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RESUMO

O Brasil como pais tropical, apresenta excelentes condi¢des para alimentacdo de ruminantes
em pastagens, porém, em determinados periodos do ano a producédo de alimentos em grande
escala para animais de criacdo é reduzida em funcéo das condic6es climaticas ou geogréficas.
O aproveitamento de residuos da agroindustria tem sido uma alternativa interessante, pois
agrega valor & materiais de pouca aplicacdo para a dieta humana ou para animais de criagdo,
soluciona o problema do descarte no meio ambiente e possibilita maior aproveitamento do
investimento no cultivo. A utilizagdo do bagaco de cana na alimentagdo de ruminantes é
limitada devido ao seu valor nutritivo, principalmente com relacdo ao seu baixo teor proteico e
elevado contetdo fibroso. Visando encontrar uma forma de melhorar a disponibilidade de
proteinas e diminuir a resisténcia da fracao fibrosa, o objetivo desta proposta foi empregar o
bagaco de cana-de-agUcar junto com o farelo de arroz como substrato para a fermentacdo em
estado sélido (FES) usando diferentes microrganismos GRAS (Generally Recognized As Safe).
Para isto, empregou-se no processo de FES os fungos Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei.
A adicdo de farelo de arroz ao bagaco foi avaliada em trés proporc6es bagaco:farelo de 1:1, 2:1
e 3:1. Através de um planejamento experimental fatorial 2° foi estudada a influéncia da
umidade, do pH e do tempo de fermentacdo sobre o contetdo proteico e fendlico da biomassa
fermentada. Para estabelecer as melhores condic¢des para enriquecimento proteico e reducdo da
porcdo celuldsica a umidade do substrato foi variada de 50 a 90%, o pH de 4 a 6 e o tempo de
incubacédo de 7 a 14 dias. O presente trabalho mostrou que somente o bagaco de cana como
substrato ndo foi suficiente para aumentar o contetudo proteico na biomassa fermentada e que
com a adi¢do do farelo de arroz obteve-se um enriquecimento proteico consideravel, chegando
a aumentar o contetdo proteico na biomassa fermentada em 6%. As varidveis estudadas,
umidade, pH e tempo de fermentagdo ndo apresentaram efeito significativo (p<0,05) sobre a
producdo de proteina nas condi¢Bes avaliadas, enquanto que para o contetdo fenolico somente
a umidade apresentou efeito significativo (p<0,05), sendo este negativo, indicando que um
aumento de umidade néo favoreceu a producao dos compostos fenolicos.

Palavras-chaves: fermentacdo, Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei, residuo agroindustrial.



ABSTRACT

Brazil as a tropical country has excellent conditions for feeding ruminants in pastures, but at
certain periods of the year the production of large-scale feed for livestock is reduced according
to climatic or geographical conditions. The use of agroindustrial waste has been an interesting
alternative, since it adds value to materials of little application to the human diet or to farmed
animals, solves the problem of disposal in the environment and allows greater use of investment
in cultivation. The use of sugarcane bagasse in ruminant feed is limited due to its nutritional
value, mainly in relation to its low protein content and high fiber content. Aiming to find a way
to improve the availability of proteins and decrease the resistance of the fibrous fraction, the
objective of this proposal was to use the sugarcane bagasse together with the rice bran as a
substrate for the solid-state fermentation (FES) using GRAS (Generally Recognized as Safe)
microorganisms. For this, the fungi Rhizopus oryzae and Trichoderma reesei were used in FES
process. The addition of rice bran to the bagasse was evaluated in three bagasse:bran ratios of
1:1, 2:1 and 3:1. The influence of moisture, pH and fermentation time on the protein and
phenolic content of the fermented biomass was studied through a factorial experimental design
23. To establish the best conditions for protein enrichment and reduction of the cellulosic
portion the humidity of the substrate was varied from 50 to 90%, the pH from 4 to 6 and the
incubation time from 7 to 14 days. The present work showed that only sugarcane bagasse as a
substrate is not sufficient for increase the protein content in the fermented biomass and that
with the addition of rice bran, a considerable protein enrichment was obtained, increasing the
protein content in the fermented biomass at 6%. The variables studied, such as moisture, pH
and fermentation time, did not have a significant effect (p<0.05) on protein production in the
studied conditions, whereas for phenolic content only moisture had a significant effect (p<0,05),
being this negative, indicating that an increase of moisture did not favor the production of
phenolic compounds.

Key words: fermentation, Rhizopus oryzae, Trichoderma reesei, agroindustrial waste.
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1. INTRODUCAO

Entre os varios subprodutos da agroindustria nacional, o bagaco de cana-de-aclcar
merece destaque, em razao de serem produzidas, anualmente no pais, milhares de toneladas. A
producdo total de cana-de-agUcar moida na safra de 2016 foi de 665,6 milhdes de toneladas,
apresentando incremento de 4,9% em relacédo a safra do ano de 2015 (CONAB, 2016). O bagaco
de cana-de-agucar tem sido produzido cada vez em maior quantidade devido ao aumento da
area plantada e da industrializacdo da mesma, decorrentes principalmente de investimentos
publicos e privados na producdo sucro-alcooleira, especialmente com a busca de novas regides
produtoras.

O bagaco é um subproduto no qual ficam apenas alguns constituintes do material
original, restando praticamente fibras e alguma quantidade de acucar (SANCHEZ, 2009). O
bagaco triturado das destilarias também pode ser utilizado diretamente na alimentacdo animal,
mas devido ao seu baixo contetdo de proteina e elevada quantidade de fibras, necessita de
suplementacéo e/ou tratamentos, sendo apenas 25% do bagaco aproveitado (CARDOSO, 2006;
SOUZA e SANTOS, 2002).

Existem alternativas praticas para melhorar o aproveitamento do bagaco na alimentagédo
animal. Os tratamentos fisicos e quimicos utilizados para melhorar a qualidade do bagaco de
cana-de-acucar visam eliminar ou diminuir os efeitos prejudiciais da lignina sobre a degradacao
de compostos celuldsicos pelos microrganismos do ramen, promovendo a ruptura das
complexas ligacdes quimicas daquele componente com a celulose e a hemicelulose,
disponibilizando o material, teoricamente, para adesdo da populacdo microbiana e ataque
enzimatico fibrolitico (VAN SOEST, 1994). No entanto, alguns estudos mostram que 0s
tratamentos quimicos e fisicos do bagaco de cana interferem no grau de colonizacéo da fauna e
no pH ruminal, interferindo no desenvolvimento do animal (NOGUEIRA FILHO, LEME e
COALHO, 2002).

Inicialmente foi estudado o aproveitamento de dejetos pelo crescimento de
microrganismos nesse material, sequido da recuperacdo da biomassa resultante, visando utiliza-
la na racdo animal como fonte de proteinas. Esse conceito se estendeu a pesquisas sobre outros
coprodutos (bagacos, residuo do processamento de alimentos e de inddstrias de papel e
celulose) que serviriam de substratos para crescimento de outros microrganismos (DETROY e
HESSELTINE, 1978).



A fermentacdo em estado solido (FES) foi adotada h& alguns anos pela inddstria
biotecnoldgica, devido a sua potencial aplica¢do na producdo de metabdlitos secundarios ativos
de interesse para a industria de alimentos, combustivel, produtos quimicos e farmacéuticos, o
que também confere valor agregado aos residuos e coprodutos (OLIVEIRA et al., 2010;
SINGHANIA et al., 2009). A FES tem se destacado nos estudos e avangos obtidos no
aproveitamento destes residuos. Consiste em 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 nédo
(VINIEGRA-GONZALEZ, 1997).

Os substratos para a FES em geral, residuos ou subprodutos da agroindustria (PANDEY,
2003), sdo recursos naturais renovaveis e produzidos em grande escala que 0s tornam um
problema ambiental. Além disso, a estrutura desses materiais tem a presenca de celulose,
hemicelulose, amido, pectina e proteinas que servem tanto como fonte de carbono e energia
quanto de suporte para o crescimento microbiano (PINTO et al., 2005).

Acredita-se que a FES se apresenta como uma tecnologia capaz de propor estratégias
alternativas ao aproveitamento de residuos gerados em processos agroindustriais para obtencéo
de produtos de maior valor agregado, diminuindo os possiveis problemas oriundos da deposicao
desses residuos no ambiente, como o bagaco de cana. J& o farelo de arroz, um dos coprodutos
resultantes do beneficiamento do arroz, que representa de 8% a 11% do peso total do gréo,
sendo obtido a partir do seu polimento (PARRADO et al., 2006), vem sendo utilizado com
sucesso no processo de FES (SCHMIDT e FURLONG, 2012; OLIVEIRA et al., 2010), sendo
que este juntamente com o bagaco de cana poderia favorecer a disponibilizacdo de nutrientes

na biomassa fermentada.

2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

e Disponibilizar nutrientes essenciais em bagaco de cana-de-agucar empregando processo

fermentativo.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS



e Verificar a capacidade do Rhyzophus Oryzae e Trichoderma reesei de aumentar o teor
proteico em bagaco de cana-de-acUcar através do processo de fermentacdo em estado
solido;

e Avaliar o efeito da adicéo de farelo de arroz ao bagaco de cana na producéo de biomassa
proteica e fendlica;

e Estudar a influéncia dos fatores do meio na disponibilizacdo de nutrientes na biomassa
fermentada.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. CANA-DE-ACUCAR

O Brasil é o0 maior produtor de cana-de-aglUcar, com uma estimativa de producéo anual
cerca de 700 milhdes de toneladas, sendo distribuida em todos os estados produtores conforme
suas caracteristicas. As maiores areas plantadas estdo distribuidas nos estados de Séo Paulo
com 54,67% (367,23 milhdes de toneladas), sequido por Goias com 9,88% (66,41 milhdes de
toneladas), Minas Gerais com 8,80% (59,13 milhdes de toneladas), Mato Grosso do Sul com
7,25% (48,70 milhGes de toneladas), Parana com 7,05% (47,40 milhdes de toneladas), Alagoas
com 3,36% (22,68 milhdes de toneladas). No Rio Grande do Sul a producdo foi de 45,6 mil
toneladas (CONAB, 2016).

A cana-de-aclcar € uma planta da familia das gramineas, espécie Saccharum
officinarum, originaria da Asia Meridional, muito cultivada em paises tropicais e subtropicais
(SOARES, 2015). O Brasil possui tradicdo no plantio de cana-de-agtcar desde o século XVIII,
guando o acgucar despontou como o principal produto de exportacdo, e atualmente o pais €
responsavel pela producédo de cerca de 60% do alcool etilico consumido no planeta e é o maior
produtor mundial de agucar.

A importdncia da cana-de-agUcar é devida a sua multipla utilidade, podendo ser
empregada “in natura”, sob a forma de forragem, para alimentagdo animal, ou como matéria-
prima para a fabricacdo de rapadura, melado, aguardente, agucar e alcool. Seus residuos
tambem tém grande importancia econdmica: o vinhoto é transformado em adubo e o bagaco,
subproduto da industria sucroalcooleira, pode ter varios usos, dentre eles, como combustiveis,
como biomassa sorvente, como veiculo para racdo animal, dentre outros ( SILVA, GOMES e
ALSINA, 2007).

De forma geral, a planta é constituida de um sistema radicular, dos colmos, onde a



sacarose é predominantemente estocada, das folhas dispostas ao redor da cana, nos nodulos
inter colmos e também na parte superior da planta onde se localiza a gema apical (palmito)
(MANTELATTO, 2005). Em relacao ao desenvolvimento da cana-de-agUcar este se distingue
em quatro fases, que sdo: brotacdo, perfilhamento (formacdo), crescimento dos colmos e
maturacao.

As variedades de cana-de-acucar sdo diferenciadas e agrupadas quanto a época de
maturacao em: precoces, medias e tardias ou para inicio, meio e fim de safra. Quanto a riqueza
em acucar séo classificadas em ricas, médias e pobres (CESAR, CHAVES e SILVA, 2003).

Como cultura comercial e matéria-prima, a cana-de-agtcar se encontra relacionada a
trés grandes areas estratégicas em continuo desenvolvimento no mundo. Sendo elas:
alimentacdo, energia e meio ambiente. Em termos de alimentacéo, a cana-de-actcar constitui a
matriz energética mais completa e de consumo mais geral para o ser humano. Como matéria-
prima renovavel destaca-se pela sua capacidade de gerar energia em nivel cinco vezes superior
a necesséria para obté-la e também é detentora de elevada capacidade fotossintética,
contribuindo para atenuar o “efeito estufa” (ICIDCA, 1999).

3.1.1. BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

O bagago é o principal residuo da indistria da cana e representa aproximadamente 30%
da cana integral moida. O processamento de 1000 ton de cana- de-agUcar rende nas usinas em
média 280 ton de bagaco . E um produto de baixo valor nutricional e qualquer tentativa do seu
uso na alimentacdo animal deve estar associada a algum tipo de tratamento fisico ou quimico
(SOARES, 2015).

Os tratamentos fisicos e quimicos utilizados para melhorar a qualidade do bagaco de
cana-de-acgucar visam eliminar ou diminuir os efeitos prejudiciais da lignina sobre a degradacéo
de compostos celulésicos pelos microrganismos do ramem, promovendo a ruptura das
complexas ligagbes quimicas daquele componente com a celulose e a hemicelulose,
disponibilizando o material, teoricamente, para adesdo da populacdo microbiana e ataque
enzimatico fibrolitico (SOARES, 2015).

O bagaco de cana tem sido produzido cada vez em maior quantidade devido ao aumento
da area plantada e da industrializacdo da cana-de-acucar, decorrente principalmente de
investimentos pablicos e privados na producéo alcooleira (SILVA, GOMES e ALSINA, 2007).

Embora o bagaco de cana seja largamente utilizado como combustivel e producdo de

papel, seu potencial nutritivo na alimentacdo animal ainda ndo foi suficientemente explorado,



devido as caracteristicas quimicas e/ou fisicas que reduzem o seu aproveitamento (SOARES,
2015). O principal problema do bagacgo de cana, que limita seu uso na alimentacdo animal, € o
alto teor de fibra e, a0 mesmo tempo, a natureza dessa fibra que o torna um alimento de baixo
valor energético (SOARES et al., 2015).

A composi¢do quimica do bagaco varia de acordo com diversos fatores, dentre eles, o
tipo de cana, o tipo de solo, as técnicas de colheita e até 0 manuseio. A Tabela 1 mostra a
composicao média caracteristica do bagaco de cana, em que a fibra é a matéria seca e insoltvel

em agua, contida na cana de acgucar e o Brix mede os sélidos solGveis em agua.

Tabela 1 — Composicao média do bagaco de cana.
COMPOSICAO QUIMICA MEDIA

Carbono 39,7 - 49%
Oxigénio 40 — 46%
Hidrogénio 55-7,4%
Nitrogénio e cinzas 0-0,3%
PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Umidade 50%
Fibra 46%
Brix 2%
Impurezas minerais 2%
COMPOSICAO MEDIA DA FIBRA DO BAGACO

Celulose 26,6 — 54,3%
Hemicelulose 14,3 — 24,4%
Lignina 22,7 —29,7%

Fonte: SILVA, GOMES e ALSINA,.2007.

A fracdo de acUcares sollveis da cana contribui com a maior parte da energia que o
animal obtém deste alimento, entretanto, enquanto os aglcares sdo rapidamente fermentados no
ramen, os carboidratos estruturais sdo utilizados lentamente. Este fato estd relacionado,
principalmente, a estrutura da parede celular que protege os nutrientes da digestdo microbiana
no ramen. O consumo de alimentos é um aspecto fundamental na nutrigdo animal, uma vez que
estabelece a ingestdo de nutrientes e, portanto, determina a resposta do animal (SOARES,
2015).



Soares (2015) também relatam que um ruminante alimentado a vontade s6 consegue
ingerir quantidade limitada de cana-de-acUcar, uma vez que o consumo esta diretamente
relacionado ao contetdo fibroso. Quanto maior o teor de fibra da cana-de-agucar e menor a
digestibilidade dessa fracdo, menor sera o consumo desse volumoso, ou seja, a taxa de digestdo
da fibra no rimen é muito baixa, e o acumulo de fibra ndo degradada no rdmen limita o

consumo.

3.2.FARELO DE ARROZ

Tanto a producdo agropecuaria do estado do Rio Grande do Sul como de Santo Anténio
da Patrulha, sempre se destacou nacional e internacionalmente em grande parte pelo cultivo do
arroz, envolvendo milhares de trabalhadores, grande area de plantio e altos investimentos
governamentais e privados no setor. Para escoar e beneficiar toda esta producdo, varias
industrias se estabeleceram, determinando mais uma base socioecondmica para a regido, e
também gerando uma série de coprodutos do beneficiamento que merecem toda a atengédo dos
6rgdos de pesquisa e desenvolvimento, como as universidades. Por se tratarem, muitas vezes,
de composicdes ricas em nutrientes alimenticios, estes coprodutos sao alvo de interesse para a
reutilizacdo, visto que, muitas vezes sdo descartados ao meio ambiente, ou compdem
formulacGes de baixo valor agregado (PINTO, 2001).

O farelo de arroz contém teores varidveis de amido proveniente do endosperma, além
de residuos da casca e de fragmentos de grédo, devido ao processo de descasque e polimento do
cereal (CARVALHO e VIEIRA, 1999). O percentual mais representativo das vitaminas, fibras,
proteinas e minerais do grdo de arroz encontra-se nas camadas que originam o farelo. As
caracteristicas fisicas e quimicas do farelo de arroz dependem de fatores como, cultivar,
tratamento do gréo antes do beneficiamento, sistema de beneficiamento empregado e grau de
polimento ao qual o grdo foi submetido. Dessa forma, os valores expressos na literatura para
composicao do farelo de arroz mostram grande variacdo que reflete a influéncia desses fatores
na composi¢do do produto final.

Assim, tornou-se pratica comum de mercado especificar os limites maximos e minimos
de tolerancia para os componentes majoritarios. Embora a legislacdo brasileira ndo estabeleca
padrdes de qualidade para farelo de arroz, a industria de transformacédo do arroz recomenda

como parametros os valores indicados na Tabela 2.



Tabela 2 — Limites de tolerancia para o farelo de arroz polido ou parboilizado.

COMPONENTES TOLERANCIA
Gordura 16% minimo
Proteina 13% minimo
Fibra da dieta total 20% minimo
Fibra bruta 9% maximo
Cinza 10% maximo
Cinza de farelo parboilizado 15% méaximo
Umidade 12% maximo
Acidos graxos livres (FFA) 4% maximo
Silica (SiO2) 0,1% méaximo
Carbonato de calcio (CaCO:s) 2% méaximo
Carbonato de célcio farelo parboilizado 6% maximo

Fonte: SAUNDERS, 1990.

A composic¢do e abundancia do farelo de arroz, o torna um substrato interessante para
processos fermentativos que visam a producdo de insumos para a industria alimenticia e
farmacéutica. Tradicionalmente, a maior parte da producdo do farelo de arroz é destinada para
a producdo de fertilizantes, alimentacdo de animais e para a industria de cosméticos
(FURLONG, CACCIAMANI e BUFFONI, 2007).

3.3.FUNGOS FILAMENTOSOS

Os microrganismos pertencentes ao reino fungi séo classificados como zigomicetos, da
ordem Mucorales sendo considerados os mais primitivos. Sdo os bolores que formam micélio
cenocitico e apresentam rizoides para a fixacao de substrato, que podem se reproduzir de forma
sexuada e assexuada. Na reproducdo assexuada ocorre formacdo de esporangios, estrutura
constituintes dos esporos. Uma desintegracdo dos esporangios ocorre quando estdo maduros
liberando os esporos que germinam e formam novas hifas. Na reproducdo sexuada ocorre a
aproximacéo de duas hifas de individuos diferentes, as extremidades das mesmas se fundem
originando um zigoto de parede espessa e resistente, denominado zigospoéro. Este, passado o
periodo de dorméncia, sofre meiose e germina originando um novo micélio (RAVEN, EVERT
e EICHHORN, 1996).



Os fungos sdo seres vivos eucariontes, multicelulares, alguns unicelulares (leveduras)
que desempenham diversos papéis na natureza. Como por exemplo, os fungos decompositores
que apresentam um papel importante no ecossistema, decompondo material organico, tornando
muito dos nutrientes contidos nele disponiveis para outros organismos. A decomposicéo libera
dioxido de carbono na atmosfera e retorna compostos nitrogenados e outras substancias ao solo,
onde eles podem ser utilizados novamente. Suas atividades sdo tdo necessarias para a
continuidade da existéncia do mundo quanto s&o aquelas dos produtores (OLIVEIRA JUNIOR,
2014).

Conhecidos vulgarmente como bolores ou mofos, os fungos filamentosos elaboram
numerosos produtos metabdlicos, alguns de grande interesse industrial, tais como: enzimas,
alcoois, 4&cidos, pigmentos corantes, polissacarideos, esterois, substancias antibidticas
(penicilina, notatina, flavicina) e algumas bastantes complexas como a ergotinina
(CARVALHO e VIEIRA, 1999).

Os fungos filamentosos atuam com eficiéncia na degradacdo de compostos celul6sicos
devido a producdo de enzimas celulases que reduzem as estruturas dos substratos através da
hidrolise. As principais celulases atuantes na degradacao de material lignocelulésico, a partir

da hidrolise, sdo as endoglucanases, exoglucanases e -glucosidades (SUN e CHENG, 2002).

3.3.1. Rhizopus oryzae

As espécies do género Rhizopus sao principalmente divididas em trés grupos, incluindo
R. miscrosporus, R. oryzae e R. stolonifer, sendo que a R. oryzae é a mais estudada (SALAH et
al., 2009). Outras espécies foram nomeadas isoladamente como a R. arrhizus, R. delemar, R.
niveus e R. javanicus as quais possuem variagdes minimas em suas estruturas (SALAH et al.,
2006). Essas podem produzir enzimas como lipases e fitases, glucomilases e outros usando
principalmente residuos agroindustrias como meio sélido para o seu desenvolvimento
(OLIVEIRA et al., 2010).

Rhizopus orizae é um fungo filamentoso capaz de assimilar manose, glicose, xilose e
galactose. Embora esta espécie tenha sido principalmente de interesse em relacdo com a
producéo de acido latico, ela também pode produzir uma grande variedade de outras substancias
valiosas, como acido galico, enzimas celuloliticas, lipases, proteases e outras proteinas com alta
digestibilidade (ANUPAMA e RAVINDRA, 2000). Oliveira et al. (2010) relataram que a

fermentacdo do farelo de arroz pelo fungo Rhizopus oryzae promove uma ativacdo de fitases



endodgenas que resulta na diminuicéo do teor de fitatos, além do aumento no teor proteico do
farelo de arroz e no seu contetido de fosfolipidios.

3.3.2. Trichoderma reesei

As espécies do género Trichoderma produzem grandes quantidades de celulases e outras
enzimas hidroliticas, sendo Trichoderma reesei um conhecido produtor de multiplas enzimas
celuloliticas e hemiceluloliticas. O género € reconhecido pela producdo de varios sistemas
extracelulares de enzimas envolvidas na hidrélise de polissacarideos (SANTOS, 2008). Por
exemplo o fungo Trichoderma reesei QM9414 e o Trichoderma reesei RUTC-30 séo cepas
mutantes obtidas a partir do Trichoderma reesei QM 6a com a finalidade de obter
microrganismos com alta capacidade de producédo de enzimas celuloliticas (MANDELS, 1975).

O fungo Trichoderma reesei também ¢é responsavel pela maioria das celulases
comerciais, 0 desempenho da producdo dessas enzimas é intensamente influenciado por
diversos parametros incluindo a natureza do substrato celulésico, o pH do meio, a
disponibilidade de nutrientes, a suplementacdo com indutores, a temperatura de fermentacéo,
entre outros (SINGHANIA et al., 2010). Zhao et al. (2010) avaliaram o efeito do pré-tratamento
alcalino e com micro-ondas nos substratos utilizados (farelo de trigo e casca de arroz) na FES
com Trichoderma sp.

3.4FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A fermentacdo em estado solido (FES) ou fermentacdo semissolida (FSS), pode ser
definida como um processo fermentativo realizado em uma matriz sélida, cuja caracteristica é
a auséncia ou gquase auséncia de agua livre.

No entanto, o substrato deve ter umidade suficiente para o desenvolvimento microbiano
e formacdo do produto de interesse. Inimeros produtos de origem microbiana podem ser
obtidos a partir da FES. As enzimas representam amplamente esses produtos, entre elas estdo
as amilases, proteases, xilanases, celulases e pectinases (SILVA e ANDRADE., 2016). A matriz
solida utilizada na FES pode ser dividida em duas categorias, dependendo da natureza da fase
solida utilizada: matriz sélida natural (como fonte de nutrientes) ou suporte inerte (impregnado
de nutrientes que permite o desenvolvimento de microrganismos) (ROCHA, 2010).

Diferentes tipos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos filamentosos

podem crescer em substratos sélidos. Contudo, sdo os fungos filamentosos os mais adaptaveis
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a esse tipo de processo, pois sdo capazes de crescerem com pouca agua e muitos sélidos
presentes, além de sua forma de crescimento, por meio de hifas, favorecer a colonizagdo do
meio (PINTO et al., 2005).

Uma das principais caracteristicas da FES é a utilizacdo de substratos com baixa
atividade de &gua, na qual as condicBes de crescimento aproximam-se do habitat natural dos
fungos, o que facilita o crescimento deste no substrato sélido e a producdo de grandes
quantidades de enzimas. Os residuos gerados nos processos agroindustriais podem ser usados
como substrato para o crescimento celular. A matéria organica presente neste material é usada
como fonte de energia para o crescimento e o carbono para a sintese de biomassa celular e dos
produtos do metabolismo microbiano (ROCHA, 2010).

Para a producdo de biomassa fermentada além do cultivo em estado sélido também
existe o cultivo em estado submerso (MACIEL, 2006). As fermentacdes submersas (FS)
incluem uma variedade grande de processos microbianos na qual a biomassa é completamente
rodeada pelo meio de cultivo liquido. Rocha (2010) descreve que a diferenca entre os dois
bioprocessos refere-se a utilizacdo, na FES, do substrato sélido umido, o qual é insolivel em
agua e ndo se encontra suspenso no liquido, ao contrario da FS, em que se utilizam substratos
solidos dissolvidos ou submersos no liquido. Gervais e Molin (2003) relataram que a principal
diferenca entre a FS e FES esta na capacidade de mistura dos sistemas. As FS sdo reagdes de
mistura perfeita nas quais, em teoria, cada parte do reator contém, ao mesmo tempo, a mesma
guantidade de microrganismos, nutrientes e metabdlitos. No entanto, nos cultivos em meio
solido, encontram-se sistemas com alta viscosidade, sendo que, para se chegar a
homogeneidade, seria necessaria excessiva agitacdo, o que levaria a ruptura celular (PALMA,
2003).

Na FES, as enzimas sdo produzidas pelos fungos diretamente sobre substratos insoltveis
em agua, como cereais ou derivados de cereais, na presenca de quantidades variaveis de dgua
livre (ROCHA, 2010). A Figura 1 ilustra o crescimento de um fungo filamentoso em meio
solido.
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Figura 1 - Representacdo do crescimento de fungos em substratos sélidos
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Fonte: HOLKER e LENZ, 2005.

Na FES, a &gua esta relacionada a dois parametros: o primeiro, a umidade, diz respeito
a porcentagem de &gua na massa total do meio; o segundo, a atividade de &gua (Aw), de
compreensdo um pouco mais complicada, € um parametro termodinamico relacionado ao
potencial quimico da agua, ou seja, a quantidade de moléculas de &gua disponiveis nas
vizinhangas imediatas das particulas do substrato. (PINTO et al., 2010).

Assim, os sistemas de cultivo em meio s6lido caracterizam-se por serem meios
heterogéneos, em termos de populagdo microbiana e concentracdo de soluto. A heterogeneidade
dos substratos ndo diz respeito apenas a variacfes existentes entre diferentes lotes de matéria-
prima utilizada, mas também as varia¢cdes na estrutura quimica de cada uma das moléculas
presentes e a proporcao entre os diferentes componentes, que podem variar de acordo com a
espécie e o tecido vegetal. Dessa forma, cada substrato, com potencial de uso em FES, deve ser
cuidadosamente avaliado (PINTO; ROCHA., 2010)

Segundo Rocha, Medeiros e Silva (2010) todos os processos de fermentacdo em estado
solido, necessitam das seguintes etapas: selecdo cuidadosa da matéria-prima ou substrato,
escolha de um micro-organismo especifico, controle dos pardmetros da fermentacdo

propriamente dita, separacdo em alguns casos e a purificagdo dos produtos.

3.4.1. VANTAGENS DA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

De acordo com Bramorski (1997) algumas vantagens da FES em relagédo a FS, séo:
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O meio é geralmente simples, constituido de produtos agricolas ndo refinados que
podem conter todos 0s nutrientes necessarios para o crescimento do micro-organismo.
Isto significa que o pré—tratamento pode ser simplesmente um cozimento, com &gua
para umidificar ou dilatar o substrato, ou a quebra do substrato na superficie para
aumentar a acessibilidade aos nutrientes internos ou a moagem de grandes particulas
de substrato para particulas menores;

O tratamento de efluentes e disposicdo de residuos é geralmente simples ou
minimizado. Geralmente todo o produto € utilizado, principalmente se é intencionado
ao uso como suplementacédo alimentar de animais;

O custo de esterilizacdo € reduzido, pois se aguece menos agua;

O espaco ocupado pelo equipamento de fermentacdo é pequeno, considerando-se o
rendimento do produto. Utiliza-se menor quantidade de &gua e o substrato é
concentrado;

Como a maioria das bactérias requer altos niveis de mistura liquida, a FES exclui, ou
reduz, sensivelmente, o problema da contaminacao bacteriana;

O meio é facilmente aerado, desde que haja espaco entre as particulas do substrato;

A solubilidade e difuséo de oxigénio e outros gases, sdéo maiores na FES;

O residuo remanescente possui um volume reduzido e este residuo ndo apresenta
condigdes para o desenvolvimento de patégenos;

Geralmente, 0 Unico componente necessario a ser adicionado ao meio € dgua, embora,
ocasionalmente, outros nutrientes como fonte de nitrogénio ou minerais possam ser
adicionados;

Torna-se possivel a obtencdo de esporos que sdo impossiveis de se obter em cultura
submersa;

Menor custo dos equipamentos;

Exige menor demanda de energia.

3.4.2. DESVANTAGENS DA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

Algumas desvantagens da FES em relagéo a FS de acordo com Bramorski (1997), séo:
Os tipos de microrganismos que podem ser usados s&o limitados, em fungdo das

condicBes do processo, tais como: baixa concentragdo de agua livre;
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e Em operagOes de grande escala, o calor gerado pelo metabolismo microbiano deve ser
removido, 0 que se torna mais dificil na FES que no processo submerso;
e A transferéncia de oxigénio entre as particulas do meio pode se tornar um problema,
quando se utiliza granulometria do substrato muito elevado;
e Medidas de pH, O, CO; e calculo de rendimento de produto sdo mais complexos;
e Controle de temperatura € critico e, muitas vezes, é necessario controlar a composicao
da atmosfera no que diz respeito a Oz, CO2 e outros metabdlitos volateis;
e A mistura dificulta o controle de crescimento microbiano e de variaveis como agitacao,
aeracdo e concentragao de nutrientes e produtos.
De modo geral, o baixo contetdo de umidade na FES possibilita um pequeno volume
de reator por massa de substrato usado quando comparado com a FS e, também, simplifica a
separacdo do produto. No entanto, existem sérios problemas com respeito a mistura, troca de
calor, transferéncia de oxigénio, controle de umidade, formacao de gradientes de pH, nutrientes
e produtos como conseqiiéncia da heterogeneidade do sistema (ROCHA, MEDEIROS e
SILVA, 2010). Segundo Pandey (2002) o controle de determinadas variaveis se faz necessario
para a obtencdo de produtos com caracteristicas constantes e uniformes. Dessa forma se pode
afirmar que a observacao desses fatores e o trato correto em relacéo a cada um deles com certeza

trard um melhor resultado ao processo de fermentacéo em estado solido.

3.5. RECUPERACAO DA BIOMASSA

O Processo de recuperacdo se resume na realizacdo de operagBes unitarias para
isolamento e purificacdo de um produto. O seu objetivo é preparar um produto com a pureza
requerida em uma forma aceitavel ao mercado a que se destina. Para um processo ser ideal ele
deve envolver um nimero minimo de etapas, com perdas minimas do produto, ser um processo
simples e rapido com pouco investimento em equipamentos, gerando o minimo possivel de
efluentes e residuos, importante ser um processo seguro do ponto de vista de prevencao a
contamina¢do microbioldgica e por substancias geradas durante o mesmo (CASTILHO;
MEDRONHO; ALVES, 2000).

Existem produtos que ndo requerem a extragdo do material fermentado, sendo destinado
a ragdo animal (enriquecimento de materiais lignocelulésicos destinados a racdo animal)
(UPDEGRAFF et al., 1973).
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A principal vantagem da recuperacdo na fermentagcdo em estado sélido € o seu custo,
que possivelmente € menor que na fermentacdo submersa. Devido a possibilidade de se
conseguir maiores concentracdes de produtos que na submersa e a um menor volume de
efluentes gerados, possivelmente o custo € menor (THAKUR; KARANTH; NAND, 1993).

3.5.1. PROTEINAS

As proteinas sdo as moléculas organicas mais abundantes nas células e correspondem a
cerca de 50% ou mais de seu peso seco. S&o encontradas em todas as partes de todas as células,
tendo fungBes fundamentais na logica celular. Em virtude desta importancia qualitativa e
guantitativa, as proteinas tém sido largamente estudadas e seus segredos desvendados, no que
diz respeito a sua sintese ou aproveitamento metabdlico (NELSON e COX, 2002).

As proteinas sdo macromoléculas de alto peso molecular, polimeros de compostos
organicos simples, os a-aminodcidos. Nas moléculas proteicas os aminoécidos se ligam
covalentemente, formando longas cadeias nao ramificadas, através de ligacdes peptidicas
envolvendo o radical amino (-NH2) de um aminoacido e o radical acido carboxilico (- COOH)
de um outro, havendo a liberacéo de uma molécula de 4gua durante a reacdo (DEVLIIN, 1999).

A unido entre dois aminoéacidos, forma um dipeptideo, assim como trés unem-se
formando um tripeptideo e assim sucessivamente, sendo que a unido de varios aminoécidos ir4
dar origem a uma cadeia polipeptidica (DEVLIIN, 1999).

Os aminoacidos presentes nas moléculas de proteinas sdo ligados covalentemente uns
aos outros por uma ligacdo denominada de ligacdo peptidica. Essa ligacdo é formada por uma
reacdo de condensacdo entre o grupo carboxilico de um aminoécido e um grupo amina de outro
aminoacido, apenas 20 aminoacidos (alanina, Arginina, Aspartato, Asparagina, Cisteina,
Fenilalanina, Glicina, Glutamato, Glutamina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina,
Metinonina, Prolina, Serina, Tirosina, Treonina, Triptofano e Valina) encontrados nas
moléculas de proteinas, com sua sintese controlada por mecanismos genéticos, envolvendo a
replicacdo do DNA e transcricdo do RNA (VOET e PRATT, 2000).

A metade dos aminoéacidos é sintetizada pelo organismo e vai suprir as necessidades
celulares; aqueles que néo séo sintetizados precisam estar presentes na dieta e séo chamados de
aminoacidos essenciais e 0s aminoacidos nao-essenciais aqueles que sdo sintetizados no
organismo (NELSON e COX, 2002).
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3.5.2. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza, mais de
8000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas. Esse grande e complexo grupo faz
parte dos constituintes de uma variedade de vegetais, frutas e produtos industrializados. Podem
ser pigmentos, que ddo a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do metabolismo
secundario, normalmente derivado de reacfes de defesa das plantas contra agressbes do
ambiente. Esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua habilidade em doar
hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediarios estaveis, que
impedem a oxidacao de varios ingredientes do alimento, particularmente de lipidios (BRAND-
WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995).

Os compostos fenolicos de fontes vegetais podem ser divididos em dois grupos: 0s
flavonoides e os ndo flavondides, sendo que ambos sdo metabdlitos secundarios presentes em
frutas e vegetais. Os denominados de flavonoides sdo 0s que apresentam a estrutura quimica
descrita como Ce-C3-Cs. Ja 0s denominados de ndo flavonoides séo classificados como: (MELO
e GUERRA, 2002).

e Os derivados das estruturas quimicas Ce -C1 especificas dos &cidos hidroxibenzoico,
galico e elagico;

e Osderivados das estruturas quimicas Ce -Cs especificas dos acidos caféico e p-cumarico
hidroxi cinamatos;

e Os derivados das estruturas quimicas Cs -C2 -Cs especificas do trans-resveratrol, cis-
resveratrol e trans-resveratrol-glucosidio.

A distribuicdo dos flavondides nos vegetais depende de diversos fatores de acordo com
a fila/ordem/familia do vegetal, bem como da variacdo das espécies. Os flavondides sdo
formados da combinacdo de derivados sintetizados da fenilalanina (via metabdlica do acido
chiguimico) e &cido acético. Os padrbes de distribuicdo dependem do grau de acesso a
luminosidade, especialmente raios ultravioleta B, pois a formacao dos flavondides é acelerada
pela luz (AHERNE e O’BRIEN, 2002).

4. METODOLOGIA
4.1.PROCESSO FERMENTATIVO COM BAGACO DE CANA

4.1.1. SUBSTRATO
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O substrato empregado no processo fermentativo foi o bagaco de cana-de-aglcar
fornecido pelos produtores locais da cidade de Santo Antonio da Patrulha (RS). O bagago de
cana foi primeiramente homogeneizado e moido em um processador. Depois de moido foi
submetido a processo de esterilizagdo em autoclave a 121°C por 15 min antes da adi¢cdo do
indculo. O bagaco de cana foi caracterizado quanto a composicdo proximal segundo
procedimentos descritos pela AOAC (2000) para proteinas (método de microKjeldhal), lipideos
(método gravimétrico usando extrator de soxhlet), cinzas (método gravimétrico em mufla a

560°C), e umidade (método gravimétrico em estufa a 105°C).

4.1.2. INOCULO

Foram testadas duas cepas flngicas separadamente. As cepas dos agentes
fermentadores, os fungos Rhizopus oryzae (CCT 1217) e Trichoderma reesei (QM 9414),
obtidas da Fundacdo Andreé Tosello (FAT), Campinas, Brasil. Sendo as culturas mantidas a 4°C
em tubos inclinados contendo meio agar dextrose de batata (PDA). A suspensdo de esporos
para realizacdo da fermentacédo foi obtida pela adicdo de 10 mL de emuls&o aquosa de Tween
80 (0,2%), sendo a concentracdo da solucdo de esporos estimada por enumeracdo em Camara

de Neubauer através da equacéo 1.

N° de células/ml = — " total de células

x fator de diluicdo x 10.000 (Eq.1)

n° de quadrantes contados

4.1.3. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

O bagaco de cana-de-acucar foi fermentado em estado sélido, utilizando a metodologia
padronizada por Schmidt e Furlong (2012) e Oliveira et al. (2010). O bagaco de cana triturado
foi acondicionado em erlenmayers e adicionado da solucdo de esporos fungica. A solucdo de
esporos dos fungos foi adicionada na concentrago inicial de 4x10° esporos/g de bagago. Os
erlenmayers foram colocados em cédmara de fermentacdo a 30°C durante 21 dias, sendo as
amostras de bagaco fermentado analisadas quanto ao conteGdo proteico seguindo
procedimentos da AOAC (2000).

4.1.4. RECUPERACAO E QUANTIFICACAO DA BIOMASSA
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4.1.4.1.CONTEUDO PROTEICO

O conteudo proteico das amostras foi determinado pela anélise do teor de nitrogénio
total nos produtos fermentados através do método de microKjedhal conforme a AOAC (2000),
onde 0,2 g de amostras acrescidas de 0,7 g de catalisador (3 g K2SO4 e 0,03 g selénio) adicionou-
se 3 mL de perdxido de hidrogénio (H202) e 7 mL de &cido sulfurico (H2SO4) em um tubo de
digestdo. Apos digestdo por 2h e 30 min a 300 °C, as amostras colocou-se 40 mL de NaOH
40% e destiladas em um destilador de nitrogénio. O nitrogénio destilado na forma de aménia
foi recolhido em um frasco contendo 10 mL de &cido borico 4% e 4 gotas de indicador misto
até um volume de 125 mL, sendo o nitrogénio quantificado por titulacdo usando uma solucéo
de HCI 0,1 M até a viragem do indicador. O teor de nitrogénio foi convertido para proteina
usando um fator de 6,25, os calculos para obtencdo da proteina se deram através das equacoes
2e3.

VxMxfx0,014x 100

% nitrogénio total = (Eq. 2)

% proteina = % nitrogénio total x 6,25 (Eqg. 3)
Onde:
V = mililitros de solucéo de &cido cloridrico 0,1mol/L gastos na titulacdo, apos a correcdo do
branco;
M = molaridade teorica da solucdo de acido cloridrico 0,1mol/L;
f = fator de correcdo da solucdo de acido cloridrico 0,1mol/L;

p = massa da amostra em gramas.

4.2.PROCESSO FERMENTATIVO COM BAGACO DE CANA E FARELO DE
ARROZ

4.2.1. SUBSTRATO

O substrato empregado no processo fermentativo foi o bagaco de cana-de-agucar e o
farelo de arroz foram fornecidos pelos produtores locais da cidade de Santo Antonio da Patrulha
(RS). O bagaco de cana foi primeiramente homogeneizado e moido em um processador. Depois
de moido o bagalo e o farelo foram submetidos a processo de esterilizagdo em autoclave a
121°C por 15 min antes da adigdo do indculo. O bagago de cana foi caracterizado quanto a
composicdo proximal segundo procedimentos descritos pela AOAC (2000) para proteinas
(método de microKjeldhal), lipideos (método gravimétrico usando extrator de soxhlet), cinzas

(método gravimétrico em mufla a 560°C), e umidade (método gravimétrico em estufa a 105°C)
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e a composicao proximal do farelo de arroz foi obtido da beneficiadora de arroz que doou o
farelo.

4.2.2. INOCULO

Foram testadas duas cepas fungicas separadamente. As cepas dos agentes
fermentadores, os fungos Rhizopus oryzae (CCT 1217) e Trichoderma reesei (QM 9414),
obtidas da Fundagdo Andre Tosello (FAT), Campinas, Brasil. Sendo as culturas mantidas a 4°C
em tubos inclinados contendo meio agar dextrose de batata (PDA). A suspensao de esporos
para realizacdo da fermentacdo foi obtida pela adicdo de 10 mL de emulsdo aquosa de Tween
80 (0,2%), sendo a concentracdo da solucdo de esporos estimada por enumeracdo em Camara
de Neubauer através da equacao 1.

4.2.3. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

O bagaco de cana-de-agUcar e o farelo foram fermentados em estado sélido, utilizando
a metodologia padronizada por Schmidt e Furlong (2012) e Oliveira et al. (2010). O bagaco de
cana triturado juntamente com o farelo foi acondicionado em erlenmayers e adicionado da
solucdo de esporos fungica. A solucdo de esporos dos fungos foi adicionada na concentracao
inicial de 4x10° esporos/g de bagaco. Os erlenmayers foram colocados em camara de
fermentacdo a 30°C durante 7 dias, sendo as amostras de bagago fermentado e farelo de arroz
analisadas quanto ao conteudo proteico seguindo procedimentos da AOAC (2000) e contetdo
fenolico.

As proporgdes avaliadas no estudo foram 1:1, 2:1 e 3:1 (bagago de cana-de-
acucar:farelo). A cepa flngica que proporcionou 0 maior aumento no contetdo de proteinas foi
a escolhida para prosseguir o estudo das melhores condi¢des do processo fermentativo, onde
foram avaliados os efeitos da alteracdo da umidade do meio, do pH e do tempo de fermentacéo
sobre o conteudo proteico e fendlico da biomassa fermentada utilizando o planejamento

experimental.

4.2.4. RECUPERACAO E QUANTIFICACAO DA BIOMASSA

Para a avaliacdo dos efeitos da umidade, pH e tempo de fermentacao foi realizado um

planejamento experimental fatorial 22 para apenas para o fungo que apresentou um maior
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aumento no teor proteico da biomassa fermentada, sendo considerando como variaveis
dependentes neste processo o0 conteudo proteico e fenolico. Os niveis que foram estudados para
as variaveis independentes estdo dispostos na matriz do planejamento experimental apresentado
na Tabela 3. O conteudo inicial de umidade do meio foi alterado pela adi¢do de agua destilada
e 0 pH foi ajustado pela adi¢do de uma solugdo de HCI 0,1 M. O efeito da umidade, pH e tempo
de fermentacdo no contetdo proteico e fendlico da biomassa fermentada foi analisado por

gréfico de Pareto.

Tabela 3 — Matriz do planejamento experimental 23 proposto para avaliar a influéncia da

umidade, pH e tempo de fermentacdo no contedo proteico e fenolico da biomassa fermentada.

ENSAIO UMIDADE (%) pH TEMPO (DIAS)
1 -1 50% -1 4 -1 7
2 1 90% -1 4 -1 7
3 -1 50% 1 6 -1 7
4 1 90% 1 6 -1 7
5 -1 50% -1 4 1 14
6 1 90% -1 4 1 14
7 -1 50% 1 6 1 14
8 1 90% 1 6 1 14
9 0 70% 0 5 0 10,5
10 0 70% 0 5 0 10,5
11 0 70% 0 5 0 10,5

Fonte: AUTORA, 2017.

4.2.4.1.CONTEUDO PROTEICO

O contetdo proteico das amostras foi determinado pela analise do teor de nitrogénio
total nos produtos fermentados através do método de microKjedhal conforme a AOAC (2000),
onde 0,2 g de amostras acrescidas de 0,7 g de catalisador (3 g K2SO4 e 0,03 g selénio) foram
misturadas com 3 mL de peroxido de hidrogénio (H202) e 7 mL de &cido sulfarico (H2SO4) em
um tubo de digestdo. Apds digestdo por 2h e 30 min a 300 °C, adicionou-se 40 mL de NaOH
40% nas amostras e essas foram destiladas em um destilador de nitrogénio. O nitrogénio
destilado na forma de aménia foi recolhido em um frasco contendo 10 mL de acido borico 4%

e 4 gotas de indicador misto até um volume de 125 mL, sendo o nitrogénio quantificado por
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titulagdo usando uma solugdo de HCI 0,1 M até a viragem do indicador. O teor de nitrogénio
foi convertido para proteina usando um fator de 6,25, os célculos para obtencéo da proteina se

deram através das equaces 2 e 3.

4.2.4.2. CONTEUDO FENOLICO

A estimativa da degradacdo da lignina foi determinada pelo aumento do conteddo
fenolico das amostras, seguindo metodologia proposta por Souza et al., 2010, onde 5g de
biomassa fermentada foram submetidas a agitacdo durante 2 horas com 40 mL de metanol em
mesa agitadora orbital a temperatura ambiente. A agitacdo foi interrompida por 15 minutos e
reiniciada, apés a adicdo de 10mL de metanol por mais 1 hora. O extrato foi filtrado para um
funil de separacdo e lavado trés vezes com 10mL de hexano e depois submetido a clarificacdo
pela adicdo de 10mL de hidroxido de bario 0,1M e 10mL de sulfato de zinco 5%. ApGs repouso
por 20 minutos, o extrato foi filtrado para um baldo volumétrico de 100mL onde completou-se
o volume com metanol. Aliquotas de 1 mL do extrato fendlico, onde adicionou-se 4,5 mL de
uma solugdo alcalina (Na2COsz 4%, CuSOs 2% e KNaCsH40s-4H.O 4%; 100:1:1) foram
incubadas por 15 minutos a 40°C. Adicionou-se 0,5mL de reagente Folin-Ciocalteau (diluido
1:2) e deixado em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente, sendo a leitura da
amostra realizada a 750nm em espectrofotdmetro. O teor de compostos fendlicos nas amostras

foi estimado utilizando acido fertlico como padréao (0,18 a 14 pg/ml).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1.COMPOSICAO PROXIMAL

A Tabela 4 apresenta os resultados de composicdo proximal dos materiais utilizados
como substratos no processo de fermentacdo em estado sélido (FES). Pode-se observar que o
bagaco de cana continha um elevado contelddo de umidade, acima de 60%, sendo o contetdo
fibroso o componente em maior proporcdo em base seca, enquanto que proteinas, lipideos e

cinzas apresentaram contetdos bem menores quando comparado ao farelo de arroz.
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Tabela 4 — Composicdo proximal do bagago de cana-de-agucar e do farelo de arroz usados com

substratos no processo fermentativo.

BAGACO DE
FARELO DE
COMPONENTES CANA-DE-
. ARROZ?
ACUCAR!
Umidade (%) 61,0£25 11,1
Proteinas (%) 2,3+0,3 11,9
Lipideos (%) 2,0+0,2 16,7
Fibras (%) 36,2+5,1 9,4
Cinzas (%) 08x£0,1 8,5
Carboidratos (%) - 42,43

'Resultados expressos como média + desvio padrdo; ?Dados obtidos da empresa fornecedora;
SEstimados por diferenca.
Fonte: AUTORA, 2017.

Segundo Pandey et al. (2000) o bagaco de cana-de-aclcar ¢ um material fibroso
resultante da extracdo do suco pela moagem da cana, sendo composto por aproximadamente
50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina na fracdo fibrosa. Devido ao baixo
teor de cinzas, o bagacgo apresenta uma grande vantagem para o processo de bioconversao por
microrganismos quando comparado com outros residuos, como a palha de arroz e de trigo, que
contém aproximadamente 17,5 e 11% de cinzas, respectivamente. Além disso, de acordo com
este mesmo autor, em comparacdo com outros residuos agroindustriais, o bagaco pode ser
considerado um rico reservatorio de energia solar devido aos seus altos rendimentos (cerca de
80 toneladas por hectare em comparagdo com cerca de 1, 2 e 20 toneladas por hectare de trigo,
capim e arvore, respectivamente) e capacidade de regeneracdo anual.

A composicdo quimica do bagaco de cana pode variar de acordo com diversos fatores,
dentre eles, o tipo de cana, o tipo de solo, as técnicas de colheita e até 0 manuseio (SINGHANIA
et al., 2009). Segundo o ICIDCA/ GEPLACEA/PNUD (1990), o bagaco de cana-de-agtcar “in
natura” ¢ composto por 45% de fibras lignocelulosicas, cerca de 50% de umidade, 2 a 3% de
solidos insoluveis e 2 a 3% de solidos soluveis em agua. Valores diferentes ao encontrados
nesse estudo que apresentou um contetddo de umidade maior e de fibras menor, possivelmente
devido a diferencgas nos cultivares utilizados ou no processo de extracdo do caldo.

Com relacdo ao farelo de arroz, este apresentou um conteudo de umidade bem menor

do que o bagaco de cana, cerca de 11%, sendo os carboidratos 0s compostos organicos em
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maior propor¢do neste material, apresentando um teor ao redor de 42%. O elevado contetdo de
proteinas e lipideos neste tipo de material, cerca de 6 a 8 vezes maior que no bagaco, o torna
uma excelente fonte de nutrientes para o processo de FES.

Devido ao fato de ser o farelo de arroz um coproduto agroindustrial, sua composi¢édo
quimica depende de fatores associados a variedade e aos aspectos agronémicos, como tipo de
solo, clima, qualidade da matéria prima utilizada, bem como do processo de beneficiamento
(FREEMAN, 2006). As diferentes etapas do beneficiamento do grdo para comercializacao
podem resultar na seguinte distribuicdo média: casca 24%, farelo 8 a 10% e arroz polido 68%
(ROSTAGNO et al., 2005). Amato (2010) observou que o farelo possui os mais elevados teores
de proteina (13 a 15%) em relacdo a 5 a 8% no arroz polido e 3 a 3,5% na casca. O mesmo
autor verificou que o conteudo lipidico perfaz no farelo 15 a 17% contra 0,3 a 0,6% no arroz
polido e 0,8% na casca e seus maiores constituintes sao os acidos oléico e linoléico, e ésteres
do &cido palmitico, sendo a fracdo fibrosa também abundante perfazendo cerca de 8,5 a 10%
do material.

Para Singhania et al. (2009) a selecdo do substrato, depende de varios fatores
relacionados principalmente ao custo e a disponibilidade. Neste sentido, a selecdo de residuos
agroindustriais como o bagaco de cana pode ser interessante. No entanto, o elevado conteido
fibroso neste material, e principalmente o baixo teor de nitrogénio proteico, pode dificultar a
aplicacdo deste material como Unico substrato no processo de FES. A aplicacdo de farelo de
arroz, um coproduto abundante da indUstria arrozeira, como substrato nos processos de FES ja
vem sendo a muito tempo utilizado, e vem apresentando bons resultados, tanto para
enriquecimento proteico (OLIVEIRA et al. 2010; CACCIAMANI, 2004), como para producéo
de enzimas (AKPAN e ADELAJA, 2004) que podem vir a hidrolisar a fragao fibrosa tornando

0 bagaco de cana mais digerivel.
5.2.FERMENTACAO DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

A grande disponibilidade de biomassa lignocelulésica de baixo custo, como a do bagaco
de cana-de-acucar, no Brasil, estimula a busca por microrganismos mais eficientes no uso desse
residuo (MENEZES, 1980). Porém, aplicacdo do bagaco de cana-de-aglcar na alimentacéo de
animais, principalmente ruminantes é limitada devido seu baixo contetdo proteico. Visando
incrementar o teor de proteinas neste material, usou-se este como substrato no processo de FES
utilizando diferentes fungos. Os fungos Rhizopus oryzae e Trichoderma reseei, foram testados
devido ao fato destes serem relatados em inimeros trabalhos (SCHMIDT et al., 2014; AIKAT,
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2000) onde foram aplicados em processos de FES para obtencdo do aumento de contetdo
proteico na biomassa.

Primeiramente, testou-se no processo de FES somente o bagaco de cana como substrato
para producéo de proteina a partir do crescimento destes fungos. Na Figura 2, pode-se perceber
um aumento proteico significativo (p<0,05) no bagaco de cana fermentado com ambos os
fungos em 21 dias de incubacdo, quando comparado com o bagaco de cana ndo fermentado,
sendo que a FES com Rhizopus oryzae foi a que apresentou um maior aumento no contetdo
proteico, praticamente o dobro do bagacgo de cana sem fermentar. 1sso se da devido a capacidade
do fungo em assimilar manose, glicose, xilose e galactose, que durante a esterilizacdo pode ter
ocorrido a hidrolise de a

Figura 2 — Avaliacdo do aumento proteico do bagago de cana-de-agucar fermentado (base seca) em 21

dias.

o

o

(%) PROTEINA

o

BCNF BCFR BCFT

*Onde: BCNF = bagago de cana nao fermentado; BCFR = bagaco de cana fermentado com Rhizopus
oryzae; BCFT = bagaco de cana fermentado com Trichoderma reesei. Letras diferentes sobre as barras
indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras iguais sobre as
colunas indicam ndo haver diferenca estatisticamente pelo teste de Turkey (p>0,05).

Fonte: AUTORA, 2017.

Porém este aumento de 2,4 para 4,2% em proteina em 21 dias (tempo em que se
observou um crescimento micelial visivel) € muito pouco para se poder viabilizar o processo
para um posterior uso deste material como fonte proteica para alimentacdo animal,
principalmente devido a problemas de contaminagdo que eventualmente acontecem em longos
tempos de fermentacgdo. Esses resultados indicam que o bagacgo de cana ndo € por si s6 um bom
substrato para permitir o desenvolvimento dos fungos estudados.

Diversos autores (PAREDES-LOPES, GONZALEZ-CASTANEDA e CARABEZ-
TREJO, 1991; OTHMAN et al.,, 2009; OLANIPEKUN et al., 2009) salientam que o
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crescimento de um microrganismo sobre um substrato altera a composic¢éo quimica dele devido
a producdo de enzimas exocelulares, para a obtencao de nutrientes, além da producao de outros
metabolitos proprios do agente fermentador. Esta metabolizacdo pode enriquecer o substrato,
dependendo dos componentes intrinsecos do agente fermentador, ou pela disponibilizacéo de
nutriente presentes nele, que antes da acdo microbiana se encontravam associados de forma nédo
acessivel aos processos extrativos quimicos ou enzimaticos. O que explica 0 aumento do

conteddo proteico na biomassa pelo fungo Rhizopus oryzae.

5.3.FERMENTACAO DO BAGACO DE CANA ADICIONADO DE FARELO DE
ARROZ

A adicdo de farelo de arroz juntamente com o bagaco foi realizada para estimular o
crescimento fangico, e assim consequentemente, aumentar o conteddo proteico da biomassa
fermentada. O farelo de arroz é um coproduto abundante da regido de Santo Antdnio Patrulha,
e € comprovado por inumeros pesquisadores (SCHMIDT et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2009)
ser um excelente meio de crescimento para fungos em processos de FES.

Na Figura 3, pode-se observar que a biomassa fermentada pelo fungo Rhizopus oryzae
teve maior contetdo proteico comparado com a biomassa fermentada pelo fungo Trichoderma
reesei em todas as proporcOes bagaco:farelo estudadas, mas somente na proporcdo 1:1
(bagaco:farelo) esse contetdo foi significativamente (p<0,05) maior com o Rhizophus, onde a
biomassa fermentada apresentou um elevado conteldo proteico, ao redor de 15%. Um
enriquecimento de cerca de 6% em proteina em 7 dias de incubacdo comparada com a biomassa
sem fermentar. Segundo Oliveira et al. (2009) a utilizacdo do farelo de arroz como substrato
para a fermentacdo em estado sélido pode aumentar a disponibilizacdo de nutrientes,

digestibilidade, fitoquimicos e entre outros.
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Figura 3 - Contetdo proteico (base seca) de diferentes proporcdes de bagago de cana e farelo de arroz
fermentados com os fungos Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei.
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* Onde: BioNF = biomassa ndo fermentada (tempo zero); BioFT = biomassa fermentada com
Trichoderma reesei; BioFT = biomassa fermentada com Rhizopus oryzae. Letras iguais sobre as colunas
indicam néo haver diferenca estatisticamente pelo teste de Turkey (p>0,05).

Fonte: AUTORA, 2017.

Com relagdo as proporc¢des estudadas, ficou claro que quanto maior a quantidade de
farelo de arroz adicionada ao meio, maior o contetdo proteico da biomassa fermentada. Porém
guando analisamos o enriquecimento proteico, ou seja, 0 incremento proteico comparado com
a biomassa sem fermentar, esse ndo apresentou grandes variacdes. Analisando a Figura 3, na
proporcao 3:1 (bagaco:farelo), com ambos os fungos esse incremento ficou ao redor de 5%,
enquanto que na proporgao 2:1 (bagaco:farelo), o enriquecimento ficou ao redor de 6% com o
Rhizopus e de 5% para o Trichoderma. Na propor¢do 1:1 (bagaco:farelo) o incremento
continuou ao redor de 6% com o Rhizopus e baixou para cerca de 4% com o Trichoderma.

Vérias espécies fungicas vém sendo estudadas visando a producéo de proteina unicelular
em uma variedade de substratos (ODUGUWA, EDEMA e AYENI., 2008). A capacidade dos
microrganismos se desenvolverem em diversos meios, adaptando-se a diferentes substratos
como fonte de nutrientes, é atribuida a sua excre¢do de enzimas hidroliticas. A atividade dos
microrganismos, especialmente fungos, pode causar a degradacdo de compostos indesejaveis
como o &cido fitico e a producdo ou modificacdo de biocompostos (ZHANG et al., 2008). Como

a biomassa fermentada com o fungo Rhizopus oryzae na proporc¢do 1:1 (bagago:farelo) foi a
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que obteve um dos maiores incrementos proteicos, e 0 maior conteldo proteico, sendo este
significativamente (p<0,05) maior que os demais, deu-se prosseguimento ao estudo utilizando
esta condicdo, ou seja, um substrato contendo 50% de bagaco de cana-de-acucar e 50% de farelo
de arroz, fermentado com o fungo Rhizopus oryzae em 7 dias de incubacdo. Sendo avaliado
posteriormente o efeito da influéncia da umidade inicial do meio, do pH e do tempo de
incubacéo.

O fungo Rhizopus oryzae ja havia apresentado melhores resultados quando se utilizou
somente 0 bagaco de cana. Segundo Schmidt et al. (2014) o género de fungo Rhizopus é um
dos mais promissores para este processo, pois tem sido demonstrado que além da capacidade
de aumentar o teor proteico de matérias-primas de baixo valor nutritivo, as proteinas possuem
atividade funcional e atividade catalitica especificas. Em especial, os fungos deste género sdo
bastante indicados, pois além de ndo produzirem substancias toxicas, tém elevada producéo de
proteinas de alta digestibilidade (OLIVEIRA et al. 2010; ANUPAMA et al., 2000). Oliveira et
al. (2010) relataram que a bioconversdo de materiais agroindustriais € uma potencial aplicacdo
para producdo de proteina. Aumentos significativos do conteldo proteico, dos niveis de
aminoéacidos digeriveis e da metionina disponivel, promovido pela acdo do Rhizopus sp., foram

observados por Badiale-Furlong, Cacciamani e Garda-Buffon. (2007).

5.3.1. RECUPERACAO E QUANTIFICACAO DA BIOMASSA

Para avaliar a influéncia das condi¢cdes de fermentacdo na producéo de proteina e de
conteudo fenolico foi feito um planejamento experimental para testar diferentes condicdes de
umidade e pH iniciais do substrato e também de tempo de fermentacdo durante o processo.
Usou-se entdo um substrato com 50% de bagaco de cana e 50% de farelo de arroz, fermentado
com o fungo Rhizopus oryzae. A temperatura de incubacédo foi mantida em 30°C, temperatura
considerada ideal para o fungo Rhizopus oryzae que é mencionado em varios trabalhos
encontrados na literatura com cepas desta espécie (AIKAT, 2000; NOPHARATANA,
MITCHELL e HOWES, 2003).

O conteudo proteico e de compostos fendlicos apds o processo fermentativo, nas
diferentes condicGes estudadas, estdo contidos na Tabela 5. A maior produgéo de proteinas foi
obtida nos ensaios realizados e pontos centrais do planejamento, chegando-se a obter um valor
de 15,8% em base seca. Para o conteudo fendlico a condig@o que apresentou o maior valor foi
utilizando uma umidade inicial do meio de 50%, pH 6 durante 7 dias de fermentacdo (ensaio

3), obtendo-se um valor de 2,1 mg/g biomassa seca.
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Tabela 5 — Valores de proteina e compostos fenélicos obtidos a partir do planejamento experimental 22
proposto para avaliar a influéncia da umidade, pH e tempo de fermentagdo no contetdo proteico e

fendlico da biomassa fermentada.

_ ] Conteudo
~ Umidade Tempo  Contetdo .
Ensaio pH ) ) Fendlico
(%) (dias)  Proteico (%0)
(mg/g)

1 50 4 7 13,3+0,8 1,80+ 0,01
2 90 4 7 11,4 +2,2 1,31+0,04
3 50 6 7 14,3+0,4 2,12+0,12
4 90 6 7 13,2+0,5 0,63 £ 0,02
5 50 4 14 13,8 +0,3 2,07 £ 0,07
6 90 4 14 14,2 + 0,2 1,02 + 0,03
7 50 6 14 14,1+0,3 1,31 +0,02
8 90 6 14 14,1+0,2 1,18 + 0,02
9 70 5 10,5 13,7+0,5 1,97 £ 0,12
10 70 5 10,5 15,0+ 3,5 1,70 £ 0,05

11 70 5 10,5 158 +0,7 1,66 + 0,06
Resultados expressos como média + desvio padrao.
Fonte: AUTORA, 2017.

O conteudo fendlico foi expresso em mg de acido ferdlico pois este é o acido fenolico
majoritario frequentemente relatado neste tipo de biomassa fermentada. Segundo Masuda et al.
(2006) compostos fendlicos como o &cido ferdlico pode ocorrer na forma de éster com
compostos polares como agucares, e outros ndo polares como esterdis de vegetais. Estas formas
ésteres do acido ferulico exercem funcdo antioxidante em vegetais e alimentos derivados de
vegetais. O principal mecanismo dos fenois antioxidantes em alimentos é a captura e
estabilizacdo das espécies radicais, 0s quais sdo geradas a partir da oxidacdo por radicais dos
compostos alimentares.

Para calcular o conteudo fenolico da biomassa fermentada foi necessario o levantamento
de uma curva padrdo de acido ferulico, conforme descrita na Figura 4. Nota-se que a curva
apresentou um elevado valor de coeficiente de correlagédo de 0,98, indicando que o ajuste dos

pontos experimentais para a curva de acido ferulico foram adequados.
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Figura 4: Curva padrao de acido ferulico.
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5.3.2. CONTEUDO PROTEICO DA BIOMASSA FERMENTADA

Para avaliar a influéncia dos fatores estudados no processo de FES, utilizou-se a analise
do diagrama de Pareto (Figura 5) que € um recurso grafico muito utilizado, pois permite uma
facil visualizacdo e identificacdo das causas ou problemas mais importantes. De uma forma
geral, a Analise de Pareto é uma técnica estatistica utilizada para avaliar a influéncia dos fatores
estudados sobre uma variavel resposta. Ela utiliza o Principio de Pareto (também conhecido
como regra 80/20) que parte da ideia de que 80% dos resultados correspondem a apenas 20%
dos fatores estudados (AZEVEDO, 2017).

Pode-se verificar que para o contetdo proteico nenhuma das variaveis, nas condi¢Ges
estudadas, apresentou uma influéncia significativa (p<0,05). Ou seja, tanto faz usar uma
umidade inicial do meio de 50 ou 90%, pH de 4 ou 6, e um tempo de 7 ou 14 dias para a
produgdo de proteinas. Pode-se constatar que a varidvel que mais influenciou o contetdo
proteico foi o tempo de fermentacdo, mas este aumento no contetdo, quando se passou de 7
para 14 dias ndo foi significativo (p<0,05), conforme relatado anteriormente. Sendo assim, se
fossemos considerar somente o conteddo proteico, as condic¢des iniciais de fermentagdo
(umidade de 50%, pH de 6 e tempo de incubacéo de 7 dias) seriam as mais adequadas, pois ndo
necessitariam alterar o pH e a umidade inicial do substrato e nem aumentar o tempo de

fermentacéo.
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Figura 5 — Diagrama de Pareto mostrando o efeito da umidade, pH e tempo de fermentagédo no contetido
proteico.
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De acordo com Kirk (1983), a umidade e o pH sdo condigbes importantes que
determinam a aptidao de microrganismos em colonizar materiais lignocelulésicos. A umidade
ideal para o desenvolvimento de fungos é aquela imediatamente acima do ponto de saturacédo
das fibras, pois permite a abertura dos capilares, facilitando a penetracéo e a difuséo de enzimas
e suas reacOes na parede celular. Embora o pH seja um fator relevante para a otimizagdo dos
processos em estado solido o controle e monitoramento deste parametro, durante a FES, ndo é
facil de ser realizado (PANDEY, 2003), sendo o pH do substrato, na faixa de 4,5a5,5, é o ideal
para o desenvolvimento de fungos (OLIVEIRA et al., 1986). Os niveis estudados para as
variaveis independentes neste trabalho foram baseados em condicdes trabalhadas por diferentes
pesquisadores (YANG, SHEIH e FANG, 2011; SUN, CHENG e LEE, 2008; KAUR et al.
2007).

5.3.3. CONTEUDO FENOLICO DA BIOMASSA FERMENTADA

O processo de fermentacao em estado solido (FES) é uma alternativa para disponibilizar
os compostos fendlicos ligados e potencializar a atividade antioxidante em alimentos

fermentados. Lateef et al. (2008) também mostraram que a qualidade nutricional e atividade
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antioxidante de diferentes residuos agroindustriais foram melhoradas pela FES. O
enriquecimento de compostos fenolicos atraves da FES foi reportado em feijdo preto (LEE e
MOON, 2008), soja (LIN et al., 2006). Essa atividade antioxidante contribui na degradacéo da
lignina no bagaco de cana que pode ser entendida com um processo multienzimatico por reacéo
ndo especifica, resultante da acdo coordenada de uma série de enzimas ligninoliticas intra e
extracelulares as quais, desestabilizam as ligagdes da macromolécula, causando assim um
colapso da estrutura celular (WRIGHT, 1988; SZKLARZ et al., 1989).

Através da analise do diagrama de Pareto (Figura 6), pode-se observar que a Unica
variavel que apresentou um efeito significativo (p<0,05) no conteudo fendlico nas condi¢des
estudadas foi a umidade. Sendo que este fator influenciou negativamente a producdo de

compostos fendlicos quando o nivel de umidade inicial do meio passou de 50 para 90%.

Figura 6 — Diagrama de Pareto mostrando o efeito da umidade, pH e tempo de fermentagéo no contetido
de compostos fendlicos, efeitos significativos
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Alguns autores relatam que a utilizacdo do bagaco de cana-de-agtcar como substrato
com 70% de umidade seria o ideal para garantir condigdes favoraveis durante o crescimento
dos microrganismos (DIAZ et al., 1997; CARRASCO, 1999). O nivel de umidade desempenha
papéis muito importantes no processo de fermentagdo, como a dissolugdo homogénea dos

nutrientes do meio facilitando seu acesso a célula. Porém um contetddo de umidade muito alto
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no substrato pode provocar um preenchimentos dos poros, causando uma diminui¢cdo no
coeficiente de transferéncia de oxigénio no interior da biomassa (PANDEY, 2003), reduzindo
assim o desenvolvimento fangico. Além disso, um elevado contetido de umidade eleva o risco
de contaminago bacteriana (RODRIGUEZ, 1998).

As demais variaveis estudadas (pH e tempo), assim como suas interagcdes, nao
exerceram uma influéncia significativa (p<0,05) sobre o conteudo fendlico nas condigdes
estudadas. Sendo a condi¢do com 50% de umidade a melhor para o incremento de compostos
fenolicos a partir do processo de FES com o fungo Rhizopus oryzae.

Com relatado anteriormente, os compostos fenolicos formados durante a FES flngica
vém principalmente da degradacgdo da fragéo fibrosa contida na parede celular dos tecidos
vegetais. Sendo esta uma outra vantagem deste processo, uma vez que o aumento no conteido
fenolico também serve como uma forma de estimativa da degradacdo da fracdo fibrosa
insoltvel deste material, podendo deixa-lo mais digerivel ao final do processo, para poder vir a
ser aplicado em uma formulacdo de racdo animal. Residuos agroindustriais de cereais e
vegetais, como farelo, bagaco, palha, sabugo, entre outros, sdo materiais lignocelulésicos
compostos principalmente de celulose, hemicelulose e lignina. A fracdo de lignina nestes
materiais contém numerosos componentes fendlicos, os quais também podem ser recuperados
pela FES. Como fungos crescem sobre esses residuos, eles utilizam os polissacarideos apds
degradacéo da lignina, a fim de crescer e se reproduzir (MARTINS et al., 2011; SANCHEZ,
2009). Fungos filamentosos produzem uma gama de enzimas necessarias para quebrar a lignina,
sendo que esses microrganismos possuem dois sistemas extracelulares, um que produz
carbohidrolisases e outro sistema ligninolitico oxidativo que degrada os anéis fenil, aumentando
o conteudo fenodlico livre (MARTINS et al., 2011; SANCHEZ, 2009).

Segundo Martins et al. (2011), a FES tem sido utilizada para aumentar o teor de
compostos fendlicos em certos produtos alimentares, reforcando assim a sua atividade
antioxidante. Nesse sentido, diferentes residuos agroindustriais vém sendo utilizados como
substratos sélidos na FES para a producéo de diferentes compostos fendlicos bioativos. A FES
¢ uma técnica simples para producdo de compostos bioativos, economicamente viavel por
empregar residuos agroindustriais e que também propicia a reducdo do impacto ambiental do
descarte deles (SCHMIDT e FURLONG, 2012; OLIVEIRA et al., 2010).

Dentre os principais microrganismos conhecidos pela capacidade de produzir enzimas
que degradam a parede celular de plantas, os fungos compreendem o grupo mais interessante
(HEGDE et al., 2006). O género Rhizopus é um dos mais promissores para este processo, pois

ficou demonstrado que além da capacidade de aumentar o teor proteico de matérias-primas de
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baixo valor nutritivo, as proteinas possuem atividade funcional e atividade catalitica
especificas, proporcionando também um aumento no conteudo fendlico da biomassa
fermentada.

O ensaio que proporcionou as melhores condi¢cdes para um maior contetdo de
compostos fenolicos na biomassa fermentada foi o ensaio 3, usando uma condicéo de 50% de
umidade, pH de 6 em 7 dias de incubacédo. Esse ensaio também apresentou um elevado contetido
proteico, ao redor de 14,3%. Como a varia¢do nos parametros estudados ndo apresentaram um
efeito significativo (p<0,05) sob o conteudo proteico, este ensaio pode ser considerado o ideal
para o processo de FES com o fungo Rhizopus oryzae utilizado bagago de cana e farelo de arroz
como substrato.

De forma geral esperava-se que somente o bagaco de cana-de-agUcar pudesse servir
como substrato para os fungos testados, provocando principalmente um aumento no contetdo
proteico da biomassa fermentada, porém o tempo de fermentacéo foi muito longo para se obter
um baixo incremento proteico. Outros trabalhos que utilizaram o bagaco como substrato em
processos de FES (MACIEL et al., 2009; SOCCOL et al., 1992), utilizaram pré-tratamentos fisicos
ou guimicos onerosos para tornar o bagaco de cana susceptivel ao desenvolvimento flngico.
Enquanto que neste estudo, buscava-se uma alternativa mais simples que pudesse a vir ser
utilizada pelos pequenos produtores da regido. Por isso, optou-se pela adi¢do do farelo de arroz,
que além de contribuir para o aumento no contedo proteico, também influenciou a producgéo
de compostos fendlicos, e possivelmente diminui o contetdo fibroso na biomassa fermentada,
podendo tornar esta uma possivel fonte de nutrientes para a aplicacdo em uma formulacéo

alimenticia para animais ruminantes.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que somente a utilizacdo do bagaco de cana-de-agUcar
como substrato para a FES com os fungos Rhizopus oryzae ou Trichoderma reesei nao foi
eficiente para promover um relevante aumento proteico na biomassa fermentada. Quando foi
adicionado farelo de arroz juntamente com o bagago de cana se obteve um consideravel
enriquecimento proteico na biomassa fermentada, chegando a um aumento de cerca de 6% em
proteina quando utilizada uma propor¢éo 1:1 de bagaco:farelo para o substrato fermentado com
o fungo Rhizopus oryzae.

A variacdo na umidade de 50 para 90%, do pH de 4 para 6 e no tempo de fermentacao
de 7 para 14 dias ndo apresentaram um efeito significativo (p<0,05) sobre a producéo de
proteina na biomassa fermentada. Enquanto que para o contetdo fendélico somente a umidade
apresentou um efeito significativo (p<0,05), sendo este negativo, indicando que um aumento
na umidade do meio ndo favorece a producao de compostos fenolicos.

A condigdo que apresentou um dos melhores resultados para contetdo proteico e o
melhor para conteido de compostos fendlicos foi a que utilizou um teor de umidade de 50%,
pH de 6 em 7 dias de fermentacdo. Proporcionando uma biomassa fermentada com 14,3% de
proteina e 2,12 mg/g de compostos fenolicos. Portanto a aplicacdo do bagagco de cana
juntamente com o farelo de arroz na FES com o fungo Rhizopus oryzae se torna promissora
para a disponibilizacdo de nutrientes que poderdo ser utilizados em uma formulacdo de

alimentacdo animal.
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