solidas, capim agulha entre outros detritos e essas sdo lavadas com agua de
chuva estocada (quando disponivel) ou dgua da rede de abastecimento (CAGECE).

Ap0s serem lavadas, as algas foram imersas em suco de limdo (trés limaos para cada
8 Kg de alga) deixado agir por trés minutos para que o acido citrico consiga descolorir, limpar
e facilitar a retirada do Agar pelo calor (ver figura 7 a seguir). SO entdo foi colocada para
secar ao sol em tanques de secagem por 24 horas, quando ela muda de cor, de vermelha para
amarela esbranquicada (ver figura 8).

Ao secarem as algas foram colocadas em grandes panelas de aluminio e adicionada
4gua e posta no fogdo para fervura. Durante o processo de fervura, o Agar se desprende da
alga, subindo junto com a agua que, ao esfriar, endurece como gelatina (ver figura 9). As
figuras mostram os secadores construidos no laboratério de beneficiamento das algas e a
secagem feita durante o curso ofertado as mulheres da comunidade pela Fundacdo Brasil

Cidaddo, logo ap0s a coleta.
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Figura. 4- Secadores utilizados para depositar as Figura.  5-Primeira  secagem das algas
algas assim que chegam da colheita. PMCA, (Mar¢o/2003). PMCA, Icapui-CE.
Icapui-CE.

I

Fonte: O autor (2013),

Desse procedimento, 0 que sobra na panela é o residuo (figura 10). Para cada 100g de
algas, utilizou-se 10 litros de 4gua gerando 25 g de Agar.

ApoOs a fabricacdo do residuo ele foi imediatamente congelado sob o risco de
degradacdo por microrganismos, pois ainda apresenta uma considerdvel quantidade de
carboidratos. Em seguida foram trazidos para a UERN, LABBIO-II, em Mossor6-RN, a 66,2

Km de Icapui-CE (ver figura 6 abaixo).

Figura 6: Distancia e acesso entre 0s muni-
cipios de Mossor6-RN e Icapui-CE.

2]
jaba
Icapui - CE
Jaguaruana 9 Roau
[En-or3]
& 56 min

3] 608km }

Baratina (e}

: Serra do Mel
Mossoré - RN®
S FN-117]
Google LR

Fonte: Google maps (2014).
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Figura 7- Beneficiamento das algas-limpeza Figura 8- Beneficiamento das algas- secagem

com limdo. PMCA, Icapui-CE. nos secadores. PMCA, Icapui-CE.

Fonte: O autor (2014). Fonte: O autor (2014).

Figura 9- Beneficiamento das algas - &gar

extraido das algas.PMCA, Icapui-CE. Figura 10- Beneficiamento das algas- residuo
produzido a partir da retirada do agar. PMCA,
Icapui-CE.

Fonte: O autor (2014). Fonte: O autor (2014).
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Figura 11- Beneficiamento das algas- Figura 12- Beneficiamento das algas-
producdo dos mousses para merenda escolar. producdo de produtos de higiene pessoal.
PMCA, Icapui-CE. PMCA, Icapui-CE.

Fonte: O autor (2014).

43 ETAPA1

4.3.1 Preparo dos residuos

Os residuos foram levados até o LCTV, na FANAT, onde foram descongelados e
feito uma triagem de todas as impurezas visiveis (capim agulha, sementes de liméo, pedacos
de algas, cabelo, etc.), com ajuda de uma pinca. O residuo foi pesado em balanca semi-
analitica modelo QUIMIS (Figura 14) em frascos cobertos com papel aluminio devidamente
identificados de acordo com a concentracdo de leveduras determinadas no modelo de
delineamento experimental proposto (Figura 13). Foram postas para a esterilizacdo em
autoclave vertical, modelo TECNAL a 121° C por 15 minutos para eliminagdo de qualquer
agente microbiano contaminante. Apds a autoclavagem, os frascos foram retirados do

aparelho e expostos para atingir a temperatura ambiente (25° C).

Figura 13- Delineamento experimental da etapa 1 da pesquisa.

Tratamento 01: Concentracio 0% (05 Repeticdes) Tratamento 02: Concentracdo 5% (05 Repetigdes)
0% de levedura+ 100g do_residuo (0 Horas) 3% de levedura+ 93g do residuo (OHoras)
0% de levedura+100g doresiduo (24 Horas) 3% de levedura + 93g do residuo (24 Horas)
0% de Levedura+ 100z do Residuo (48 Horas) 5% de Levedura+ 93g do Residuo (48 Horas)
0% de Levedura+ 100z do Residuo (72 Horas) 5% de Levedura+ 93z do Residuo (72 Horas)
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Tratamento 03: Concentracio 10% (05 Repeti¢ies) Tratamento 04: Concentracio 15% (05 Repeticdes)
10% delevedura + 90g do residuo (0Horas) 13% delevedura + 85g do residuo (0Horas)
10% delevedura + 90g do residuo (24 Horas) 13% delevedura + 83g do residuo (24 Horas)
10% de Levedura+ 90g do Residuo (48 Horas) 13% de Levedura+ 3z do Residuo (4% Horas)

0% de Levedura+ 90g do Residuo (72 Horas) 13% de Levedura+ 3z do Residuo (72 Horas)

AAAAT | AN

Fonte: O autor (2015).

Figura 14- Pesagem em balanca semi
analitica dos residuos nos frascos para
fermentacdo. LABBIO II, UERN.

Fonte: O autor (2013).

4.3.2 Inoculacéo das leveduras e preparo da farinha

Apos os frascos atingirem temperatura ambiente, foram colocados em camera de fluxo
laminar onde foram adicionadas as leveduras. O microrganismo utilizado para o processo de
bioconversdo do residuo de alga foi a levedura Saccharomyces cerevisiae, prensada, do tipo
comercial fermento bioldgico fresco, com umidade de 53,54% (base Umida) e teor médio de
proteina bruta de 31,44% (base seca).

Misturou-se bem o conteddo com auxilio de um bastdo de vidro também esterilizado
até formar uma massa homogénea de cor uniforme. Foram 20 frascos com 95g do residuo

autoclavado+5g da levedura, 20 frascos com 90g do residuo autoclavado+10g de levedura, 20
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frascos com 85% do residuo autoclavado+15g de levedura e, como grupo controle, 20 frascos
contendo somente 100g do residuo autoclavado. Os frascos foram tampados novamente com o
papel aluminio e postos em estufa bacteriologica a 36°C. Dos 20 frascos de cada tratamento,
5 foram colocados na estufa de secagem, a uma temperatura de 100° C, ja sem a tampa de
aluminio, logo apds a homogeneizacdo; 15 foram para a estufa bacterioldgica a 36°C. Com
24h, foram retirados 5 frascos, com 48h foram retirados mais 5 frascos e, finalmente com 72h
foram retirados os 5 Gltimos frascos e foram colocados em estufa de secagem sem a tampa de
aluminio até a secagem completa do produto.

Quando estavam bem secas, as amostras foram processadas em liquidificador até
formar um po6 fino que foi empregado na analise de proteinas e carboidratos. Essa etapa tem o
objetivo de determinar qual o melhor tempo de exposicdo e a melhor concentracdo de
levedura (Saccharomyces cerevisiae) necessarios para aumentar o percentual de proteina total

da amostra.

44 CARACTERIZACAO DO METODO DE ANALISE DAS PROTEINAS
SOLUVEIS TOTAIS

A digestdo das proteinas foi feita através do método de Kjeldahl, (AOAC,1996), e
convertido em porcentagem de proteina em base seca, empregando-se o fator de conversao
6,25 Kjeldahl (AOAC, 1996). Essa técnica ainda € muito usada por ser uma técnica confiavel,
com rotinas bem estabelecidas e ao longo do tempo permaneceu praticamente a mesma com
poucas modificacdes (VOGEL & TODARO, 1997) e possibilita a determinacéo indireta de
proteinas em varias amostras bioldgicas, assim como o nitrogénio em plantas para a avaliacdo
do estado nutricional (YASUHARA E NOKIHARA, 2001 apud GALVANI E GAERTNER,
2006).

O método de caracterizacdo das proteinas € representado em duas etapas:
mineralizacdo (método Kjerdahl) e fotocolorimetria (método de Baethgen e Alley (1989)). Na
mineralizacdo ou digestdo ocorre a conversao do nitrogénio organico em ion amonio e na

fotocolorimetria esse ion aménio é quantificado.

Para a digestdo foram pesados 0,02 g da amostra e 1,1g do catalisador. Com o bloco
digestor dentro da capela de exaustdo, foram encaixados os tubos de ensaio e adicionado 1,5
mL do &cido sulfdrico concentrado e a capela foi ligada e fechada. O tempo de digestdo é
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muito relativo, podendo variar de acordo com o aparelho e a natureza da amostra, porém a

digestdo aconteceu entre 40 e 45 minutos quando a amostra apresentou-se verde translucida.

Foram marcados 15 minutos e desligado o bloco, deixando as amostras esfriarem.
Em seguida, o baldo volumétrico foi utilizado para aferir as amostras digeridas com agua
deionizada. Primeiro colocou-se um pouco da agua deionizada no baldo volumétrico para
amenizar a temperatura e evitar que o baldo volumétrico trinque, pois o nitrogénio dissolvido
no &cido sulfdrico atinge uma temperatura extremamente alta. Transferiu-se a amostra
digerida para o baldo volumétrico com a agua e aferiu-se com agua. Homogeneizou-se a
amostra até ficar translGcida. A amostra com &cido sulfirico concentrado, em presenca de
sulfato de cobre como catalisador acelera a oxidacdo da matéria orgénica (GALVANI &
GAERTNER, 2006).

Na fotocolorimetria, foram preparadas trés solucbes A, B e C. A solugdo A é
composta por fosfato de sédio dibasico (26,89), tartarato de sddio e potassio (50g), hidroxido
de sddio (409) e agua deionizada até completar 1000 mL. A solucdo B é feita com salicilato

de sodio (150g) e nitroprussiato de sddio (0,3g) e dgua deionizada até completar 1000 mL.

A solucdo C é uma diluicdo feita a partir de uma solucdo de hipoclorito de sédio

5,25%. Pegou-se 10 mL dessa solucéo e diluiu-se em agua deionizada até completar 100 mL.

Vale salientar que a solugdo C sé devera ser preparada na hora do uso. A curva
padrdo foi construida com uma solucéo padrdo de sulfato de amonio (0,11798g) diluida em
solucdo diluente (composto por 22 g de catalisador ; 61,1 mL do acido sulfdrico e agua
deionizada até completar 1000mL).Os tubos de ensaio foram agitados com ajuda do vortex.
Os tubos foram cobertos com papel aluminio e contabilizados 15 minutos em banho-maria
37° C.

A leitura foi feita em espectrofotébmetro a 650nm com cubeta de plastico. A
quantidade de nitrogénio nas solucdes € calculada sabendo que em 1g de sulfato de nitrogénio
existe 212mg de nitrogénio. Logo, em 0,11798g de sulfato de aménio diluidos em 100 mL do
diluente existem 25,012mg de nitrogénio. Entdo, em cada 10pg de solugdo padrdo temos
0,0025mg ou 2,5016ug/uL. Para calcular a porcentagem de proteina total, calculou-se
antecipadamente o fator de correcdo a partir do grafico de linha de tendéncia, utilizou-se a

formula:

Ax
= Ay



40

A partir dai, calculou-se o percentual de proteina da amostra:

_AF.vd(mL).6,25
~ Ve(AL).Pa(g).10

P%

Onde:

A= Absorbancia

Ve=Volume do digerido utilizado no ensaio (geralmente 50 ou 100uL)
Vd=Volume de dilui¢do do digerido ( 10, 50,100 ou 250 mL)

Pa= Peso da amostra(g)

As reacBes quimicas que se passam durante o processo da determinacdo dos

compostos nitrogenados podem ser assim resumidas (Silva, 1990):

Figura 15- Reacdes envolvidas no método de Kjerdahl.

Digestao:
Proteina + H,S0, — (NH,),SO,(aq) + CO,(g) + SO,(g) + H,0(g)

Liberacdo da amonia:
(NH,),SO,(aq) + 2NaOH — Na,SO,(aq) + 2H,0(l) + 2NH,(g)

Captura da amonia:
B(OH), + H,0 + NH, — NH,* + B(OH),-

Titulacao final:
B(OH), + H,0 + Na,CO, — NaHCO,(aq) + NaB(OH),(aq) + CO,(g) + H,0

Fonte: http:www.quimica.com.br. Acesso em: 12/12/14.

45 CARACTERIZAGAO DO METODO DE ANALISE DOS CARBOIDRATOS
SOLUVEIS TOTAIS (AST)

As analises foram feitas de acordo com Dubois et al.(1956) e baseia-se na

determinacéo de agucares simples, polissacarideos e seus derivados incluindo os metil-ésteres
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com grupos redutores livres, ap6s a desidratacdo dos mesmos pelo &cido sulfdrico e
subsequente complexacao dos produtos formados com o fenol. A mudanca da cor da solucdo
é medida na regido do visivel e € proporcional a quantidade de agucares presentes na amostra.
A reacdo € sensivel e de cor estavel.

Pesou-se 0,5 g da farinha do fermentado e macerou-se o material em etanol a 80%
aquecido previamente a 65°C durante 10 minutos. Colocou-se o macerado para filtragdo em
papel, com ajuda de um funil colocado dentro de um baldo volumétrico de 50 mL. Filtrou-se e
aferiu-se o baldo com o etanol a 80%, aquecido a 65°C.

Dessa solugéo 1, retirou-se 500 uL que foi transferido para outro tubo de ensaio,
onde foram adicionados 500 pL de fenol (5%) e 2,5 mL de acido sulfarico concentrado. Logo
apos, agitou-se a amostra em vortex e, em seguida, manteve-se em repouso durante 45 a 60
minutos,foi observado a separacdo de fases, compostas por pigmentos no fundo do tubo e
carboidratos dissolvidos em meio aquoso na parte superior. Realizou-se a medicdo da
absorbancia da solucdo em espectrofotémetro, utilizando um comprimento de onda de 485
nm. Os resultados foram relacionados a equacao da curva padrdo de sacarose a 1%.

De acordo com os rendimentos previamente obtidos calculou-se a concentracéo de

carboidratos sollveis totais em mg.g™ de matéria seca.

4.6 ETAPA 2:

Os residuos foram novamente descongelados, desta vez ja limpos, foram entdo
pesados em balanca semi-analitica modelo QUIMIS em frascos cobertos com papel aluminio
devidamente identificados de acordo com a melhor concentragdo de leveduras e o melhor
tempo obtido na etapa 1.

ApoOs a pesagem foi feita a esterilizagdo, para eliminacdo de qualquer agente
microbiano contaminante respeitando os tratamentos propostos na pesquisa através do
delineamento experimental descrito na figura 17 (Ver adiante).

Apos a pesagem, os frascos foram tampados com papel aluminio, identificados e
levados a autoclave vertical modelo TECNAL a 121° C por 15 minutos. Apds a
autoclavagem, os frascos foram retirados e deixados esfriar a temperatura ambiente (25° C).
O delineamento experimental e o esquema de distribuicdo dos suplementos nitrogenados
segue a organizacdo da figura adiante:



Figura 16- Distribuicdo das amostras da etapa 2

do projeto.

Fonte: o autor (2014).

Figura 17- Delineamento experimental da etapa 2 do projeto.

Tratamento 01: 10g de levedura+ 2,52 de Sulfato de Amonio (SA)+87,5g do residuo
(05 repeticbes)

10z de leveduras+2 5g SA+87 5z Residuo (24 h)

AN N

Tratamento 02: 10g de levedura+ 2,5z de Uréia (U)+87.5g do residue (05
repeticoes)

10z de levedura+2 5% U+87 5g Residuo (24 h)

Tratamento 03;10g de levedura+ 1,25% de Sulfato de Amonio (5A)+1,25% de
Ureia(U)+87,5g de residuo (05 repeticoes)

10g de levedura+1,25% SA+1,25% U+E7,5g de Residuo (24h)

Tratamento 04: 10g de levedura+ 90g de residuo(05 repeticbes)

10g de leveduras+90 g Residuo (24 h)

\ANNANAS

Fonte: O autor (2014).
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4.6.1 Inoculagéo das leveduras associadas a compostos nitrogenados

Apos os frascos atingirem temperatura ambiente, foram colocados em camera de
fluxo laminar onde foram adicionadas as leveduras. Misturou-se bem o conteddo com auxilio
de um bastdo de vidro também esterilizado até formar uma massa homogénea e de cor
uniforme.

Foram 25(vinte e cinco) frascos de vidro com tampa de papel aluminio ao todo,foram
feitos em quintuplicata sendo que, em 5 (cinco) foram colocados 100g do residuo
autoclavado, esse é o grupo controle (Co); em 5(cinco) foram colocados 90g do residuo
autoclavado+10g da levedura (controle comparativo sem suplemento nitrogenado), 5 (cinco)
frascos com 87,5¢g do residuo autoclavado+10g de levedura+2,5g de sulfato de aménio p.a.; 5
(cinco) frascos com 87,59 do residuo autoclavado+10g de levedura+2,5g de Ureia e, por
altimo, 5(cinco) frascos contendo somente 87,5g do residuo autoclavado+ 1,25¢g de sulfato de
amonio+ 1,25¢g de ureia.

Dos 25(vinte e cinco) frascos de cada tratamento, 5 (cinco) que sé continha o residuo
(Co) foram colocados na estufa de secagem, ja sem a tampa de aluminio, logo apds a
homogeneizacao, os demais foram para a estufa bacterioldgica calibrada em 36°C. Com
24h, foram retirados os 20 (vinte) frascos da estufa bacteriologia, tirados a tampa de aluminio
e levados para a estufa de secagem a 100°C até a secagem completa do produto.

Ap0s secagem, as amostras foram processadas em liquidificador, até formar um pé
fino que foi empregado na anélise de proteinas e carboidratos, além das analises de umidade e
cinzas. Essa etapa tem o objetivo de determinar se a suplementagdo nitrogenada ajuda no
processo de enriquecimento protéico e qual o melhor suplemento nitrogenado entre os que

foram testados.

4.7 CARACTERIZACAO DO METODO DE ANALISE DAS PROTEINAS SOLUVEIS
TOTAIS

A digestdo de proteinas totais foi feita pelo método de Kjerdhal (AOAC, 1985) e a
quantificacdo pelo método de Baethgen e Alley (1989). foi desenvolvida semelhante a
primeira etapa, utilizando os mesmos materiais e equipamentos e 0 mesmo procedimento
experimental no intuito de avaliar as proteinas totais resultante do processo fermentativo

associado a suplementos nitrogenados.
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4.8 QARACTERIZAC;AO DO METODO DE ANALISE DE CARBOIDRATOS
SOLUVEIS TOTAIS

A andlise de carboidratos totais, pelo método de Dubois foi desenvolvida
semelhante a primeira etapa, utilizando os mesmos materiais e equipamentos € 0 mesmo
procedimento experimental no intuito de observar o teor de carboidratos que existe nesse

residuo, antes e apés a fermentacéo.

4.9 CARACTERIZACAO DO METODO DE ANALISE DE UMIDADE

Todos os alimentos, qualquer que seja 0 método de industrializacdo a que tenham
sido submetidos, contém agua em maior ou menor proporcdo. Geralmente, a umidade
representa a agua contida no alimento, que pode ser classificada em: Umidade de superficie,
que refere-se a agua livre ou presente na superficie externa do alimento, facilmente
evaporada, e umidade adsorvida, referente a agua ligada, encontrada no interior do
alimento, sem combinar-se quimicamente com o mesmo (ADOLF LUTZ,1985). Na figura
abaixo, a distribuicdo da farinha, em vidro de relégio para ser colocada em estufa de

secagem.

Figura 18- Amostras para teste de umidad

Fonte: O autor (2014).

A umidade corresponde a perda em peso sofrida pelo produto quando aquecido
em condigdes nas quais a agua é removida. Na realidade, ndo é somente a agua a ser
removida, mas outras substancias que se volatilizam nessas condi¢bes (ADOLF LUTZ,
1985).
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O residuo obtido no aquecimento direto € chamado de residuo seco. O
aquecimento direto da amostra a 105°C é o processo mais usual. Amostras de alimentos que
se decompdem ou iniciam transformacdes a esta temperatura, devem ser aquecidas em
estufas a vacuo, onde se reduz a pressdo e se mantém a temperatura de 70°C (ADOLF
LUTZ,1985).

A determinacdo de umidade é uma das medidas mais importantes e utilizadas na
anélise de alimentos. A umidade de um alimento estd relacionada com sua estabilidade,
qualidade e composicdo, e pode afetar a estocagem, pois alimentos estocados com alta
umidade irdo deteriorar mais rapidamente que os que possuem baixa umidade, além de
danificar a embalagem e expor com o tempo o alimento. O conhecimento do teor de umidade
das matérias primas € de fundamental importancia na conservacdo e armazenamento, na
manutencéo da sua qualidade e no processo de comercializagdo (ANTONIO, 2002).

Segundo Rocha (2010), para que aja uma atividade 6tima do fungo Saccharomyces
cerevisiae e dessa forma o processo de bioconversdo seja otimizado o residuo devera estar

com uma umidade entre 75% e 95%.

4.9.1 Procedimento experimental

Pesou-se de 2g da amostra em capsula de porcelana, previamente tarada. Essa foi
aquecida durante 3 horas. Resfriou-se em dessecador até a temperatura ambiente e depois

pesou-se. Repetiu-se esse procedimento de aquecimento e resfriamento até peso constante.

Célculo:

100.N
P

N =n° de gramas de umidade (perda de massa em Q)
P = n° de gramas da amostra
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410 CARACTERIZACAO DO METODO DE ANALISE DE CINZAS

O método consiste em tratar o residuo por incineracdo e transforma-lo em cinzas.
Cinzas é o nome dado ao residuo obtido por aquecimento de um produto em temperatura
proxima a (550-570)°C. Cinzas de um alimento é o nome dado ao residuo inorganico que
permanece apds a queima da matéria organica, entre 550 — 570°C, a qual é transformada em
CO,, H,0 e NO,, assim sendo, a cinza de um material € o ponto de partida para a analise de
minerais especificos. Estes minerais sdo analisados tanto para fins nutricionais como também
para seguranca (ADOLF LUTZ, 1985).

A cinza é constituida principalmente de macronutrientes como: K, Na, Ca, P, S,
Cl e Mg; micronutrientes como: Al, Fe, Cu, Mn e Zn; e elementos tragos: Ar, I, F, Cr, Co,
Cd entre outros (SILVEIRA,2013).

Nem sempre este residuo representa toda a substdncia inorganica presente na
amostra, pois alguns sais podem sofrer reducdo ou volatilizagdo nesse aquecimento.
Geralmente, as cinzas sdo obtidas por ignicdo de quantidade conhecida da amostra. Muitas
vezes, € vantajoso combinar a determinacdo direta de umidade e a determinacdo de cinzas,
incinerando o residuo obtido na determinacdo de umidade (ADOLF LUTZ, 1985).

4.10.1 Procedimento experimental

Foram pesadas 5g da amostra em uma capsula de porcelana previamente aquecida

em mufla a 550°C, resfriada em dessecador até a temperatura ambiente, pesada e anotado o
valor. As capsulas foram levadas a mufla em uma temperatura de 550° C durante 2 horas.

As cinzas devem ficar brancas ou ligeiramente acinzentadas. Resfriou-se em

dessecador até a temperatura ambiente foi pesado. Repetiram-se as operagfes de

aquecimento e resfriamento até peso constante.

Calculo:

100.N

N =n° de g de cinzas

P =n° de g da amostra
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411 TRATAMENTO ESTATISTICO

Na etapa 1, a analise de variancia (ANOVA) foi realizada e a diferenca entre as
médias de cinco repeticGes experimentais foi determinada através do Teste de Tukey, em
esquema fatorial ao nivel de significancia de p < 0,01. O software utilizado foi o
ASSISTAT® verséo 7.7.

Na etapa 2, a analise de variancia (ANOVA) foi realizada e a diferenca entre as
médias de cinco repeticGes experimentais foi determinada através do Teste de Tukey, em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) ao nivel de significancia de p < 0,01. O
software utilizado foi 0 ASSISTAT® verséo 7.7.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira etapa foram feitas as analises de proteinas totais pelo método de
Kjedahl no residuo in natura e apds FSS, nas quatro diferentes concentracdes (0% (C0); 5%
(C1); 10% (C2) e 15% (C3)) submetidas a quantidade de tempo diferente de exposic¢do (0 h;
24h; 48h e 72h). Cruzando os fatores estatisticamente observamos que houve diferenca entre
as concentracGes CO (grupo controle), C1 (5%) em relacdo a C2(10%) e C3 (15%), pois o
fator 1 (concentragdo) apresentou-se significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
Porém, estatisticamente nao ouve diferenca entre 0s tempos propostos e ndo ouve
significancia também em relacédo a interacdo fator concentracéo e fator tempo.
Os dados percentuais de proteinas totais das amostras da primeira etapa
apresentam-se na tabela abaixo:

Tabela 1: Percentual de proteinas totais no residuo submetido a fermentacao por diferentes
concentragOes de Saccharomyces cerevisiae, em diferentes tempos de exposigéo.

Oh 24h 48h 72h
CO 16, 89c 16, 97c 14, 84c 17, 31c
Cl 16, 36b 53, 15b 56, 30b 54, 42b
C2 16, 85a 71, 57a 71, 74a 66, 88a
C3 16, 85a 67, 31a 66, 88a 68, 59%a

Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras. A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: O autor (2014).
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Observou-se que houve aumento do percentual protéico, que, estatisticamente
apresentou diferenca entre as concentracdes Co (sem a levedura), as concentracdes C1 (com
5% da levedura) e as concentragdes C2 (10%) e C3 (15%) que, estatisticamente ndo
apresentou diferenga entre si.

A tabela 2 apresenta os valores das médias para o fator concentracéo, de acordo com
0 teste de Tukey para p<0,01:

Tabela 2: VValores médios de Proteinas totais em funcdo da
diferenca de concentracdo de Saccharomyces cerevisiae

(fator 1) na etapa 1.

S. cerevisiae PT
m/m mg g* MS
0 16,38 ¢
) 54,62 b
10 70,07 a
15 67,88 a
CV(%) 5,61

Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras.A igualdade entre as letras mostra que as amostras  ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

Pode-se afirmar que, numericamente, entre as concentragdes trabalhadas, os maiores
percentuais de proteinas foram nas C2 e C3. Estatisticamente, as duas maiores concentracdes
ndo apresentaram significativa diferenca, portanto, priorizou-se a menor concentracao, pois
menos material fungico seria utilizado para a realizacdo da segunda etapa da pesquisa. Para a
segunda etapa, todas as amostras tiveram uma concentracdo de Saccharomyces cerevisiae a
10%.

Ja quando se trata do tempo de fermentacdo, este ndo apresentou diferenca
significativa estatisticamente, o que nos fez escolher o menor tempo de fermentacéo, o de 24
horas, ou, de acordo com a tabela 3, o tempo 1, pois 0 mesmo apresentou resultados mais

rapidos, com menos gasto de energia elétrica (menor tempo de estufa).
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Tabela 3: Valores médios do tempo de exposicao do

residuo & Saccharomyces cerevisiae na etapa 1 .

Tempo (h) PT
mg g* MS
24h 52.25391 a
48h 52. 65913 a
72h 51.80601 a
CV(%) 5,61

Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenga significativa entre as amostras. A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2014).

O gréfico 1 mostrou o comportamento entre as concentragdes das proteinas totais
das amostras em diferentes concentrac@es de levedura, no decorrer dos tempos de exposicao a

levedura.

Gréafico 01: Concentragdo percentual das proteinas totais utilizando diferentes concen-

tracOes de Saccharomyces cerevisiae para enriquecimento protéico em residuos de algas

80%
70% r —
60% /

50% / /[
40% / / —c1
30%

20% // €3

10%

0% T T T 1
Oh 24h 48h 72h

Fonte: O autor (2014).
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Observou-se que, em todas as concentragdes, mesmo que discretamente o pico maior de
concentracdo das proteinas encontra-se no tempo de 24 horas e que a concentracao de 10% (C2)
da Saccharomyces cerevisiae foi a que apresentou um maior percentual de proteinas totais, sendo
que, considerando o tempo de 24 horas houve um aumento de 4 vezes o valor inicial (em
comparacao ao residuo in natura) da proteina na concentracdo de 10% (C2). Desta forma foi
escolhido o tempo de 24h e a concentragédo de 10%(C2) para o enriquecimento com compostos

nitrogenados na etapa 2.

Observou-se que na primeira etapa, os valores das proteinas totais, a concentracdo e o
tempo de maior teor protéico apresentou-se condizente com o trabalho de Holanda et al.
(1998), que fez a FSS utilizando peddnculo de caju e a levedura Saccharomyces cerevisiae
com uma inoculacdo de até 10% na pasta Umida do caju (suco + bagaco) e periodos de
fermentacdo de até 72 horas. Estes concluiram que o tempo ideal para a fermentagéo foi de
24 horas e proporcionou um teor protéico acima de 20% no material fermentado, viabilizando

um concentrado protéico similar a torta de algodao.

Campos et al. (2003) estudaram o enriquecimento protéico utilizando apenas o
bagaco do pedunculo do caju por FSS verificaram que o tempo de fermentacdo necessario
para a maxima conversdo dos carboidratos sollveis do bagaco foi em torno de 24 horas,
corroborando com o trabalho de Holanda et al. (1998) e com o presente trabalho. Eles
obtiveram aumento protéico, depois do processo fermentativo, de 2,5 vezes o0 bagago de caju
“in natura”, ja o aumento protéico do presente trabalho foi de 4,0 vezes o valor inicial de

proteina do residuo das algas “in natura”.

Nessa primeira etapa, além do comparativo dos valores de proteinas, foram feitas
também as anélises de carboidratos totais pelo método fenol-sulfarico (DUBOIS et al;,1956)
no residuo in natura e ap6s ser fermentado. Os carboidratos totais foram feitos nas mesmas
variagdes de concentracdo e tempo de exposicdo a levedura para proteinas totais: (0% (CO0);
5% (C1); 10% (C2) e 15% (C3)) e submetidas a quantidade de tempo diferente de exposi¢cdo
(0 h; 24h; 48h e 72h). Os dados numéricos em percentuais de carboidratos estdo na tabela 4:

Tabela 4: Valores de carboidratos sollveis totais no residuo submetido a fermentacéo por
diferentes concentracdes de Saccharomyces cerevisiae em diferentes tempos de exposicéo
(mg/mL).

Oh 24h 48h 72h

CO 71,12ab 70,45ab 70,56ab 71,87ab
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C1 282,37¢c 21,33c 36,62c 31,62c
C2 307,25bc 47 ,45hc 22,91bc 54,08hc
C3 353,50a 71,62a 50,62a 86,37a

Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras.A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: O autor (2014).

Cruzando os fatores estatisticamente observou-se que ouve diferenca entre as
concentracbes CO (grupo controle), C1 (5%), C2(10%) em relacdo a C3 (15%), pois o fator
concentracdo apresentou-se significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01).
Numericamente e estatisticamente pode-se observar que a quantidade inicial de carboidratos
soltveis total (AST) apresenta-se alta em relagdo as concentrag@es C1 e C2. Porém, em relagdo
a C3 ela ¢ estatisticamente irrelevante. A grande concentracdo de carboidratos soluveis totais na
amostra controle (Co), mesmo apds a retirada do agar se da devido a grande concentracdo de
carboidratos encontrados naturalmente nessa espécie de alga. No entanto, devido a
bioconversdo de carboidratos para proteinas devido ao aumento da biomassa fingica, essa

concentragdo diminuiu nas concentragcdes C1 e C2.

Ao comparar com a concentracdo C3, o teor de carboidratos aumenta novamente,
corroborando a ideia de que a massa fungica tenha chegado ao seu apice de crescimento
microbiano (fase log) na concentracdo C2 e, portanto pode estar havendo competicdo por
nutrientes, por espaco ou deficiéncia nutricional fazendo com que a cultura fangica entre na

fase estacionaria e, posteriormente, a fase de morte celular ou declinio.
Ja entre C1 e C2 foi observado que, numericamente, houve um discreto aumento do

valor das médias, como pode ser observado na tabela a seguir:

Tabela 5: Valores médios de AST em funcéo da diferenca
de concentracdo de Saccharomyces cerevisiae (Fator 1) na

etapa 1.
S. cerevisiae AST
m/m mg g* MS

0 11,45 ab
5 596 ¢

10 8,29 bc

15 13,90 a
CV(%) 18,11

Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras.
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A igualdade entre as letras mostra que as amostras nao diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® versao 7.7 (2014)

Para o tempo de exposicdo a levedura, observou-se estatisticamente que 0s mesmos
ndo apresentaram significancia entre eles quando considerado o teste de Tukey, com p<0,01
como observou -se as médias.Diante disso, 0 melhor tempo para o teor de carboidratos
sollveis totais € 72h. Isso pode ser explicado devido a fase na qual se encontra o cultivo
fangico. Possivelmente com esse tempo a cultura fungica esteja em declinio por competicdo,
por escassez nutricional ou por limitacdo espacial, o que pode justificar o aumento na
concentracdo de carboidratos soltveis do meio residual sendo ‘“confundido” com os

carboidratos sollveis totais advindos da propria massa fungica.

Segundo Rose & Harrison, (1970) apud Padua (1996) e Scarinci et al. (1990), os
carboidratos representam de 15 a 60 % do peso seco das leveduras, sendo representados em
média por, 27 % de glucanas, 21 % de mananas, localizados na parede celular, 12 % de
glicogénio e, 33 % de trealose, carboidratos de reserva energética. A tabela 6 a seguir mostra
os valores das médias encontradas para concentracdo de carboidratos solUveis totais (AST)
em mg.g™" de amostra, nos diferentes tempos propostos e nas diferentes concentracdes de

Saccharomyces cerevisiae.

Tabela 6: Valores médios de AST em funcéo dos
diferentes tempo de exposicdo a Saccharomyces
cerevisiae (Fator 1) na etapa 1.

Tempo AST
h mg g’ MS
24 3,05a
48 2,82a
72 3,29a
CV(%) 18,11

Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras.
A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® verséo 7.7 (2014)

O maior valor da concentragdo de carboidratos em 72h pode ser comparado com o

valor protéico do mesmo residuo que apresentou-se inferior no que diz respeito ao teor de
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proteinas da concentracdo, caracterizando um declinio. Esse resultado pode ser atribuido ao
decréscimo na producdo de proteinas totais através da bioconversao pelas leveduras. Com 72
horas, o cultivo fangico pode estar em declinio e os fungos podem néo estar mais convertendo
carboidratos em biomassa flngica e, 0 aumento da concentracdo de carboidratos pode ser
consequéncia de morte celular fungica devido as condi¢des limitantes do meio de cultivo,
podendo ser desde uma limitacdo espacial até a escassez de algum componente essencial para
a sobrevivéncia das leveduras (TORTORA, 2010).

O grafico 2 mostra as diferentes concentracdes de carboidratos totais entre as
diferentes concentracfes das amostras. Observou-se que houve diminuigdo na concentracéo

dos carboidratos, e todas as concentra¢des tiveram uma diminui¢do numérica com 48 horas.

Foi observado que todas as concentracdes estudadas apresentaram um grafico
semelhante, em termos de concentracdo de carboidratos sollveis totais por tempo de

exposicao a levedura.

Gréfico 02: Concentracao de Carboidratos soltveis totais (AST) em mg/mL utilizando
diferentes concentragdes de Saccharomyces cerevisiae para enriquecimento protéico

em residuos de algas.
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Fonte: Dados do autor (2014).

Araujo et al. (2008), avaliando o valor maximizado para Energia bruta (EB) em palma

forrageira encontrou que, ap6s a FSS a EB foi de 3991kcal/g, equivalente ao aumento de 2%
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em relacdo ao teor de EB da palma forrageira in natura. Esse aumento significou que a palma
possui carboidratos, principalmente monossacarideos, na sua composi¢cdo quimica, que podem
ser utilizados pelas leveduras no processo de fermentacdo, além de ser considerada uma das
principais fontes de calor e energia. No entanto, 0 mesmo trabalho observou que ndo foram
detectadas diferencas significativas (P>0,05) entre os teores de energia bruta da palma
forrageira nas concentracdes de inoculos estudadas. Apesar de a levedura utilizar os
carboidratos para sintese de proteinas, ndo houve reducao no valor energético do bioproduto.
Comparando os dados referentes ao comportamento protéico nessas mesmas amostras,
observou-se no grafico 3 que, a medida que a proteina aumenta em concentracdo, 0S
carboidratos estdo diminuindo, porém muito sensivelmente em termos numéricos. Isso pode
ser observado até as 48h de exposicdo a levedura, o que corrobora a ideia de que as leveduras
estdo consumindo os carboidratos para producdo de biomassa, uma vez que as proprias

celulas leveduriformes sdo fontes de proteinas.

Gréafico 3: Concentracdo de Carboidratos sollUveis totais e proteinas totais em mg/mL
utilizando diferentes concentracBes de Saccharomyces cerevisiae para enriquecimento

protéico em residuos de algas.
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Fonte: Dados do autor (2014).

Um dos fatores que pode ter ajudado na interacdo microrganismo-substrato para
otimizar a fermentacdo € a quebra dos compostos contidos no residuo através do calor umido,

utilizando o autoclave. Em muitos casos, 0s substratos usados na FSS podem ser hidrolisados
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ou parcialmente hidrolisados através do uso de métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos,
facilitando assim a acdo microbiana (KURBANOGLU, 2001 apud ALBUQUERQUE, 2003).
O calor no processo de autoclavagem foi estudado no trabalho de GIONGO, 2013 que,
observando apenas o tempo inicial (0 hora), comparou a varia¢do de isoflavonas agliconas em
amostras n&o-autoclavadas e autoclavadas antes da fermentacdo pela Saccharomyces
cerevisiae. foi possivel notar que, nas amostras sem autoclavagem a concentracdo inicial da
isoflavona aglicona é baixa e a medida que a fermentacao ocorreu, essa concentracdo teve um
aumento gradativo, devido a bioconversdo. Ja para amostras autoclavadas a concentracdo
inicial da forma isoflavona aglicona aproximou-se a concentra¢cdo maxima obtida, em relagdo
ao teor de agliconas nas amostras brutas fermentadas. Essas caracteristicas indicam que o

processo de autoclavagem foi um dos fatores responsaveis pela bioconversédo das isoflavonas.

Na segunda etapa foram feitas as analises de proteinas totais, sendo a digestdo feita
pelo método de Kjerdahl (AOAC, 1985) e a quantificacdo feita pelo método Baethgen e Alley
(1989). O residuo in natura foi analisado apds o processo fermentativo associado a uma fonte

de nitrogénio visando uma maior conversao protéica.

Foram utilizados os compostos nitrogenados sulfato de aménio p.a. a 2,5% no C2;
ureia p.a. a 2,5% no C3e uma mistura contendo 1,25% de Sulfato de aménio e 1,25% de ureia
no C4, todos associados a 10% de Saccharomyces cerevisiae, em um tempo de 24 horas.
Numericamente, 0s resultados mostraram um aumento protéico na amostra suplementada com

ureia, em relacdo as demais amostras como pode-se ver na tabela abaixo:

Tabela 7: Percentual de proteinas totais no residuo submetido a fermentacao na concentracao
de 10% de Saccharomyces cerevisiae em 24h, suplementada com diferentes fontes de
nitrogénio.

Amostra 24h
CO(in natura) 10,55%
C1(Sac) 15,48%
C2(Sac+SA) 40,96%
C3(Sac+U) 112,42%
C4(Sac+SAU) 77,49%

Legenda: Co=controle negativo; Sac=Saccharomyces cerevisiae; SA=Sulfato de aménio; U=ureia; SAU=Sulfato de amdnio e ureia.

Fonte: Dados do autor (2015).
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Foi observado que o percentual protéico aumentou em relacéo ao residuo in natura e
que a ureia exclusivamente teve um melhor desempenho numericamente, ao ser comparado
com o sulfato de amdnio exclusivamente e até em associagdo com a ureia, em menores

proporcoes.

O teste estatistico foi feito em DIC, com cinco repeti¢cdes sendo que os tratamentos
apresentaram-se com diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01). A

média dos tratamentos dessa segunda parte apresenta-se na tabela a seguir:

Tabela 8: Valor das médias das concentracdes de
proteinas totais entre os tratamentos suplementados com

compostos nitrogenados na etapa 2.

Amostras PT
mgg* MS
Co( in natura) 0,06930d
C1 (Sac) 10,16268 d
C2(Sac+SA) 26,89168 ¢
C3(Sac+U) 73,80002 a
C4 (Sac+SAU) 50,86666 b

CV(%) 26,11

Legenda: Co=controle negativo; Sac=Saccharomyces cerevisiae; SA=Sulfato de amonio; U=ureia; SAU=Sulfato de ambnio e ureia.
Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras. A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2010).

Na anélise de proteinas totais, a extracdo pelo método de Kjerdahl(AOAC,1985) e a
quantificacdo pelo método Baethgen e Alley (1989), observou-se que 0 maior aumento na
concentracdo protéica, estatisticamente foi na amostra de Saccharomyces cerevisiae associada a
2,5% da Ureia p.a.,O grafico a seguir relaciona a média dos valores percentuais de proteinas

totais, feita em cinco repeticOes e adicionado um suplemento de nitrogénio.
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Observou-se que, numericamente em todos os tratamentos que foram adicionados
a levedura houve um aumento do percentual protéico. Pode-se ver isso ao comparar o

percentual de proteinas totais do residuo in natura com os demais tratamentos.

Gréafico 04: Concentracdo percentual das proteinas totais
utilizando diferentes concentragdes de Saccharomyces
cerevisiae para enriquecimento protéico em residuos de

algas.
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Legenda: Co=controle negativo; Sac=Saccharomyces cerevisiae; SA=Sulfato de aménio;

U=ureia; SAU=Sulfato de aménio e ureia.

Fonte: O autor (2014).

No entanto, ao comparar o tratamento C1 com os demais, observou-se que houve
um aumento do percentual protéico, mesmo nao sendo utilizado nenhum suplemento de
nitrogénio. Entre os suplementos, observou-se estatisticamente que ouve significancia entre os
tratamentos e o suplemento a base de ureia a 2,5% foi 0 que mais apresentou proteina total.

Com o objetivo de aumentar o teor protéico da palma forrageira (Opuntia ficus
indica L.) cv milda, por meio da FSS, utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae, ureia
e mistura mineral, Lima et al. (2007) concluiram que a adi¢do de 2% de levedura mais 2% de
ureia proporcionou o rendimento de 26,52% de proteina bruta, no tempo de 12 horas de

fermentacdo, representando 469% de incremento em relagdo ao tratamento controle.

Segundo Menezes (2009), a inclusdo de até 2,0% de ureia na MS de dietas
contendo 60% de coproduto de vitivinicolas desidratado e 40% de palma forrageira in natura

possibilita incrementos no consumo e no coeficiente de digestibilidade dos nutrientes. A ureia
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foi responséavel pela maior porcentagem de nitrogénio disponivel das dietas experimentais, e

sua adi¢cdo aumentou o teor e 0 consumo de proteina total.

Este fato pode ser embasado na observacdo dos teores iniciais baixos de proteina
total dos residuos das algas in natura que apresentaram 0, 0693 mg/mL. Entre as fontes
nitrogenadas, a ureia é a mais utilizada, pois possui maior concentracdo de N, menor prego
relativo e menor poder acidificante do meio, 0 que pode favorecer o

crescimento/desenvolvimento das leveduras presentes no residuo (MENEZES, 2009).

Gattas (1989) em seu trabalho sobre o efeito da adicdo de nutrientes na fermentacao
alcodlica de meio de cultivo elaborado com fécula de mandioca concluiu que o pH do meio
contendo ureia como fonte de nitrogénio sofreu pouca variagdo comparado com 0 meio
contendo sulfato de amdnio ou isento de nutrientes. A variacdo de pH foi maior no meio
isento de nutrientes. Aceita-se, em geral, que as leveduras crescem melhor em meios acidos,
com pH entre 3,5 e 3,8, contudo os limites de tolerancia estdo situados entre pH 2,2 e 8,0 de

acordo com as diversas espécies (PELCZAR et al., 1980).

Na concentracdo C2, adicionada 2,5% de Sulfato de aménio houve um crescimento
significativo em relagdo ao controle. Isso corrobora com o trabalho de Cerqueira (2013) que
testou a suplementacdo com compostos nitrogenados em mostos com alta concentracdo de
acucar, e obteve maior producdo de biomassa quando comparado com o controle(ensaio sem

suplementacao.

O sulfato de aménio tem a capacidade de acidificar o meio, porém ou a
concentracdo adicionada foi pouca a ponto de ndo permitir que o pH ficasse na faixa de
crescimento 6timo da levedura que é entre 3,5 e 3,8, ou ainda a quantidade foi grande o
suficiente para diminuir o pH para menos de 3,5.

Ja a ureia tem a capacidade de deixar o meio mais alcalino. De acordo com um
trabalho desenvolvido por LOW & PIPER (1970) apud MELLO et al. (1980), a taxa de
nitrificacao do sulfato de amonio e ureia aumentava com o pH do meio, sendo que o NHI da
ureia era nitrificado mais rapidamente do que o do sulfato de amonio, isto devido a elevacdo
do pH que normalmente ocorre apds a adicdo de ureia ao solo (ENO & BLUE, 1957 apud
MELLO et al.,1980). No caso do sulfato de amdnio, verifica-se um abaixamento do pH
(ANDERSON & PURVIS, 1955 apud MELLO et al, 1980).

Para Vendruscolo (2007), a maior quantidade de proteina total conseguida foi 4



59

vezes 0 valor inicial, através de fermentacdo semissolida utilizou o bagagco da mac¢d com uma

umidade de 70% e com a ureia numa concentracédo de 5%.

Ao ser observada a concentracdo de carboidratos sollveis totais das amostras na
segunda etapa constatou-se que, numericamente a amostra suplementada com ureia continua
sendo a maior concentracdo de carboidratos sollveis totais do experimento. Como pode ser
visto na tabela 9, apesar da pouca diferenca do tratamento composto por ureia e sulfato de
amonio, o tratamento feito somente com suplementacdo de ureia apresentou um aumento
discreto provavelmente devido a disponibilidade do nitrogénio oriundo da ureia em relagdo ao

nitrogénio inorganico oriundo do sulfato de amonio.

Tabela 9: Valores de Carboidratos soltveis totais (ATS) no residuo submetido a fermentacao
na concentracdo de 10% de Saccharomyces cerevisiae em 24h, suplementada com diferentes
fontes de nitrogénio (mg/mL)

Amostra 24h
CO(in natura) 58,7a
C1(Sac) 74,25a
C2(Sac+SA) 63,07a
C3(Sac+U) 89,62a
C4(Sac+SAU) 88,10a

Legenda: Co=controle negativo; Sac=Saccharomyces cerevisiae; SA=Sulfato de aménio; U=ureia; SAU=Sulfato de aménio e ureia. Obs : A
diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras.A igualdade entre as letras mostra que as amostras nao diferem
estatisticamente.

Fonte: O autor (2014).

Estatisticamente, utilizando DIC, com cinco repeticbes foi observado que o0s
tratamentos ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade
(p<0,01). A média dos tratamentos dessa segunda parte apresenta-se na tabela 10.

Em seu trabalho, Luciano et al. (2014) observou que a adicdo de ureia alterou os
teores de carboidratos soltveis em residuo de abacaxi inoculado com apenas 2% levedura que
apresentou valor equivalente a 76,94%. Ao adicionar a levedura mais 0,5%; 1,0%; 1,5% e 2%
de ureia os valores de carboidratos totais diminuiram para 70,93%; 63,12%; 53,14% e 52,07%,
respectivamente e os teores de proteina brutos adquiridos apds o processo de enriquecimento
foram de 21,0%; 28,9%; 38,6% e 40,1%, respectivamente.
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Tabela 10: Valor das médias das concentragdes de
carboidratos solUveis totais (AST) entre os tratamentos

suplementados com compostos nitrogenados na etapa 2.

Amostras AST
mgg* MS
Co (in natura) 7,42* a
C1 (Sac) 8,30* a
C2(Sac+SA) 7,90* a
C3(SactU) 9,36*a
C4 (Sac+SAU) 9,40*a
CV (%)

Legenda: Co=controle negativo; Sac=Saccharomyces cerevisiae; SA=Sulfato de amdnio; U=ureia; SAU=Sulfato de aménio e ureia. ‘Dados

transformados (v/X). Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras.A igualdade entre as letras mostra
que as amostras ndo diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2010).

Entdo, numericamente a reducdo gradativa da fracdo de carboidratos totais
existentes nos residuos do abacaxi foi atribuida a facilidade da degradacéo dos carboidratos
contidos nos substratos que podem ser metabolizados como fonte de energia para reagoes de
biossintese da levedura Saccharomyces cerevisiae, sendo também dependente da

concentra¢do desse microrganismo no substrato.

Os carboidratos solUveis totais do presente trabalho tiveram um comportamento
numericamente parecido ao das proteinas totais, presentes na segunda parte do projeto como
pode ser visto no grafico 5. A adicdo de suplementos nitrogenados pode ter servido como
intermediarios da via de producdo de energia, preservando os carboidratos solUveis
disponiveis na amostra residual (LEHNINGER, 2010). A tabela mostra os valores dos

carboidratos solUveis totais das amostras da segunda etapa.

Essa pequena diferenciacdo numeérica pode ser explicada pelo fato da concentracao
C1, que contem somente a Saccharomyces cerevisiae ter aumento na concentracdo de
carboidratos soluveis, devido ao aumento da massa fungica, tanto por bioconversdo como

também os carboidratos da propria levedura ao ser adicionada. Ent&o, os carboidratos soltveis
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totais da amostra residual analisados podem estar sendo confundido com os carboidratos

sollveis totais da biomassa fangica.

Grafico 5: Valores de Carboidratos solUveis totais (ATS) no residuo submetido a
fermentacgdo na concentracdo de 10% de Saccharomyces cerevisiae em 24h,

suplementada com diferentes fontes de nitrogénio (mg/mL)
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Fonte: O autor (2015).

J& para C2, os valores de carboidratos sollveis totais diminuiram possivelmente
devido a um ajuste de pH do meio e também a uma disponibilidade de nitrogénio vindo do
sulfato de amonio, o que aumentou a concentracdo de proteinas totais, possivelmente devido a
bioconversdo. Em C3, com adicdo de ureia, mesmo que em menor quantidade, associada ao

Sulfato de aménio pode ter alterado o pH e limitado o crescimento microbiano

Observa-se que o comportamento da concentracdo de carboidratos solUveis totais esta
idéntico ao comportamento das proteinas totais nas mesmas amostras como mostra o grafico
6.

A umidade do substrato também deve ser considerada para que o fungo atinja o
crescimento maximo. Altos indices de umidade resultam na diminuicdo da producdo por
brotamento, interferindo na transferéncia de oxigénio (HOPPE et al, 2004). J& os baixos

teores de umidade reduzem o crescimento fungico.
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Gréafico 6: Valores de Carboidratos soluveis totais (ATS) e proteinas
soltveis totais (PT) no residuo submetido a fermentacdo na
concentragdo de 10% de Saccharomyces cerevisiae em
24h,suplementada com diferentes fontes de nitrogénio (mg/mL)
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Fonte: O autor (2015).

O efeito do contelldo de umidade do meio solido sobre o crescimento microbiano
pode ser mais bem expresso em termos de atividade de agua (aw), que indica a quantidade de

agua disponivel para o crescimento do fungo.

Considerando a etapa 1 em que foram testadas varias concentracGes da levedura em
diferentes tempo de exposicdo, o0 teste estatistico foi feito em esquema fatorial, com trés
repeticbes sendo que os tratamentos em relacdo as concentracdes apresentaram diferenca
significativa ao nivel de 1% de probabilidade (p<0,01). A média da umidade da parte 1
apresenta-se na tabela a sequir:

Tabela 11: Valor das médias das umidades entre os tra-
tamentos , em diferentes concentracdes de Saccharomyces

cerevisiae na etapa 1.

S. cerevisiae Umidade
m/m %
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CO(0%) 92,94a
C1(5%) 53,71 b
C2(10%) 54,11 b
C3(15%) 9,37 ¢
CV(%) 3,24

Legenda: Co= controle negativo, sem a levedura; C1= levedura a 5%; C2= levedura a 10%; C3=levedura a 15%.
Obs : A diferenga entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras.A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2010).

A diminui¢do da umidade do residuo na concentragdo C3 em relagdo ao controle e
aos demais tratamentos pode ser explicada pela maior quantidade de massa fungica
adicionada ao meio de cultura de uma s6 vez, diminuindo a agua disponivel no meio uma vez
que a umidade da Saccharomyces cerevisiae (em forma de fermento em po) € de
aproximadamente 1,36% e a umidade do residuo das algas era, no momento da inoculagdo da
levedura de 92,93%. Em seu trabalho, Aradjo (2005), observou que para enriquecer, através
de FSS a palma forrageira (uma cactacea), deve-se iniciar o processo com umidade acima de
90%. Segundo o autor, a umidade minima para o crescimento das leveduras € entre 75 e 95%,

mas também as mesmas suportam uma ampla variagéo.

O problema da ocorréncia de fungos contaminantes em alimentos baseia-se em
dois fatores: o seu alto poder de deterioracdo, relacionando ao fato de possuirem um alto
arsenal enzimatico, proporcionando-lhe a capacidade de colonizar os mais diversos substratos;
e a sua capacidade de produzirem metabdlitos toxicos nos seres humanos e animais ( SOUZA
et al, 2003; SOUZA et al, 2004). Se o teor de umidade estiver abaixo de 12% a capacidade de
desenvolvimento do bolor é menor, pois havera uma menor possibilidade de contaminacéo
sendo entdo a concentracdo C3 mais adaptada ao processo de armazenamento. A tabela 12
mostra o valor das medias das umidades encontradas nas amostras suplementadas com

compostos nitrogenados.

Tabela 12: Valor das medias das umidades entre os tra-
tamentos , em diferentes concentractes de Saccharomyces

cerevisiae na etapa 2.

S. cerevisiae Umidade
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m/m %
Co (in natura) 4,66 a
C1 (Sac) 2,82b
C2(Sac+SA) 2,87Db
C3(Sac+U) 3,24 b
C4 (Sac+U+SA) 3,27b
CV(%) 16,76

Legenda: Co=controle negativo; Sac=Saccharomyces cerevisiae; SA=Sulfato de amonio; U=ureia; SAU=Sulfato de amonio e ureia.
Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras. A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2010).

Com relacdo as cinzas foi observado que, estatisticamente ndo houve diferenga
significativa entre nenhum dos tratamentos, entre as duas etapas da pesquisa, como mostra as
tabela 13 e 14.

Tabela 13: Valor das médias das Cinzas entre os tra-
tamentos , em diferentes concentracfes de Saccharomyces

cerevisiae na etapa 1.

S. cerevisiae Cinzas
m/m %
C0(0%) 2,82a
C1(5%) 3,57 a
C2(10%) 2,58 a
C3(15%) 3,99 a
CV(%) 52,31

Legenda: Co= controle negativo, sem a levedura; C1= levedura a 5%; C2= levedura a 10%; C3=levedura a 15%.
Obs : A diferenca entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras. A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® verséo 7.7 (2010).
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Tabela 14: Valores das medias das cinzas entre os tra-
tamentos , em diferentes concentracdes de Saccharomyces

cerevisiae na etapa 2.

S. cerevisiae Cinzas
m/m %
Co (in natura) 5,46 a
C1 (Sac) 574a
C2(Sac+SA) 6,00 a
C3(SactU) 5,06 a
C4 (Sac+U+SA) 5,43 a
CV(%) 10,99

Legenda: Co=controle negativo; Sac=Saccharomyces cerevisiae; SA=Sulfato de aménio; U=ureia; SAU=Sulfato de aménio e ureia.
Obs : A diferenga entre as letras mostra a diferenca significativa entre as amostras.A igualdade entre as letras mostra que as amostras ndo
diferem estatisticamente.

Fonte: Assistat ® versdo 7.7 (2010).

Na legislacdo brasileira (BRASIL, 2005) conceituam-se as cinzas como o residuo
mineral fixo resultante da incineragdo da amostra do produto. Desta forma, estatisticamente o
teor de cinzas dos residuos fermentados ndo foi alterado nem na etapa 1 e nem na etapa 2. As
cinzas sao a fracdo mineral dos alimentos, e 0 aumento observado, mesmo numericamente

deve-se as reducdes na concentracdo da matéria organica.

De acordo com Paiva (1991), valores maiores que a tolerancia maxima permitida
pode ser também um indicativo de teores significativos de Ca, P, Fe e Mg, como também,
mais provavelmente, indicam contaminacdo por material estranho ao produto ocasionado por

falhas em algumas etapas do processamento.

A média do teor de cinzas dos residuos fermentados, se comparados com o trabalho
de Reboucgas (2013), cujo residuo foi analisado in natura e o valor é em torno de 14%,
apresentou menor valor, nas duas etapas, o que pode ser justificado pelo consumo da matéria

organica pela levedura para a producao de proteinas soluveis.
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6. CONCLUSAO

Os teores de proteinas e carboidratos mostraram ser inversamente proporcionais
na primeira etapa. Ja que o aumento protéico, de acordo com a elevacdo da concentracdo de
Saccharomyces cerevisiae, levou a diminuicédo de carboidratos no residuo, comprovando que
0 microrganismo consome o0 aglcar presente no meio e produz proteina.

O aumento dos teores de proteina bruta dos substratos, apds o enriquecimento
protéico, apresentou resultados satisfatorios em relagcdo aos valores destes nutrientes na forma
in natura. Esse fato deve-se ao possivel aproveitamento dos carboidratos solUveis disponiveis
no residuo pelas leveduras, convertendo a proteinas totais.

Mesmo ndo se utilizando adicdo de uma fonte de nitrogénio, a levedura encontrou
nutrientes adequados nos diversos substratos, para seu desenvolvimento (metabolismo). Neste
contexto, o processo de enriquecimento protéico de diversos substratos com a levedura
Saccharomyces cerevisiae produz suplementos energéticos e/ou proteicos além de serem
utilizados como aditivos vivos, que utilizados na dieta dos animais podem substituir em parte
0s concentrados convencionais, promovendo dentre outros tantos beneficios, 6timos
resultados no desempenho.

Houve enriquecimento proteico de 4,0 vezes para o maior nivel de Saccharomyces
cerevisiae. Um aumento significativo em relacdo ao residuo in natura, o qual se apresenta
pobre proteicamente.

A adicdo de ureia 2,5% aumentou 0s niveis de proteinas totais em relacdo ao
controle sem suplemento, sulfato de amonio a 2,5% e a mistura de 1,25% de sulfato de
amonio e 1,25% de ureia na amostra devido a sua maior disponibilidade de nitrogénio no
meio, porém esse aumento poderia ser maior se houvesse um controle maior sobre o pH, uma
vez que 0 mesmo pode ser um fator limitante para o crescimento microbiano.

O sulfato de amoénio ndo se mostrou tdo eficaz quanto a ureia devido a uma
disponibilidade menor do nitrogénio e possivelmente pela caracteristica de acidificar o meio,
podendo limitar o crescimento microbiano.

A utilizacdo dos residuos das algas fermentados pela levedura Saccharomyces
cerevisiae € viavel, permitindo o reaproveitamento de residuos de frutas como uma forma
alternativa, mais barata, de suplemento alimentar para animais, principalmente nas regides

mais pobres.
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Os fungos, por sua versatilidade de desenvolvimento, podem ser uma alternativa
para enriquecimento e/ou disponibilizacdo de nutrientes presentes em residuos provenientes

da indUstria.
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