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RESUMO

O presente trabalho avaliou o potencial de misturas, pasteurizadas ou néo, contendo farinha de
mesocarpo de babagu (FMB) e farinha de folhas de mandioca (FFM) como substrato de
fermentacdo para o Rhizopus oligosporus. As amostras foram umedecidas a 57%, inoculadas
com o fungo e incubadas a 30+£2°C até a colonizagdo completa manifestada pela visualizagdo
evidente dos micélios. Foram quantificados proteinas, lipidios, carboidratos totais, cinzas e
umidade das amostras com variadas concentragcdes de FMB e FFM (FMB, FMB+2%FFM,
FMB+4%FFM, FMB+8%FFM, FMB+16%FFM, FMB+32%FFM e FFM), sendo que as
amostras FMB+8%FFM, FMB+32%FFM e FFM apresentaram aumento significativo quanto
a quantidade de proteinas. A digestibilidade das amostras foi calculada mediante a digestao
com tripsina para a conversdo real do valor nutricional relativo da proteina. O valor
nutricional relativo (VNR) das proteinas foi avaliado mediante o crescimento do
Enterococcus zymogenes, antes e apds a fermentagdo. Os resultados obtidos demonstram que
a mistura contendo FMB+32%FFM, apos pasteurizacdo e fermentacdo, apresenta-se como um
substrato eficiente para a fermentacdo em estado solido pelo R. oligosporus, proporcionando
melhorias significativas quanto ao valor de proteinas (11,45 = 0,105%), minerais (2,85 =+
0,015%) e lipidios (1,48 + 0,05%). A concentracdo de aminoacidos essenciais quantificada na
amostra apresentou maior quantidade e qualidade ao final do processo, suprindo grande parte
da necessidade diaria recomendada pela FAO (histidina (185,8 mg/100g), treonina (487,6
mg/100g), valina (526,3 mg/100g), metionina (123,8 mg/100g), isoleucina (417,9 mg/100g),
leucina (719,8 mg/100g), fenilalanina (565,0 mg/100g), lisina (425,7 mg/100g), sendo
deficiente apenas em triptofano. Os dados desta pesquisa indicam que o mesocarpo de babagu
acrescido de 32% de farinha de folhas de mandioca pode ser transformado

microbiologicamente, oferecendo potencial aplicagdo na alimentacdo humana.

Palavras-chave: Mesocarpo de babagu, folhas de mandioca, Rhizopus oligosporus,

fermentacdo em estado sdlido, proteinas, alimentagao.



Xiv

ABSTRACT

This study evaluated the potential of mixtures, pasteurized or not, containing babassu
mesocarp flour (BMF) and cassava leaf meal (CLM) as substrate for fermentation by
Rhizopus oligosporus. The samples were moisturized to 55%, inoculated with the fungus and
incubated at 30+£2°C until complete colonization expressed by the clear view of mycelia.
Protein, lipids, total carbohydrates, ashes and humidity were quantified of the samples with
varying concentrations of BMF and CLM (BMF, BMF+2%CLM, BMF+4%CLM,
BMF+8%CLM, BMF+16%CLM, BMF+32%CLM and CLM), whereas the samples
containing BMF+8%CLM, BMF+32%CLM and CLM showed a significant increase in the
amount of protein. The digestibility of the samples was calculated by trypsin digestion to real
converting of relative nutritional value (RNV). The real relative nutritional value of proteins
was checked by the growth of Enterococcus zymogenes before and after fermentation. The
results obtained show that the mixture containing BMF + 32% CLM, after pasteurization and
fermentation presented as an efficient substrate for solid-state fermentation by R. oligosporus,
providing significant improvements in value of proteins (11.45 £ 0.105%), minerals (2.85
0.015%) and lipids (1.48 + 0.05%). The concentration of essential amino acids quantified on
sample showed higher quantity and quality on final product, supplying most of diary necessity
by FAO’s recommendation (histidine (185.8 mg/100g), threonine (487.6 mg/100g), valine
(526.3 mg/100g), methionine (123.8 mg/100g), isoleucine (417.9 mg/100g), leucine (719.8
mg/100g), phenylalanine (565.0 mg/100g), lysine (425.7 mg/100g), being deficient only in
tryptophan. The results of this work indicate that babassu mesocarp increased with 32% of
cassava leaf meal can be transformed microbiologically, offering potential application in

human food.

Keywords: babassu mesocarp, cassava leaves, Rhizopus oligosporus, solid-state

fermentation, proteins, feed.
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1. INTRODUCAO

A desnutricdo esta vinculada a deficiéncia especifica de macro e micronutrientes, falta
de higiene alimentar, como também pela ocorréncia de infeccdes decorrentes de deficiéncias
alimentares como proteinas, vitaminas ou minerais segundo dados da UNICEF, a subnutri¢ido
¢ responsavel por mais da metade das mortes de criangas no mundo, atingindo cerca de 5,6
milhdes por ano e esta diretamente ligado a pobreza e desigualdades sociais. Um dos pontos
fortes para o combate a desnutricdo pode estar vinculado ao refor¢o do sistema imunoldgico
mediante o enriquecimento de alimentos basicos com nutrientes essenciais.

A ingestdo de alimentos ricos em micronutrientes essenciais como zinco, célcio, ferro,
magnésio, vitaminas A e C impulsiona uma resposta imunologica do organismo auxiliando o
crescimento e desenvolvimento adequado de criangas em idade escolar, desde que o consumo
de tais nutrientes se dé na quantidade didria recomendada. Contudo, a base de uma
alimentacdo saudavel deve estar vinculada aos significados culturais e sociais de consumo
alimentar.

Segundo Domingos (2003) o mesocarpo de babagu, além de ser tradicionalmente
utilizado na cultura alimentar das comunidades do Nordeste, Norte e Centro-Oeste, trata-se de
um alimento rico em ferro, célcio, fésforo e magnésio. Tal caracteristica o torna interessante
para o uso como alimento alternativo para o combate a desnutri¢do. Porém, apesar dessas
caracteristicas, 0 mesocarpo de babagu possui baixos teores de proteina em sua composi¢ao,
sendo necessaria sua inclusdo por outros meios, como a fermentacdo. Para suprir essa
deficiéncia, as folhas de mandiocas, que sdo produzidas em grandes quantidades, representam
uma fonte rica em proteinas, vitaminas e sais minerais.

As folhas da mandioca sdo consideradas como residuos no Brasil e, devido a sua

relevante concentragdo de proteinas presente como também elevados teores de minerais,
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existem propostas para sua utilizagdo no consumo humano (PINHEIRO; RECINE,;
CARVALHO, 2005; CEREDA, 2001; DEL BIANCHI, 1998).

Com a finalidade de melhorar as caracteristicas organolépticas e bromatoldgicas do
produto, a fermentacdo em estado solido desse material pode apresentar melhoras com relagio
a quantidade de proteinas presentes e assimilaveis derivadas do crescimento micelial, como
também melhores valores de digestibilidade do produto pds-fermentado mediante a
degradacdo das fibras.

O interesse no uso de microrganismos e seus produtos, derivados da fermentagdo, para
a producdo de alimentos vém aumentando, pois, ha muito tempo desempenham um papel
importante na alimentagdo. Aromas, conservantes, antioxidantes, entre outros, sdo exemplos

da diversidade de produtos de origem microbiana utilizados na produgdo de alimentos.



Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais:

Desenvolver um produto alimenticio a partir da farinha de mesocarpo de babacu com
melhores teores nutricionais, pela incorporagdo de farinha de folhas de mandioca, rica em
proteinas e por meio de processo fermentativo, realizado pelo fungo Rhizopus microsporus

var. oligosporus.
2.2. Objetivos especificos:

e avaliar a concentragdo da mistura com niveis nutricionais esperados para a
caracterizagdo de um alimento adequado, apds fermentacdo das seguintes
amostras:

- farinha de mesocarpo de babacu;

- farinha de folhas de mandioca;

- farinha de mesocarpo de babagu com diferentes concentracdes de farinha de
folhas de mandioca;

e avaliar o aumento da disponibilidade protéica, apds o enriquecimento com folhas
de mandioca e fermentagdo pelo fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus,

e analisar quimicamente os nutrientes presentes nas amostras testadas;

e comprovar a efetividade do enriquecimento do composto, por meio da andlise de
digestibilidade das proteinas e da presenga de aminoacidos nas amostras;

e avaliar a qualidade microbiologica da farinha obtida.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os alimentos, imprescindiveis a todos os seres vivos, sdo consumidos in natura,
preparados ou industrializados e derivam de matérias-primas de origem animal, vegetal,
microbiana e mineral. Estes alimentos podem se apresentar em variados estados fisicos,
composi¢do quimica e caracteres organolépticos. A diminui¢do ou a auséncia de nutrientes
necessarios ao desenvolvimento dos organismos podem causar déficits fisiologicos e,
consequentemente, enfermidades aos individuos, afetando-os gravemente (EVANGELISTA,
2000).

A finalidade principal dos alimentos ¢ fornecer aos organismos a energia e nutrientes
destinados a formacdo e a manutencdo dos tecidos, a0 mesmo tempo em que regulam o
funcionamento dos 6rgdos. Quimicamente, sdo constituidos por carbono, hidrogénio, oxigénio
e nitrogénio, porém outros elementos sdo também encontrados em quantidades menores. Sua
composi¢do quimica em geral é descrita, em termos de seu conteido, quanto a porcentagem
de carboidratos, proteinas, gorduras, cinzas e dgua, elementos estes que identificam o valor
nutritivo dos alimentos (MELO et al., 2007a).

Do ponto de vista biologico, esses nutrientes agrupam-se em trés classes: energéticos,
plasticos e reguladores. A funcdo energética estad relacionada com a manutengdo da
temperatura corporal, que ¢ exercida pelo metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas.
A fungdo plastica esta associada ao processo de crescimento, desenvolvimento e reparagdo
dos tecidos vinculados ao consumo de proteinas. A funcdo dos reguladores ¢ conferida pelas
vitaminas, minerais, fibras e pelo oxigénio (EVANGELISTA, 2000).

Os alimentos devem ser consumidos de acordo com as exigéncias fisioldgicas de um
organismo, decorrente das fungdes que seus nutrientes apresentam sobre o sistema organico.

Assim, o consumo balanceado dessas trés classes de nutrientes assegura o adequado
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funcionamento dos processos bioldgicos dos organismos (EVANGELISTA, 2000). A
utilizag¢do de diversos alimentos que possuem grande variedade de compostos farmacoldgicos
com potenciais terapéuticos vem sendo estudada e publicada por cientistas ligados a areas
correlatas a nutricdo (MENEZES; BERTOLA, 2001).

Doencas decorrentes de avitaminose e déficit de minerais e proteinas constam como
problemas de saude publica em diversos segmentos da populagdo mundial, mas a caréncia de
proteinas € o problema nutricional que excede em importancia (TAVARES; KIYAN, 2002).

Segundo a FAO — Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacio
(2012), o indice de precos dos alimentos mundial apresentou crescimento de 2010 para 2011,
de 188,2 para 227,6. Considerando-se as principais fontes de proteinas dos seres humanos
como carne, leite e seus derivados, esse indice também se elevou nos ultimos anos. Como a
fome afeta, principalmente, pessoas de baixa ou nenhuma renda, a elevag¢do dos precos dos
alimentos dificulta ainda mais o acesso a alimentos de qualidade, gerando problemas de satide
cronicos nessa populagao.

Problemas como anemia (falta de ferro); gengivites (caréncia de vitaminas do
complexo B); catarata (deficiéncia em vitamina A); funcionamento inadequado do sistema
imunoldgico (consumo irregular de vitamina C, E e carotenoides); osteoporose (problema
decorrente de baixos indices corporeos de vitamina D); baixo desempenho mental (baixos
niveis de acido folico, selénio, zinco e vitaminas do complexo B), podem estar relacionados,
principalmente em paises em desenvolvimento, a falta de nutrientes, devido a auséncia ou
disponibilidade inadequada de alimentos (MENEZES; BERTOLA, 2001).

Desta maneira, uma alimenta¢do adequada pode manter os niveis adequados do
desempenho das fungdes fisioldgicas. Contrariamente a desnutri¢do, que leva os individuos a
uma situagdo preocupante, pelo comportamento geral do organismo, em consequéncia da
baixa disponibilidade de nutrientes essenciais.

O ntmero de subnutridos no mundo passou de 825 milhdes, no periodo de 1995 a
1997, a 873 milhdes entre 2004 ¢ 2006. Em 2008, o niimero diminuiu de 963 milhdes a 915
milhdes provavelmente devido a melhor distribuicdo dos alimentos, mas a tendéncia reverteu-
se com o agravamento da crise econdmica ¢ financeira do final deste mesmo ano. A
Organizacdo das Na¢des Unidas para a Agricultura e a Alimentagdo (FAO) anunciou em seu
relatorio anual de seguranga alimentar mundial que, devido a crise, o nimero de desnutridos
no mundo em 2009 poderia ultrapassar um bilhdo de pessoas (JORNAL DO BRASIL, 2009).

Uma grande preocupacdo ¢ com relagdo a desnutricdo infantil, pois, existem

evidéncias de que uma alimentagdo inadequada durante a infincia induz baixa taxa de
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crescimento que pode estar associada a maior mortalidade infantil, principalmente pela maior
fragilidade a doengas infecciosas, podendo também gerar prejuizos para o desenvolvimento
psicomotor, aproveitamento escolar e menor capacidade produtiva na idade adulta (BLACK
et al., 2008; VICTORA et al., 2008).

Paises em desenvolvimento apresentam como um dos maiores problemas de saude
coletiva doencas relacionadas com a desnutricdo energético-protéica, que pode apresentar
diferentes estagios, desde déficits discretos de crescimento e perda de peso, até quadros mais
graves como Kwashiorkor (desnutri¢do edematosa) e o marasmo.

O marasmo, também chamado de desnutri¢do caldrica total (desnutricdo energética),
se trata de um nivel severo de desnutricdo e estd ligado a diminui¢do da quantidade total de
alimentos ingeridos, enquanto que Kwashiorkor, outro tipo de desnutricdo severa conhecida
basicamente como desnutri¢do protéica, apresenta-se quando ocorrem alteragdes na qualidade
da dieta. A presenca ou ndo de edema (acimulo anormal de liquido) é crucial para diferenciar
as duas sindromes (SAWAYA, 1985).

Tais manifestagdes podem apresentar retardo do crescimento, perda de gordura
subcutanea ¢ massa muscular, edemas, alteracdes mentais ¢ de humor. Podem afetar o couro
cabeludo e cabelos, despigmentagdo e descamacdo da pele (COSTA et al., 2010).

A desnutrigdo infantil estd vinculada a deficiéncia especifica de macro e
micronutrientes, falta de higiene alimentar, como também pela ocorréncia de infec¢des
decorrentes de deficiéncias alimentares como proteinas, vitaminas ou minerais (MONTEIRO,
1995). Segundo a UNICEF (2006), a subnutrigdo ¢ responsdvel por mais da metade das
mortes de criancas no mundo, atingindo cerca de 5,6 milhdes por ano e esta diretamente
ligado a pobreza e desigualdades sociais. Um dos pontos fortes para o combate a desnutri¢do
pode estar vinculado ao refor¢o do sistema imunologico mediante o enriquecimento de
alimentos basicos com nutrientes essenciais.

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que mais de 300 milhdes de criangas
no mundo tenham retardo de crescimento como consequéncia de déficits nutricionais,
caracterizado como desnutricio (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998).

A Tabela 1 apresenta as necessidades didrias humanas de ingestdo de nutrientes:
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Tabela 1 — Necessidades nutricionais diarias de acordo com a faixa etaria

. Criangas Criangas Criancgas
Unidade 1-3 ar?os 4-6 ar?os 7-10 agos Adultos

Proteinas g 13 19 34 50
Vitamina A ug RE * 400 450 500 600
Vitamina D ug 5 5 5 5
Vitamina C mg 30 30 35 45
Vitamina E mg 5 5 7 10
Tiamina mg 0,5 0,6 0,9 1,2
Riboflavina mg 0,5 0,6 0,9 1,3
Niacina mg 6 8 12 16
Vitamina B6 mg 0,5 0,5 1 1,3
Acido Félico ug 160 200 300 400
Vitamina B12 ug 0,9 1,2 1,8 2.4
Biotina ug 8 12 20 25
Acido Pantoténico mg 2 3 4 5
Vitamina K ug 15 20 25 65
Célcio mg 500 600 700 1000
Ferro mg 6 6 9 14
Magnésio mg 60 73 100 260
Zinco mg 4.1 5,1 5,6 7
Iodo ug 75 110 100 130
Fosforo mg 460 500 1250 700
Fluor mg 0,7 1 2 4
Cobre ug 340 440 440 900
Selénio ug 17 21 21 34
Molibdénio ug 17 22 22 45
Cromo ng 11 15 15 35
Manganés mg 1,2 1,5 1,5 2,3
Colina mg 200 250 250 550

* 1 ug retinol = 1 pg RE; 1 pg B-caroteno = 0,167 ug RE; 1 pg carotenoides provitamina A = 0,084 ug RE.
O termo Vitamina A ¢ utilizado para referir-se ao retinol presente no alimento.
Fonte: AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA (ANVISA), 2004.

O indice de desnutricdo de criancas brasileiras, em 1989, foi de 15,4% do total da
populagdo infantil, ou seja, cerca de 2,5 milhdes de criancas desnutridas. Em 2008, o niimero
estimado de criangas que viviam em familias de baixa renda (renda mensal menor que meio
salario minimo) era de 11,5 milhdes. As populagdes rurais, principalmente nas regides Norte e
Nordeste, apresentavam os maiores valores, que variavam entre 23 a 27,3%, enquanto que nas

regides Centro-Sul a variacdo foi de 8 e 9%. Neste contexto, ¢ importante destacar que o
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elevado numero de criancas desnutridas nas regides Norte ¢ Nordeste se deve a menor renda
das familias, em comparagdo com a renda Centro-Sul brasileira (MONTEIRO, 1995;
BRASIL, 2012).

Mesmo sendo um dos maiores produtores de alimentos do mundo, o Brasil esta entre
os 10 paises que mais o desperdicam, atingindo cerca de 35% da produgdo agricola. Tal
quantidade poderia alimentar em torno de 10 milhdes de pessoas, sendo que, mais de 54
milhdes vivem abaixo da linha de pobreza (GOULART, 2008).

A fome e o desperdicio de alimentos sdo dois dos maiores problemas que o Brasil
enfrenta, constituindo-se em um dos paradoxos do nosso pais. Produzimos 140 milhdes de
toneladas de alimentos por ano, somos um dos maiores exportadores de produtos agricolas do
mundo e, a0 mesmo tempo, temos milhdes de excluidos sem acesso ao alimento em
quantidade e/ou qualidade. Pelas dificuldades econdmicas atuais, torna-se cada vez mais
dificil adquirir alimentos adequados ao consumo didrio, razdo pela qual a alimentagdo
equilibrada €, hoje, uma das nossas maiores preocupagdes (CINTRA et al., 2007).

A ingestdo de alimentos ricos em micronutrientes essenciais como zinco, célcio, ferro,
magnésio, vitaminas A e C impulsiona uma resposta imunologica do organismo auxiliando o
crescimento e desenvolvimento adequado de criangas em idade escolar, desde que o consumo
de tais nutrientes se dé na quantidade didria recomendada (MOREIRA; PRASS; BLASI,
2006). Contudo, a base de uma alimentag¢do saudavel deve estar vinculada aos significados
culturais e sociais de consumo alimentar (PINHEIRO; RECINE; CARVALHO, 2005).

Como todo homem necessita de uma alimentacdo de qualidade, isto é, rica em
nutrientes, existe um constante interesse quanto a otimizag@o e aproveitamento dos alimentos
pela interligacdo de partes que normalmente sdo desprezadas. Desta forma, busca-se hoje, o
aproveitamento integral dos alimentos, utilizando até mesmo as cascas, talos e folhas de
vegetais, que seriam eventualmente descartados (CINTRA et al., 2007). A utilizacdo dessas
fontes de nutrientes apresentam vantagens como o aumento de alimentos disponiveis sem a
necessidade do aumento da area cultivada, além de maior alcance e satisfagdo as necessidades
nutricionais da populacdo com niveis de energia, terra, agua e trabalho semelhantes
(MARTINS; FARIAS, 2002).

Estas fontes alternativas devem apresentar, além de boas caracteristicas sensoriais e
facilidade de produgdo, caracteristicas nutricionais e funcionais desejaveis (COSTA;
ROMANELLI; TRABUCO, 2008), como alto valor nutritivo e beneficios a satde pela
diminuic¢do de riscos de doencgas cronico-degenerativas (MORAES; COLLA, 2006).
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Desde 1996, apos a Cupula Mundial da Alimentagdo em Roma, o Brasil firmou com
diversos paises o compromisso de diminuir pela metade os indices de inseguranga alimentar
até o ano de 2015. Segundo pesquisa realizada pelo Ministério da Saude em 2008, a regido
Nordeste apresenta os indices mais elevados de inseguranga alimentar, tanto na zona rural
como na urbana (KORNIZEJUK, 2008).

O pouco uso da biodiversidade regional na alimentacdo e, consequentemente, maior
inseguranca alimentar no mundo moderno pode ser explicado, em parte, pelo éxodo rural e a
perda das tradi¢des alimentares, como também a dependéncia de padrdes alimentares urbanos
e industriais (KORNIZEJUK, 2008).

O mesmo autor demonstrou que o uso de produtos regionais e produtos ndo
convencionalmente usados na alimentacdo podem ser eficientes contra a desnutri¢do, quando
comparou a mistura de ingredientes elaborada com alimentos regionais e sobras de alimentos
industrializados (Multimistura) com produtos disponiveis no mercado. A multimistura
apresenta grande quantidade de elementos essenciais a dieta infantil como potéssio (K),
magnésio (Mg), célcio (Ca), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn), além de valor
nutricional equilibrado, contendo cerca de 30% de carboidratos, 30% de fibras, 5% de
lipideos e 15% de proteinas. Isso representa maior quantidade de fibras e proteinas, além de,
consequentemente, menores quantidades de lipideos e carboidratos que os produtos existentes
no mercado.

Porém, devido a falta de evidéncias cientificas sobre a prevengao, tratamento e cura de
doengas nutricionais pelo uso da multimistura devido a presenga de compostos
antinutricionais como glicosideos cianogénicos, acidos fiticos e tdnicos fez com que,
recentemente, o Ministério da Satide e o Conselho Federal de Nutricdo emitissem notas que
permitiam, com ressalvas, o consumo da multimistura (CFN, 2010).

Atualmente, a fruticultura vem se desenvolvendo como um importante setor
agropecuario da regido Nordeste (LOUSADA JUNIOR et al., 2006). Dentre as plantas de
explorag¢do tecnoldgica destaca-se, mais recentemente, a palmeira babagu — Orbignya sp. A
palmeira babagu é uma arvore nativa do Brasil, pertence a Familia Palmaceae, encontrada em
grande quantidade nos estados do Maranhdo, Piaui, Tocantins ¢ Mato Grosso. Esta planta
pode alcangar, na idade adulta, 20 metros de altura com produg¢do de frutos a partir do oitavo
ano de vida (JESUS, 1988).

O babacu é uma das plantas de maior destaque econdmico na regido Nordeste do

Brasil (O COQUEIRO, 1963). Suas améndoas sdo também conhecidas pelo mesmo nome
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(babagu) no mercado mundial e sua importancia econdmica foi mencionada pela primeira vez
em 1820 (GONSALVES, 1955).

O Ministério da Agricultura estima que a superficie total ocupada pelo babagu, no
territdrio nacional, seja de aproximadamente 13,4 milhdes de hectares. Supde-se que nessa
superficie encontrem-se 20,1 bilhdes de palmeiras que produzem, anualmente, 20.153 bilhdes
de cocos (FERREIRA, 1999).

Os frutos da palmeira babagu (Orbignya sp.), uma planta nativa brasileira de
ocorréncia abundante na regido Nordeste do Brasil, constituem a parte economicamente mais
representativa da palmeira (DOMINGOS, 2003).

Segundo Frazdo (2001), a produtividade média do coco do babagu por hectare ¢ de
2400 Kg, sendo 74% endocarpo/epicarpo (1780 Kg); 20% mesocarpo (480 Kg) e 6%

améndoas (140 Kg). A Figura 1 apresenta a palmeira babagu e a morfologia do seu fruto.

FIGURA 1 - Orbignya sp.: (A) Palmeira do babagu; (B) Cacho de cocos do babagu; (C) Corte
transversal do fruto babagu: 1. Epicarpo; 2. Mesocarpo; 3. Endocarpo e 4. Améndoa.

A arvore produz frutos drupaceos com sementes oleaginosas € comestiveis, das quais
se extrai um oOleo usado na alimenta¢ao. O coco babagu pode ser dividido em quatro partes: o
epicarpo (12 a 18% do fruto), constituido por fibras, considerado um poderoso combustivel
primario com poder calorifico superior aos das melhores madeiras utilizadas como lenha,
pode ser empregado na gera¢do de calor ¢ eletricidade; o endocarpo (52 a 60% do fruto)
utilizado na fabricagdo de carvio, devido ao seu elevado poder calorifico; as améndoas (cerca
de 7% do fruto), contidas no endocarpo, que originam o 6leo empregado na alimentagdo

humana; o mesocarpo (17 a 22% do fruto), composto por aproximadamente 60% de amido,
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20% de fibras, 8 a 15% de umidade, 4 a 5% de substancias diversas, como sais minerais ¢
taninos € uma pequena quantidade de proteinas (CECCHI, 2003).

O babagu pode ser aproveitado em diversos segmentos como ragdo animal, carvado
comum e ativado, sabdo, margarina, fertilizante, alcatrdo, alcool, palmito, producido de amido
e, mais recentemente, o 6leo transformado em biodiesel (OLIVEIRA; ANDRADE; SILVA,
2009). O mesocarpo do babagu, extraido de maneira artesanal, vem sendo adicionado, sob
forma de farinha, na merenda escolar em comunidades do Maranhdo, como suplemento
alimentar, apesar de apresentar baixos valores de proteinas (DOMINGOS, 2003; SOUZA;
VIEIRA; OLIVEIRA, 2009). Outra utilizagdo do mesocarpo sob a forma de farinha ocorre
mediante a mistura com leite e agucar, obtendo-se uma bebida semelhante ao chocolate
(MAY, 1990).

A farinha de babagu, quando comparada as demais farinhas provenientes de matérias-
primas oleaginosas, apresenta baixa taxa protéica, porém, elevado teor de ferro. A
digestibilidade dos nutrientes € elevada, exceto a da fibra bruta. Essa relagdo entre nutrientes e
digestibilidade confere a esta farinha bom potencial para utilizacio como alimento
(NOVAES, 1952). Segundo Domingos (2003), o mesocarpo de babagu ¢ rico, principalmente
em ferro, magnésio, célcio e fosforo, também apresentando outros minerais como manganés,
zinco, cobre e outros (Tabela 2).

Estes elementos apresentam grande importancia na dieta alimentar, pois, a auséncia
dos mesmos pode prejudicar a saude gravemente. A ingestdo de calcio durante a infancia ¢
essencial, pois é quando ocorre o maior acumulo deste elemento devido ao crescimento sendo
o seu mecanismo de absor¢do dependente diretamente da vitamina D. Suas fontes mais
importantes sdo leite, queijo e iogurte. A auséncia de ferro pode causar anemia, que na
infancia pode prejudicar o crescimento € o desenvolvimento normais, suas principais fontes
tém origem em derivados de carnes. O zinco ¢ necessdrio para a formacdo do DNA, na
divisdo celular e na formacdo de proteinas. Suas principais fontes sdo ostras, carnes, figado
especiarias e farelo de trigo. O fosforo é um dos componentes fundamentais das membranas
biologicas, nucleotideos e acidos nucléicos, além de outras importantes funcdes. A deficiéncia
de fosforo pode causar anorexia, anemia, fraqueza muscular, dores dsseas, raquitismo, maior
susceptibilidade a infeccdes e até a morte. O fésforo pode ser encontrado em maior
abundancia em leite, carnes, ovos, e graos. O magnésio participa de diversas reagdes nas quais
se incluem o metabolismo glicidico, lipidico, protéico e dos acidos nucléicos. Suas principais

fontes sdo chocolate, cacau em pd, amendoim, nozes e leguminosas (MORA; BARERA,
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2004, ANVISA, 2004; VITOLO, 2003; CTENAS, 2003; PRASAD, 1996; ACCIOLY;
SAUNDERS; LACERDA, 2004; CASHMAN; FLYNN, 1999).

A ingestdo de quantidades adequadas dos nutrientes acima citados durante a infancia ¢
fundamental tanto para o desenvolvimento do individuo como na diminui¢do dos riscos de
doencgas cronicas na idade adulta como osteoporose e hipertensdo arterial (ACCIOLY;
SAUNDERS; LACERDA, 2004; CASHMAN; FLYNN, 1999). Contudo, suas fontes
apresentam precos elevados e acessibilidade diminuta para comunidades de menor condicdo
financeira, devendo assim, obter tais micronutrientes pelo consumo de fontes alternativas de
alimentos.

Baseado nesta descri¢do quimica anteriormente citada, o babagu pode caracterizar-se

em um alimento com grande potencial de aproveitamento.

Tabela 2 — Composi¢do quimica mineral do mesocarpo de babagu (ug/g)

fons

Mg Ca Sr P Co Mn Cu Zn Pb Al Ba Cd Ni Fe Cr

532 262 2,70 282 <025 093 2,67 097 <1,0 148 0,35 <0,15 <0,25 8,76 0,27
Fonte: DOMINGOS (2003)

Tais caracteristicas tornam-no interessante para o uso como alimento alternativo para
o combate a desnutri¢do. Porém, apesar dessas caracteristicas, o mesocarpo de Babagu ndo
possui quantidades satisfatdrias de proteina em sua composi¢do, sendo necessaria sua inclusio

por outros meios, como a fermentagdo (Tabela 3).

Tabela 3 - Composi¢do centesimal média do
mesocarpo de babagu

Componentes Distribui¢ido em peso (%)
Umidade 14,90
Amido 68,30
Proteina Bruta 1,54
Fibra 2,41
Gordura 0,27
Carboidratos soluveis 1,25
Pentosanas 3,36
Cinzas 1,10
Nao dosados 6,87

TOTAL 100,00

Fonte: BARUQUE FILHO (1995)
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Para suprir essa deficiéncia, as folhas de mandiocas, que sdo produzidas em grandes
quantidades, representam uma fonte rica em proteinas, vitaminas e sais minerais (AGOSTINI,
2006). Os micro-organismos € os seus produtos advindos dos processos fermentativos, para a
producdo de alimentos tém aumentado, embora, hd muito tempo desempenham papel
importante na alimentacdo (COUTO; SAROMAN, 2006).

Os primeiros registros do uso da fermentagdo e de alimentos fermentados pela
humanidade derivam da Suméria e Babilonia (ELANDER; LOWE, 1994).

A fermentacdo pode proporcionar ndo s6 o aumento da vida 1util e seguranga dos
alimentos como também torna-los mais digeriveis. No caso da folha da mandioca, a
fermentag@o diminui a toxicidade do substrato, pela degradagcdo dos compostos cianogénicos,
além de promover melhor aproveitamento deste substrato e o melhoramento das
caracteristicas organolépticas do produto final (CAPLICE; FITZGERALD, 1999; KODAMA
et al., 2008).

Segundo Woiciechowski (1997), fungos como Rhizopus spp. podem melhorar o grau
de digestibilidade de alimentos, mediante a degradagdo de fibras, e aumentar o valor protéico
dos alimentos, mediante avalia¢do do crescimento micelial. A autora relata ainda a capacidade
destes fungos em impedir a formagdo de produtos toxicos tipicos, como a aflatoxina B1;
produzir substancias anticarcinogénicas; controlar o crescimento de bactérias Gram positivas,
mediante a sintese de substincias que impedem o seu desenvolvimento; e detoxificar os
compostos cianogénicos da mandioca.

A fermentagdo por R. oligosporus pode auxiliar na seguranga microbioldgica do
substrato, uma vez que o composto produzido por R. microsporus é especialmente ativo
contra algumas bactérias Gram positivas, incluindo microaerofilicas e anaerdbias, como
Sreptococcus cremosis, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens e
outras (WANG e HESSELTINE, 1979).

A obtencdo de biomassa protéica microbiana; produzida em substratos s6lidos como
soja e arroz, exige procedimentos simples e instalagdes de baixo custo (SERZEDELLO,
1999), o que viabiliza a implantacdo de projetos semelhantes em regides de recursos
econdmicos restritos. Os substratos modificados constituem alimentos que podem ser
consumidos diretamente e sdo adaptados aos habitos regionais onde sdo implantados.

Assim como as bactérias, os fungos filamentosos e as leveduras podem crescer em

substratos solidos, podendo ser aplicados em processos de fermentacdo no estado solido. Os
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fungos filamentosos sdo os micro-organismos mais usados neste processo, devido as suas
propriedades fisiologicas, enzimologicas ¢ bioquimicas (SOCCOL, 1994).

Fungos filamentosos sdo popularmente conhecidos como bolores, com cerca de
200.000 espécies diferentes na natureza. Seu mais importante papel esta vinculado a
decomposi¢do da matéria organica, transformando-a em substincias mais simples e,
consequentemente, mais assimilaveis. Crescem pelo avango de filamentos denominados hifas
ao longo de uma superficie formando um conjunto denominado micélio (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 2004; BONONI et al., 1999).

O fungo filamentoso Rhizopus sp. tem sido empregado em muitos processos nos
diferentes segmentos industriais como: industria alimenticia, farmacéutica, quimica,
biotecnoldgica e na agricultura (FUNGOS, 2001 apud DOMINGOS, 2003).

O uso de biomassa fungica na alimentag@o apresenta-se nutritiva, uma vez que suas
proteinas podem conter aminodacidos essenciais e ndo essenciais (GHORALI et al., 2009).

Apresenta vantagens com relagdo a dieta vegetariana como: boa quantidade de
proteinas (20 a 30% da matéria seca), presencga de todos os aminodcidos essenciais que a torna
um substituto alternativo para a carne, alta quantidade de vitaminas do complexo B, baixa
quantidade de gordura e virtualmente livre de colesterol (GHORALI et al., 2009).

As proteinas de micro-organismos apresentam digestibilidade em torno de 74%,
considerada um indice alto, cerca de 22% menor que o valor da proteina padrdo (Caseina),
que ¢ de 96% (SGARBIERI, 1987). Segundo Menezes (1972), quanto maior a semelhanca
entre a composicdo de uma dada proteina com proteinas de origem animal, maior sera seu
valor biologico e nutricional.

Devido a digestibilidade das proteinas de origem microbiana, elas podem ser
utilizadas como fonte protéica adicional, indicadas para incorporagdo em alimentos (VILLAS-
BOAS; ESPOSITO, 2000).

O cultivo em substrato solido (auséncia de dgua livre) para o crescimento microbiano
vem sendo usado para obten¢do de produtos de origem microbiana, sendo que o inicio de sua
utilizacdo decorre desde 2.600 a.C. pelos egipcios e 1.000 pelos orientais (OOIJKAAS et al.,
2000).

O cultivo de micro-organismos ¢ a utilizagdo de suas proteinas derivadas do processo
fermentativo tém sido recentemente incorporados como fonte alimentar para o povo brasileiro
(ANGELIS; GOES; PIAO, 2008), nio somente pelo aspecto nutricional, mas também pela
capacidade de conferir propriedades sensoriais ¢ funcionais (RODRIGUEZ-AMBRIZ et al.,
2005).
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Estudos sobre a potencialidade de enriquecimento do mesocarpo de babacgu
comprovaram que o mesmo pode ser modificado pela inoculagdo de fungos fermentadores
comestiveis. Destaca-se pela maior eficiéncia para este fim o fungo Rhizopus oligosporus, que
apresentou ganho de aminoacidos na composi¢do final (LEAL,1999; DOMINGOS, 2003).
Suhet (1997) obteve o maximo teor protéico, apds 65 horas de fermentacdo semi-sélida com
os fungos filamentosos Rhizopus oligosporus ¢ Aspergillus niger, quando aplicados em
residuos industriais de abacaxi (Ananas comosus (L.) Merril).

Enzimas amiloliticas extraidas de micro-organismos fermentadores como o Rhizopus
oligosporus tém aplicacdo em biotecnologia dos processos de hidrdlise do amido nas
industrias alimenticias (panificagdo, cervejaria, xarope de glicose ou maltose) e farmacéuticas
(DOMINGOS, 2003).

Os Zigomicetos, dentre eles o Rhizopus sp. distribuem-se entre sete ordens, trinta e
duas familias e cento e trinta géneros, com cerca de novecentas espécies, sendo a ordem
Mucorales a com maior numero de espécies. Sdo capazes de degradar as moléculas de
estrutura mais simples como glicose e sacarose e, por tal motivo, sdo os primeiros a crescer
em um substrato com micélios densos e eminentes que chegam a atingir de dois a trés
centimetros de altura (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996).

O Rhizopus oligosporus pertencente a familia Mucoraceae, ordem Mucorales, ¢
amplamente utilizado na fabrica¢do de alimentos fermentados de origem oriental como o
tempeh, alimento alternativo originario da Indonésia, caracterizado como um produto
fermentado a partir de grios de soja descascados e cozidos. Para seu preparo utiliza-se o
fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus como agente fermentador e figura entre as
fontes alternativas que podem integrar diversos programas de alimenta¢do e nutricdo, devido
ao seu alto valor protéico (TAVARES; KIYAN, 2002; HESSELTINE; WANG, 1967).

Contudo, para um substrato ser considerado ideal, deve fornecer tanto uma fonte de
carbono (energia) como uma fonte de proteinas (PANDEY et al., 1999). Sendo assim, a falta
de proteinas que ocorre na farinha de mesocarpo de babagu impde uma dificuldade para o
desenvolvimento 1ideal do fungo, necessitando, de enriquecimento protéico para o
fornecimento dos nutrientes necessarios ao desenvolvimento deste fungo.

O enriquecimento de alimentos pode ser utilizado como uma estratégia de
incorporagdo de diversos aminoacidos essenciais e outros nutrientes e, assim, atender as
necessidades organicas especificas de uma dada populagdo (ANVISA, 1978).

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), planta pertencente a familia Euphorbiaceae,

com provavel origem na regido central do Brasil, tornou-se a base alimentar de diversas
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populacdes apdés a sua difusdo por Africa e Asia, em meados do século XVII (EL-
SHARKAWY, 2004).

O tubérculo da mandioca ¢ um alimento tipico, nutritivo, saboroso e de facil produgao
em varias regides brasileiras, sendo o Brasil o 2° maior produtor do mundo. Contudo, suas
folhas sdo consideradas como residuos e, devido a sua relevante concentracdo de proteinas
presente como também elevados teores de minerais, podem suplementar a carga de nitrogénio
do substrato, havendo também propostas para sua utilizagdo no consumo humano (DEL
BIANCHI, 1998; CEREDA, 2001; GUERROUE et al, 2001; PINHEIRO; RECINE;
CARVALHO, 2005).

Estima-se que a producdo de folhas de mandioca tenha um potencial de cerca de 2250
Kg por hectare em peso seco, porém, grande parte ¢ desperdigada em todas as regides do
Brasil (CEREDA, 2001). Em termos agrondmicos, o potencial de produg¢do de proteinas
derivadas das folhas das mandiocas supera entre quatro e seis vezes a producdo de proteinas
derivadas do leite e praticamente 100 vezes as da carne bovina, além de apresentar conteudo
de proteinas superior aos encontrados na maioria das gramineas e leguminosas, além de maior
produtividade e adaptagdo em solos pobres (GUERROUE et al., 1996; CARVALHO; KATO,
1987; LANCASTER; BROOKS, 1983).

Como descrito anteriormente, a deficiéncia protéica na alimentacdo humana ¢ um
grave problema dos paises em desenvolvimento. Desta forma, a utilizacdo de subprodutos em
alimentos como as folhas de mandioca, podem também desempenhar um importante papel,
pois, neste caso, este material apresenta altos teores de proteina, vitaminas (B-caroteno,
vitamina C) e mineras, como por exemplo, o ferro.

A adicdo de folha de mandioca triturada como fonte de alimentagdo alternativa a
outros alimentos pode ser solug@o para suplementar a caréncia de alguns nutrientes, da farinha
de mesocarpo de babagu (CARVALHO et al., 1989).

As folhas de mandioca sdo referidas como boas fontes de vitaminas, principalmente
vitamina C e beta-caroteno. Também possuem aprecidveis quantidades de riboflavina, niacina
e tiamina, reforcando o potencial da folha de mandioca como suplemento vitaminico, além de
uma boa fonte de minerais, fibras e proteinas como apresentado na Tabela 4 (MELO et al.,
2007a; TEO, 2007).

Apesar da elevada concentragdo de proteinas presente, a digestibilidade das folhas
apresentam baixos indices, devido, principalmente, a presenca de fibras (OKE, 1978). Sendo
assim, a fermentacdo em estado sélido desse material pode apresentar melhoras com relagdo a

quantidade de proteinas presentes e assimilaveis derivadas do crescimento micelial, como
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também melhores valores de digestibilidade do produto pods-fermentado mediante a

degradacdo das fibras (WOICIECHOWSKI, 1997).

Tabela 4 — Composigdo centesimal média da farinha de
folhas de mandioca

Componentes Distribui¢do em peso (%)
Umidade 8,31
Proteina Bruta 29,86
Fibra 26,50
Gordura 9,20
Carboidratos 19,98
Cinzas 6,15
TOTAL 100,00

Fonte: MELO et al. (2007a)

A farinha de folhas de mandioca (FFM) ¢ constituida por talos primarios, secundarios
e folhas em propor¢des varidveis, segundo a idade da planta, fertilidade do solo e meio
ambiente (GOMEZ; VALDIVIESO, 1984).

Avaliagdes realizadas por Melo et al. (2008), em cinco amostras de folhas de
mandioca moidas e fracionadas em peneiras, registraram 4,56 a 20,58% de proteina. As
amostras que apresentaram maior porcentagem de proteinas foram as constituidas, em sua
maioria, por folhas, enquanto que as obtidas de talos apresentaram resultados inferiores aos
das folhas.

As proteinas presentes nas folhas de mandioca sdo de 6timo valor bioldgico, que,
somando aos teores protéicos das folhas, confere a este produto uma dtima, aceitavel e util
fonte de proteinas para a nutricdo humana (TERRA, 1964; CARTAY, 2004).

No Brasil, a farinha de folhas de mandioca ¢ usada no combate a desnutri¢do, por ser
fonte de vitaminas e sais minerais (BRANDAO; BRANDAO, 1989; CAMARA;
MADRUGA, 2001). Consideradas como residuos, as folhas de mandioca apresentam baixo
custo e ndo competem com o principal produto comercial, que sdo os tubérculos
(RAVINDRAN; RAJAGURU, 1988).

Porém, como a folha da mandioca apresenta algumas substancias consideradas
antinutritivas e/ou tdéxicas, como o HCN (acido cianidrico), os polifenois, o nitrato, o acido
oxalico, as saponinas, a hemaglutinina e os inibidores de tripsina (CORREA, 2000; MELO et
al., 2007b; WOBETO et al., 2006), ha a necessidade de uso de tecnologias que extraiam estes
compostos, como a secagem e a fermentacdo, para que possa ser empregado com eficiéncia na

alimentacdo e sem prejuizo ao consumidor (ALMEIDA; SANTANA; SOUZA, 2003).
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4. M ATERIAL E METODOS

4.1. Rhizopus microsporus var. oligosporus

Rhizopus microsporus var. oligosporus CCT 3762, utilizado neste trabalho, foi
adquirido junto a Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”, Campinas —
SP.

O fungo, depois de cultivado e mantido em tubos de cultura, contendo meio sélido
inclinado de extrato de malte 5%, a 30°C + 2°C por 72 horas, foi exposto a acdo da luz para
esporulacdo, sendo os esporos, em seguida utilizados em forma de suspensdo nos processos

de fermentacao.
4.1.1. Manutengéo da cultura

O fungo foi mantido em meio de Malte 5%, armazenado em camara fria (8 + 1°C), em

placas de Petri e em tubos de cultura.
4.1.2.Esporulacdo do R. microsporus var. oligosporus

As placas de Petri contendo o fungo crescido foram exportas a luz por
aproximadamente 24 horas, até a esporulagdo do mesmo, uma vez que a luz induz a formacao

de esporos.
4.1.3.Suspensao de esporos

A suspensdo de esporos do fungo R. microsporus var. oligosporus foi preparada da

seguinte maneira:
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- Apds esporulagdo do fungo pela acdo da luz, foi incorporada ao recipiente uma
solu¢do de TWEEN 80 (0,02%), realizando um esfregago com alca de Drigalsky
para dispersdo dos esporos;

- A suspensdo foi submetida a um aparelho de ultra-som por 30 segundos, para
liberar completamente os esporos ¢ promover melhor dispersdo no substrato
permitindo a contagem microscopica com menor probabilidade de erros em

camara de Neubauer.
4.2. Mesocarpo de babacu

A farinha de mesocarpo de babagu foi fornecida pelo PROVIDA: Superintendéncia de
Alimentagdo e Melhoria da Qualidade de Vida, da SETAS: Secretaria Estadual do Trabalho e
Desenvolvimento Social, proveniente do municipio de Sdo Miguel do Tocantins — TO.

A farinha foi acondicionada em embalagem de PVC e mantida sob refrigeracdo, até o

momento de seu uso.
4.3. Farinha de folha de mandioca

Foram colhidas folhas de mandioca, cedidas por produtores de Rio Claro, SP. As
folhas foram secas ao sol até total desidratacdo, semelhantemente ao realizado por Silva,
Fonseca e Guedes Filho (2000).

Apds secagem, as folhas foram trituradas em liquidificador convencional e o produto

acondicionado em embalagens de PVC, mantidos sob refrigeracdo, até o momento de seu uso.

4.4. Determinacdo da qualidade nutricional da proteina por método

microbioldgico

Trata-se de um método baseado no crescimento de Enterococcus zymogenes relativo a
qualidade da proteina presente na amostra. Apresenta vantagens quando comparados aos
métodos in Vivo, pois, necessita de menor quantidade de amostra com resposta mais simples e
rapida (TAVANO et. al, 2004).

A resposta estd relacionada a necessidade nutricional absoluta dos aminoécidos
essenciais pelo micro-organismo, muito semelhantes as humanas, que depende
exclusivamente de valina, metionina, isoleucina, leucina, arginina, histidina, triptofano e
acido glutamico para seu crescimento, sendo que a deficiéncia em lisina (ndo essencial para o

E. zymogenes) pode prejudicar também o crescimento do micro-organismo (FORD, 1962;
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TAVANO et. al, 2004). Este método indireto de avaliagdo do Valor Nutricional Relativo das
proteinas presentes na amostra, tem sua eficiéncia vinculada ao uso de enzimas do trato
gastrointestinal humano, aplicadas durante a hidrélise do material e comparada a uma proteina

padrdo (caseina).
4.4.1. Enterococcus zymogenes

Enterococcus zymogenes proveniente do Agricultural Research Service (US
Department of Agricultural) Northern Regional Rearch Center, foi gentilmente ofertado pela
Profa. Dra. Aureluce Demonte do Departamento de Alimentos e Nutricdo, da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas - UNESP — Araraquara — SP.

4.4.2. Preparo das solucoes

442.1. Meio basal

Glicose 30,0g
KzHPO4 45,0 g
Ac. Citrico 1,25 g
Acetato de sodio 6,25 ¢g
Adenina 12,5 mg
Guanina 12,5 mg
Uracila 12,5 mg
Xantina 12,5 mg
Acido Ascérbico (Vit. C) 1,25 g
Mistura Vitaminica # 35,0 mg
Solu¢do de minerais * 25,0 mL
Tween 80 2,5 mL

Levar para volume total de 500 mL

* Solugdo de sais de Vogel (VOGEL, 1956)
# Mistura vitaminica segundo Ford (1962)
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4.4.2.2. Solugdo de sais de Vogel
Citrato de s6dio.5H,O 15,00 g
KH2P04 25,00 g
NH4NO3 10,00 g
MgS0,4.7H,0 1,00 g
CaCl,.2H,0 0,50 g
Solucdo de Biotina (0,1 mg mL™) 0,50 g
Solucao de elementos tragos 0,50 g
Agua destilada gsp 100 mL

Fonte: Vogel (1956)

Para o uso da solug¢do no experimento, foi realizada a diluicdo da solugdo em 50 vezes

com agua destilada (v/v).

44.22.1.

Solucéo de elementos tragos

Acido citrico - H20
ZnS04 - TH20
Fe(NH4)2(SO4)2 - 6H20
CuSOs4 - SH20

MnSOs4 - H20

H3BO:3

Na:MoOs - 2H20
Agua destilada gsp

5,00 g
5,00 g
1,00 g
0,25 ¢g
0,005 g
0,005 g
0,005 g
100 mL

Fonte: Vogel (1956)

4.4.2.3. Mistura vitaminica

Tiamina (B;)

Riboflavina (B;)

Acido Nicotinico (B3)
Pantetonato de Célcio (Bs)
Cloridrato de Piridoxina (Bg)
Biotina (B7)

Acido Félico (Bo)

Vitamina B,

Acido p-Aminobenzéico (By)

12,5 mg
2,0 mg
2,0 mg
2,0 mg
2,0 mg

10 pg
0,2 mg
0,5 pg
2,0 mg

Fonte: Ford (1962)
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4.4.3. Meio de cultivo para o E. zymogenes

O meio de cultivo deve ser utilizado para a ativacdo do E. zymogenes, sendo
necessario 2 subculturas em intervalos de 24 horas, utilizando-se 1,0 mL do inéculo para 10,0

mL do meio de cultivo.

O preparo do meio de cultivo deve conter:

Meio basal 20,0 mL
Triptona 200,0 mg
Ajustar para 100 mL — 4gua destilada

Ajustar pH para 7,2

4.4.4. Meio de manutencéo por congelamento

O meio de manuteng@o por congelamento para a estocagem da cultura pura do E.
zymogenes deve conter o meio de cultivo acrescido de 10% de glicerol.
Para o congelamento deve-se inserir em um frasco 3,0 mL do indculo ativo e 10,0 mL

do meio de congelamento, levando ao freezer diretamente, sem deixar crescer.
4.4.5. Preparo do experimento

As amostras obtidas antes e apds a fermentagdo foram desengorduradas utilizando-se
n-hexano em aparelho Soxhlet.

Pesou-se o equivalente a 100 mg de proteinas de cada amostra previamente
desengordurada em um erlenmeyer. Adicionou-se 40 mL de solugdo de B-glicerofosfato de
sodio Sigma G-5422 (20g L) e ajustou-se o pH para 8,0. Acrescentou-se 4,0 mL de solugdo
de pronase Sigma P-5147 (1 mg mL™). Os erlenmeyers foram mantidos sob agitagdo lenta e
constante a 48°C por 3 horas.

Posteriormente a hidrolise das amostras, o pH foi ajustado para 7,2 e esterilizado por
microfiltracdo a frio (ajustou-se o pH com NaOH ou H3POy).

O ensaio foi realizado mediante o preparo de cinco tubos (4 testes e 1 branco),
segundo Ford (1962), que continham 2,0 mL do meio basal esterilizado a frio + 2,0 mL da
amostra hidrolisada + 7,0 mL de agua destilada estéril + 100 pL do in6culo (Enterococcus
zymogenes). No tubo branco o indculo foi inativado (autoclavado previamente - 121°C por 15

minutos).
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Apos a inoculacdo, o material foi incubado a 37°C por 48 horas e, ao final do periodo,
esterilizado em autoclave (121°C por 15 minutos). As medidas de crescimento foram
realizadas por acidimetria, titulando-se NaOH 0,IN ou H3;PO4 0,IN até pH 7,2 em cada
amostra.

Os resultados das médias dos volumes gastos na titulagdo, subtraido o volume do
branco (com in6culo inativo), foram utilizados para expressar o valor nutritivo relativo (VNR)
das amostras como percentuais do valor encontrado para a analise realizada com a proteina

padrao caseina (Sigma C-7078) (TAVANO et. al, 2004).
4.5. Preparo das amostras

Para fins de comparagdo, foram preparadas amostras com diferentes inclusdes de
farinha de folhas de mandioca (FFM), bem como os produtos puros. As concentragdes

estudadas estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Porcentagem de farinha de
mesocarpo de babacu (FMB) e farinha
de folhas de mandioca (FFM) utilizada
por amostra

FMB (%) FFM (%)
100 0
98 2
96 4
92 8
84 16
68 32
0 100

As quintuplicatas de cada amostra foram preparadas, in natura, e umidificadas a 57%,
sem tratamento térmico prévio (1° e 2° experimentos), sendo acondicionadas em estufa a 30,0
+ 2°C até crescimento completo das hifas. A umidificacdo das amostras do 1° experimento foi
realizada mediante a incorporagdo de 40,0 mL de suspensdo de esporos contendo 3,06 x 10°
esporos vidveis/mL. Para o 2° e 3° experimentos a umidificagdo foi realizada pela
incorporagdo de agua destilada, pois, utilizou-se o fungo adaptado ao meio (crescimento em
substrato contendo Farinha de Mesocarpo de Babagu (FMB) + 8% de Farinha de Folhas de
Mandioca (FFM)) em forma de hifas. A Figura 2 apresenta as condi¢cdes em que os frascos,

contendo as amostras a serem fermentadas, foram acondicionados.
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FIGURA 2 - Procedimento para a fermentacdo do substrato em
estufa a 30 + 2°C.

As amostras do 3° experimento foram preparadas em quintuplicatas em frascos de
vidro e umedecidas a 57% antes do tratamento térmico (pasteurizagdo) aplicado nas amostras
(cocgdo por 5 minutos apos abertura da pressdo em autoclave (121°C)). As amostras foram
mantidas a 30,0 = 2°C ap6s inoculacdo do R. microsporus var. oligosporus durante 15 dias no

1° experimento, 7 dias para o 2° experimento e apenas 3 dias no 3° experimento.
4.6. Determinacao de nitrogénio e proteinas totais

A quantificacdo do nitrogénio total foi realizada pelo método Kjeldahl (AOAC, 1995),
utilizando-se o fator 6,25 para conversdo dos teores de nitrogénio em proteinas, para as
proteinas da farinha controle e da farinha fermentada. As andlises quantitativas de N e
proteinas foram realizadas no Departamento de Bioquimica e Microbiologia, do Instituto de
Biociéncias — UNESP, Rio Claro — SP. A Tabela 6 apresenta os fatores de conversdo para

proteinas e seus respectivos tipos de alimentos.
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Tabela 6 — Fatores de conversdo em proteinas e seus
respectivos alimentos para o método de Kjeldahl

Alimento Fator
Ameéndoas 5,18
Amendoim 5,46
Arroz 5,95
Aveli, outras nozes e coco 5,30
Castanha do Brasil 5,46
Cevada, aveia, farinha de centeio e trigo 5.83
Gelatina 5,55
Leite e derivados; margarina 6,38
Macarrao 5,70
Soja e outros alimentos 6,25

Fonte: TAL (2008).
4.7. Lipidios totais por extrato em n-hexano

A obtencao de lipidios totais foi realizada mediante extragdo com n-hexano durante 8
horas ininterruptas em aparelho Soxhlet, pesando-se 2,0 g de amostra que fora colocada em
cartucho de extragdo, ensaiados em triplicata. O método foi adaptado de IAL (2008), no qual
utiliza éter para a extracdo lipidica. As andlises foram realizadas no Departamento de

Bioquimica e Microbiologia, do Instituto de Biociéncias — UNESP, Rio Claro — SP.
4.8. Umidade

Independente do processo aos quais os alimentos sdo submetidos, eles ainda
apresentam concentragdo de 4gua em maiores ou menores propor¢des. A umidade representa
a agua contida em um alimento seja no estado livre (presente na superficie) ou agua ligada
(encontrada no interior), sem combinar-se quimicamente com 0 mesmo.

Corresponde a diminui¢do do peso sofrida pelo alimento em condi¢des de
aquecimento as quais a agua e outras substancias volateis sdo removidas.

O residuo obtido pela diferengca do material antes e apds o aquecimento direto de 5 a
10 g do material a 105°C até peso constante (processo mais usual) foi considerado residuo
seco, sendo expresso em porcentagem (IAL, 2008).

As analises foram realizadas no Departamento de Bioquimica e Microbiologia, do

Instituto de Biociéncias — UNESP, Rio Claro — SP.
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4.9. Digestibilidade “in vitro”

A digestibilidade das amostras foi calculada pela diferenca de proteinas totais pela
quantidade medida no precipitado obtido apos a digestdo com pepsina e pancreatina, ambas
quantificadas pelo método de Kjeldahl (IAL, 2008).

O material precipitado de cada amostra foi submetido a secagem de forma semelhante
as amostras fermentadas (54 + 1°C) nas quais a quantidade de proteina foi quantificada.

A digestibilidade das amostras foi expressa em porcentagem de proteinas
solubilizadas.

As andlises foram realizadas no Departamento de Bioquimica e Microbiologia, do

Instituto de Biociéncias — UNESP, Rio Claro — SP.
4.9.1. Digestéo

Em frasco de 50 mL adicionou-se 1 grama da amostra e 7,5 mL de solug@o de pepsina
(2 mg/mL em HCI 0,1 N), seguido de incubag@o das amostras por 3 horas a 37°C. Apds, as
amostras foram neutralizadas com 7,5 mL de NaOH 0,2 M ¢ adicionou-se 3,75 mL de solucdo
de pancreatina (2 mg/mL em tampao fosfato 0,1 M pH 8). A seguir, as amostras foram
incubadas por 24 horas a 37°C.

Posteriormente, a reacdo foi interrompida com adi¢do de 5 mL de é4cido tricloroacético
(TCA) 30% (m/v), sendo o volume ajustado para 25 mL com adi¢do de TCA 5% (m/v). A
seguir, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g, 4°C por 30 minutos (AKESON;
STAHMAN, 1964).

A partir dos resultados de proteina bruta total e digestdo determinou-se a

digestibilidade in vitro das amostras analisadas.
4.10. Residuo por incineracéo - cinzas

Atribuiu-se o nome de cinzas ao residuo obtido pelo aquecimento de um produto em
temperaturas entre 550-570°C. As cinzas obtidas pela incineragdo do material devem ser
brancas ou ligeiramente acinzentadas.

A quantidade de cinzas das amostras foram obtidas pela diferenca de peso entre o
material antes e apds a incineragdo, sendo expressas em porcentagem (IAL, 2008).

As analises foram realizadas no Departamento de Bioquimica e Microbiologia, do

Instituto de Biociéncias — UNESP, Rio Claro — SP.
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4.11. Anélise estatistica

As andlises estatisticas para a avaliacdo da diferenga significativa entre as amostras foi
realizada pela comparacdo dos resultados antes e apos a fermentagdo do material com
posterior aplicagdo do teste-t pelo programa SigmaPlot 11.0.

Para avaliar se existe diferenca significativa entre as amostras utilizou-se o valor de P
com nivel de significancia a = 0,05. As diferencas significativas foram entendidas para P <

0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Experimentos Preliminares para Preparo das Amostras

Inicialmente avaliou-se o crescimento do R. microsporus var. 0ligosporus em meios
de cultura diferenciados contendo apenas o material a ser utilizado no experimento como
fonte de alimento.

A evolugdo pode ser observada pela Figura 3, sendo praticamente inexistente quando
utilizado apenas Farinha de Mesocarpo de Babagu (FMB), pois, de acordo com Domingos
(2003), trata-se de um material com baixos indices de proteinas, ingrediente este, muito
importante para o crescimento micelial com a inclusdo crescente de Farinha de Folhas de
Mandioca (FFM), com consequente aumento na concentragdo protéica do material, o fungo
apresentou evolucdo mais aparente e satisfatoria de crescimento. A placa de cultivo que
continha apenas 4% de FFM apresentou crescimento maior que os demais, mostrando a

necessidade do fungo por componentes nitrogenados para o seu desenvolvimento.
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FIGURA 3 - Experimento de avaliagdo de crescimento do Rhizopus
microspor us var. oligosporus em meios de cultura diferenciados com Farinha
de Mesocarpo de Babagu (FMB) e Farinha de Folhas de Mandioca (FFM) —
(incubagdo a 28°C). (A) 4% de FMB — 48h de incubagio; (B) 4% de FMB -
96h de incubagdo; (C) 4% de [FMB + 10% FFM] — 48h de incubagio; (D) 4%
de [FMB + 10% FFM] — 96h de incubacdo; (E) 4% de FFM — 48h de
incubacdo; (F) 4% de FFM — 96h de incubagdo.

Baruque Filho (1995) obteve resultados semelhantes de crescimento do R. oligosporus
quando comparou substratos de torta de babagu (cerca de 7,8% de proteinas) com o
mesocarpo de babagu (cerca de 1,54% de proteinas).

Outro experimento prévio ao inicio dos testes foi estabelecer a umidade do substrato
para o desenvolvimento do agente fermentador. Foram preparadas placas de Petri em
triplicatas contendo FMB + 10% FFM contendo 45, 50, 55 ¢ 60% de umidade e incubadas a
30+2°C até o crescimento aparente dos micélios do R. oligosporus. Os melhores resultados de
crescimento/tempo foram as placas com 55 e 60%, sendo a média (57%) utilizada para a

realizagdo dos experimentos de fermentagao.

5.2. 1° Experimento de Fermentacdo de Farinha de Mesocarpo de Babacu
(FMB) e Farinha de Folhas de Mandioca (FFM) por Rhizopus oligosporus

com amostras in natura

Preparou-se os primeiros testes mediante a inclusdo de 30,0 g de amostras de acordo

com a Tabela 7 onde foi incorporada a suspensio de esporos:
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Tabela 7 - Porcentagem dos
ingredientes utilizados por amostra no
1° experimento

FMB (%) FFM (%)
100 0
98 2
96 4
92 8
0 100

As amostras (realizadas em quintuplicata) foram acondicionadas em recipientes de
poliestireno (Copo Diamante com Tampa) da marca Plastilania®, vendidos no comércio local,
utilizados comumente para acondicionamento de sorvetes em massa. A Figura 4 apresenta o

frasco utilizado.

FIGURA 4 — Recipiente de poliestireno utilizado
para a fermentagdo das amostras.

Os experimentos foram preparados para garantir facilidade de produ¢do em condigdes
ndo laboratoriais, empregando material existente nas residéncias e de facil aquisi¢do no
comércio, para promover a efetividade da proposta de inclusdo de alimentagdo de melhor
qualidade e de baixo custo para comunidades com acesso restrito a alimentos saudaveis.

O crescimento do fungo foi acompanhado por um periodo de 15 dias, quando,
aparentemente, todo o substrato havia sido colonizado pelas hifas, finalizando o processo de

fermentacdo. Contudo, devido a lenta adaptagdo e crescimento do R. oligosporus outros
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fungos competidores puderam desenvolver-se, contaminando diversas amostras. Outra
observacgdo estd relacionada a concentragdo de FFM, pois, quanto maior a inclusdo de FFM,
maior foi a contaminagdo do material pelos fungos competidores.

A quantidade de proteinas foi determinada no material pelo método de Kjeldhal e,
mediante aos resultados obtidos, a amostra FMB + 8% FFM, apresentou aumento da
concentragdo de proteinas comparada com a amostra inicial. As figuras 5 e 6 apresentam os

resultados comparativos de quantidade protéica antes e apos a fermentagdo das amostras.

6.0
5.0

4.0

1y FFM

FIGURA 5 - Porcentagem de proteinas em Farinha de
Mesocarpo de Babacu (FMB) acrescido de Farinha de Folhas
de Mandioca (FFM) apdés 15 dias de fermentagdo por
Rhizopus oligosporus.
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FIGURA 6 — Box-Plot das amostras do 1° experimento antes ¢ depois da fermentacéo

da Farinha de Mesocarpo de Babagu (FMB) e Farinha de Folhas de Mandioca (FFM):

(A) FMB; (B) FMB + 2% FFM; (C) FMB + 4% FFM e (D) FMB + 8%.

Avaliando-se as amostras que continham apenas FMB (Figura 5), pode-se observar
pela anélise do Box-Plot (Figura 6) que trata-se de uma mistura de baixo teor de proteinas
sem diferenca significativa entre as amostras fermentadas e ndo fermentadas. Apds aplicacdo
do teste-t pode-se constatar essa informagdo (P = 0,301, nivel de significincia a = 0,05),
caracterizando-se como uma mistura pobre para o crescimento do fungo e, consequentemente,
para a incrementagdo protéica.

A amostra FMB + 2% FFM (Figura 6) nio apresentou diferenga significativa quando
comparadas antes e apds a fermentacdo (P = 0,072, nivel de significdncia a = 0,05), sendo
também uma mistura ndo recomendada a proposta de aumento de wvalores protéicos pela
fermentag@o em estado sélido.

O mesmo ocorreu com as amostras FMB + 4% FFM que ndo apresentaram diferenga
significativa (P = 0,209, nivel de significancia a = 0,05), mostrando-se ineficiente para o
aumento de proteinas por fermentacio.

Analisando-se o Box-Plot das amostras contendo FMB + 8% FFM, pode-se interpretar
a existéncia de diferen¢a entre as amostras, porém, ao ser aplicado o teste-t verificou-se que a

diferenca entre as amostras antes e apos a fermentagdo nao foi significativa (P = 0,127, nivel
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de significancia a = 0,05). Os erros padrdo das analises deste primeiro experimento
apresentaram-se altos provavelmente devido a presenca de contaminantes e podem ter

interferido no teste-t aplicado as amostras para que ndo apresentassem um P menor.

5.3. 2° Experimento de Fermentacdo de Farinha de Mesocarpo de Babacu
(FMB) e Folhas de Mandioca (FFM) por R. oligosporus com maiores

concentracdes de FFM com amostras in natura

Mediante aos resultados obtidos no 1° experimento, onde apenas a amostra que
continha 8% de FFM apresentou-se adequada, um novo ensaio, sem tratamento térmico
prévio, foi realizado aumentando-se as concentra¢des de FFM, conforme descrito na Tabela 8.

A amostra FMB + 8% FFM foi tomada como referéncia para o 2° experimento.

Tabela 8 — Porcentagem da farinha de
mesocarpo de babacu (FMB) e farinha
de folhas de mandioca (FFM)
utilizada por amostra no 2°

experimento
FMB (%) FFM (%)
92 8
84 16
68 32
0 100

A unica mudanca nas condig¢des foi a utilizacdo do R. oligosporus, na forma de hifas,
com adaptagdo prévia no substrato FMB+8%FFM, umedecidos a 57% e incubados a 30+2°C.
A Figura 7 mostra uma placa de Petri contendo o R. oligosporus adaptado ao substrato em

estudo.
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FIGURA 7 — Placa de Petri contendo
Rhizopus microsporus var. oligosporus
adaptado ao meio de Farinha de
Mesocarpo de Babagu + 8% de Farinha
de Folhas de Mandioca.

Apos 7 dias de fermentagdo em estufa a 30 £ 2°C, observou-se grande proliferacdo de
fungos competidores (Figura 8) que, mesmo com a utilizagdo de um micro-organismo
adaptado ao substrato, contaminaram todas as amostras do experimento. Nao foram realizadas

analises com as amostras deste experimento.

FIGURA 8 — Contaminagdes por fungos nas amostras de Farinha de Mesocarpo
de Babagu e Farinha de Folhas de Mandioca fermentadas por Rhizopus
oligosporus.
5.4. 3° Experimento de Fermentacdo de Farinha de Mesocarpo de Babacu
(FMB) e Folhas de Mandioca (FFM) por R. oligosporus com maiores
concentracbes de FFM com amostras tratadas termicamente

(pasteurizadas)

Mediante a grande contaminagdo e a impossibilidade de obten¢do de resultados no 2°

experimento, foi realizada outra série de testes com as mesmas concentracdes do experimento
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anterior, contudo, neste experimento aplicou-se um tratamento térmico brando (pasteurizacio)
nas amostras, previamente umedecidas a 57% de umidade, em panela de pressdo (cerca de
121°C), por 5 minutos de pressdo ndo controlada por mandmetro. Utilizou-se o R.
oligosporus, posteriormente a pasteurizagdo na forma de hifas, adaptado ao meio para este
experimento.

Apds 3 dias de incubagdo a 30 + 2°C, foi possivel verificar que a coc¢do melhorou o
desempenho do fungo e ndo foi detectado o crescimento de outro micro-organismo
contaminante mas, somente do R. oligosporus que fora inoculado. Comparando-se os
resultados do 1° experimento, verificou-se que o 3° experimento apresentou variacdo mais
estreita quanto aos desvios padrdo das amostras fermentadas, mostrando resultados de uma
fermentagdo homogénea (Figuras 9 e 10).

As proteinas brutas foram quantificadas pelo método de Kjeldhal nas amostras, cujos

resultados estdo descritos na Figura 9:

120
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FIGURA 9 - Porcentagem de proteinas antes e apos a fermentagio por
3 dias da Farinha de Mesocarpo de Babagu (FMB) e Farinha de Folhas
de Mandioca (FFM) fermentadas por Rhizopus oligosporus em
amostras previamente pasteurizadas.
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FIGURA 10 - Box-Plot das amostras do 3° experimento antes e depois da fermentacdo de
Farinha de Mesocarpo de Babagu (FMB) acrescidas de Farinha de Folhas de Mandioca
(FFM) por Rhizopus oligosporus: (A) FMB + 8% FFM; (B) FMB + 16% FFM ¢ (C) FMB
+ 32% FFM.

Entre as amostra contendo FMB + 8% FFM, fermentada e ndo fermentada, mediante a
comparacgdo visual dos Box-Plots (Figura 10), foi possivel avaliar diferenga entre ambas
(Figura 10), porém, a aplicacdo do teste-t mostra que esta diferenca ndo foi considerada
significativa (P = 0,058, nivel de significancia a = 0,05), que somente ocorre para valores de
P < 0,05. Contudo, a diferenca entre as amostras apresenta resultados muito préximos de ser
significativa talvez concretizada com mais um dia de fermentag@o. Outro fato foi a ocorréncia
de variagdo muito menor dos dados que do experimento anterior, provavelmente, em fungao
da ndo ocorréncia de contaminacdo neste terceiro experimento.

Sob as mesmas condi¢des, as amostras contendo FMB + 16% FFM nao apresentaram
diferenca significativa (P = 0,645, nivel de significancia a = 0,05), caracterizando-se como
uma mistura ndo adequada para fins de incremento de proteinas.

As amostras FMB + 32% FFM apresentaram diferenca significativa entre a

fermentada e a ndo fermentada (P = 0,005, nivel de significAncia o = 0,05), possibilitando
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também seu uso como um substrato para fermentacdo em estado solido destinado a obtencao

de alimento com melhores valores protéicos.

5.5. Experimento de Fermentacéo de farinha de Folhas de Mandioca (FFM) por
R. oligosporus

Amostras foram fermentadas contendo apenas FFM no primeiro, segundo e terceiro
experimentos, contudo, devido a contamina¢do do segundo experimento, os dados obtidos
referentes a fermentacdo da FFM estdo relacionados ao primeiro experimento (sem tratamento
térmico prévio) e o terceiro experimento (com tratamento térmico prévio - pasteurizacio). As

Figuras 11 e 12 apresentam os resultados obtidos no primeiro e segundo experimentos.
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FIGURA 11 - Porcentagem de proteinas antes ¢ apds a fermentacdo em
amostras de FFM por Rhizopus oligosporus em diferentes periodos.
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FIGURA 12 — Box-Plot das amostras FFM do primeiro e terceiro experimento, antes ¢ depois da
fermentagdo por Rhizopus oligosporus para avaliar a significancia dos resultados.
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As amostras dos dois experimentos apresentam diferenga estatisticamente significativa
mediante a observagcdo das figuras Box-Plot (Figura 12) assim como no teste-t (1°
Experimento — P = 0,002, nivel de significancia o = 0,05; 2° Experimento — P < 0,001, nivel
de significancia a = 0,05). Esses resultados mostram a eficiéncia deste substrato para a
fermentagdo em estado sélido com énfase em aumento de valores protéicos do produto. O
terceiro experimento apresentou variagdo menor dos dados obtidos, provavelmente pela
fermentacdo mais homogénea realizada pela aplicacdo da pasteurizag@o do meio antes da
fermentag¢do, o que inativou contaminantes, além de ter induzido a ruptura de estruturas
celulares que permitiram acesso do fungo ao substrato.

Munhoz (2003) obteve aumento protéico de 151,6% em bagaco de cana-de-agticar 45
dias apos a colonizagdo por fungos filamentosos mostrando que a fermentacdo em estado
solido apresenta grande eficiéncia quanto a utilizagdo de proteinas microbianas derivadas de

fungos filamentosos.
5.6. Quantificacdo de Lipidios das Amostras Fermentadas e Nao Fermentadas

As amostras obtidas no terceiro experimento da farinha de mesocarpo de babagu com
acréscimo de farinha de folhas de mandioca (FMB + 8% FFM; FMB + 16% FFM, FMB +
32% FFM) e do segundo experimento da farinha de folhas de mandioca (FFM) foram
submetidos a extra¢do de lipidios por n-hexano em aparelho Soxhlet. As Figuras 13 ¢ 14
apresentam os valores obtidos.
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Figura 13 — Porcentagem de lipidios extraida por n-hexano em aparelho
Soxhlet, antes e apos a fermentagdo de substratos contendo Farinha de
Mesocarpo de Babagu (FMB) e Farinha de Folhas de Mandioca (FFM) por
Rhizopus oligosporus.
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FIGURA 14 - Box-Plot da porcentagem de lipidios extraida por n-hexano em
aparelho Soxhlet, antes e apds a fermentagdo dos substratos contendo Farinha de
Mesocarpo de Babagu (FMB) e Farinha de Folhas de Mandioca (FFM) por Rhizopus
oligosporus para avaliar a significancia dos resultados.

Todas as amostras submetidas a extragdo por hexano, com excegdo da amostra FMB +
8% FFM, apresentaram decréscimo na porcentagem de lipidios com diferenca significativa
apds a fermentacdo do substrato, sugerindo a sua utilizagdo para o desenvolvimento do R.
oligoporus.

Pode-se visualizar na Figura 14 que todas as amostras apresentam diferenga
significativa antes e apds a fermentacdo, mostrando que o R. oligosporus utilizou-se dos
lipidios em seu metabolismo para obten¢do de energia durante a fermentagao das amostras.

Wang e Hesseltine (1979) ressaltam que o fungo R. oligosporus, apesar de apresentar
atividade amilolitica, pode consumir dleos vegetais para substituir os agucares promovendo
6timo crescimento, uma vez que o fungo apresenta intensa atividade lipolitica. Para a
obtengdo do tempeh, a acdo das lipases constitui a fonte primaria de energia para a

fermentacdo, pois, os aguicares da soja ndo sdo prontamente assimilados pelo R. oligosporus.



Resultados e Discussdo |40

A diminui¢do da quantidade de lipidios totais pela acdo de fungos filamentosos da
Familia Mucoraceae pode modificar o perfil de acidos graxos insaturados do substrato
simultaneamente a queda da concentragdo lipidica do material, melhorando as caracteristicas
nutricionais do produto fermentado (JANG et al., 2005; ALMEIDA, 2007). Diversos autores
citam o Rhizopus sp. como produtor de acido gama-linolénico (AGL - pertencente ao grupo
de acidos graxos omega 6) utilizando-se cultivo em sistema sélido (CONTI et al., 2001;

GEMA et al., 2002; GUI-YOU et al., 2004; CERTIK et al., 2006).
5.7. Qualidade Nutricional de Proteinas — Valor Nutricional Relativo (VNR)

O método bioldgico para a determinagdo do valor nutricional relativo de proteinas
(VNR), utilizando-se E. zymogenes mostrou-se eficiente em distinguir os diferentes aspectos
nutricionais de fra¢des protéicas de grao-de-bico, obtendo uma correlagdo positiva
significativa quanto aos métodos in vitro e perfil de aminoacidos que confirmam a rapidez e
simplicidade do método (TAVANO et al., 2004).

As amostras obtidas no terceiro experimento de fermenta¢do (com tratamento térmico
prévio) foram submetidas ao método da avaliagdo da qualidade nutricional da proteina
mediante a quantificagdo do crescimento do E. zymogenes. Os resultados estdo expressos na
Tabela 9 e o experimento na Figura 15.

Tabela 9 — Valor nutricional relativo (VNR), calculado com
utilizacdo de Enterococcus zymogenes, de amostras contendo

farinha de mesocarpo de babagu (FMB) e farinha de folhas de
mandioca (FFM) antes e ap6s a fermentacao do 3° experimento

Amostras VNR (%)*
FMB + 8% FFM 23,26 £ 4,13
FMB + 8% FFM — fermentada 29,98 + 1,45
FMB + 32% FFM 23,46 + 1,39
FMB + 32% FFM — fermentada 127,48 £ 3,08
FFM 81,00 £+ 1,02
FFM - fermentada 38,06 + 1,43

* caseina = 100%
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FIGURA 15 — Experimento da avaliacdo do Valor Nutricional Relativo (VNR) das
proteinas das amostras mediante o crescimento de Enterococcus zymogenes. (A)
Amostras hidrolisadas e esterilizadas antes do inicio do crescimento do micro-
organismo (da esquerda para a direita): FMB + 8% FFM fermentada; FMB + 8%
FFM nio fermentada; FMB + 32% FFM fermentada; FMB + 32% FFM nio
fermentada; FFM fermentada, FFM nao fermentada e Caseina; (B) Tubos do
experimento preparados e inoculados (quadruplicatas + branco).

A Figura 15 expressa parte do procedimento experimental realizado para a avaliacdo
do valor nutricional relativo das amostras fermentadas e ndo fermentadas, comparadas com a
proteina padrdo (Caseina Sigma C-7078).

Pdde-se observar que o método microbioldgico apresentou variagdes significativas
quando comparou-se as amostra previamente pasteurizadas, antes e apds a fermentagdo. O
método também apontou o aumento do VNR das amostras contendo FMB + 8% de FFM, que
apresentou aumento de 28,9% no VNR (23,26% para 29,98%), apds o tratamento térmico € a
fermentag¢do do material, contudo o VNR dessa amostra mostrou-se baixo quando comparado
com o VNR da caseina.

A amostra contendo apenas FFM apresentou reducdo elevada do VNR apds sua
fermentagéo, reduzindo de 81% (in natura) para 38,06%, sugerindo que o tratamento térmico
e a fermentacdo prejudicaram a qualidade nutricional protéica da amostra. Esse fato pode
estar vinculado a pouca concentragdo de carboidratos nas folhas de mandioca (fibras em sua
maior parte), que poderiam ter direcionado o metabolismo do fungo ao consumo de lipidios e
proteinas para obtencdo de energia e crescimento. Tais resultados insinuam que, para a folha
de mandioca pura, esses tratamentos nao repercutem em melhorias.

O resultado de maior interesse pode ser observado na Tabela 9 em amostra contendo
FMB + 32% de FFM que, anteriormente aos tratamentos ja citados apresentou resultados
baixos de VNR (23,46%) quando comparado ao da caseina. Contudo, apds o tratamento
térmico e a fermentagdo do material, ficou evidente a melhora da disponibilidade do substrato

ao micro-organismo, obtendo-se resultados cinco vezes melhores que a amostra nado
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fermentada, além de resultados cerca de 27,5% superiores aos encontrados com a caseina
indicando que essa concentragdo apresenta potencial para a alimentacdo humana.

Resultados semelhantes foram obtidos em experimentos realizados com proteina de
grao-de-bico, onde pesquisadores visualizaram a sensibilidade do método para diferentes
tratamentos quando comparados a outros métodos convencionais de avaliagdo da qualidade
das proteinas, inclusive de valores melhores que encontrados em caseina (TAVANO et al.,

2004).
5.8. Digestibilidade “in vitro” das amostras

As amostras, antes a apos a fermentagdo, foram submetidas ao processo de digestdo
“in vitro” e o precipitado foi separado por centrifugacdo e seco a 54 + 1°C semelhante a
secagem das amostras apés o término da fermentagdo. A Tabela 10 apresenta os valores de
digestibilidade obtidos apos a aplicagdo tripsina para simulacdo do processo digestivo “in

Vitro”.

Tabela 10 — Valores percentuais da digestibilidade
das amostras contendo farinha de mesocarpo de
babacu (FMB) e farinha de folhas de mandioca (FFM)
fermentadas e ndo fermentadas

DIGESTIBILIDADE %
FMB + 8% FFM 66,9
FMB + 8% FFM — fermentada 64,5
FMB + 32% FFM 82,7
FMB + 32% FFM — fermentada 77,4
FFM 75,2
FFM - fermentada 87,3

A digestibilidade das amostras apresenta-se com resultados que, assemelham-se aos
encontrados por Tavano et al. (2004) que obteve valores entre 63,95 a 103,79% de
digestibilidade em proteinas de grdo-de-bico e Silva; Fonseca e Guedes Filho (2000), que
registraram desempenho semelhante mediante o crescimento de animais de corte (gado)
mostrando que o método de Valor Nutricional Relativo apresenta resultados satisfatérios para

sua aplicacdo neste trabalho.
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Mendes et al. (2007) obteve resultados entre 83,17 a 87,54 em experimentos com ratos
com dietas contendo inclusdo de 21,39 a 23,50% de farinha de soja.

Analisando-se os valores obtidos com diferentes e com fontes conhecidas de proteinas,
os resultados medidos com as amostras deste trabalho apresentam produtos com padrido de
digestibilidade alto que podem acrescentar maior disponibilidade protéica em dietas que

facam seu uso.
5.9. Umidade

A quantidade de 4gua em um substrato interfere na cinética de crescimento dos micro-
organismos. A diminui¢do da concentragdo de dgua retarda a velocidade de crescimento, com
menor producdo de biomassa (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000). A Tabela 11
apresenta os resultados de umidade obtidos das amostras antes e apos a fermentacdo e

secagem.

Tabela 11 — Porcentagem de umidade em amostras de
farinha de mesocarpo de babagu (FMB) e farinha de folhas
de mandioca (FFM) fermentadas e nao fermentadas, apos
secagem em estufa (54 + 1°C/ 48 horas)

UMIDADE (%)

FMB 10,87 £ 0,119
FMB + 8% FFM — nao fermentado 10,75 £ 0,142
FMB + 8% FFM — fermentado 11,28 £ 0,086
FMB + 32% FFM — nio fermentado 10,39 +£ 0,209
FMB + 32% FFM — fermentado 11,45 +0,105
FFM — nio fermentado 9,36 £ 0,400
FFM — fermentado 9,32+ 0,228

As folhas frescas de mandioca utilizadas neste trabalho, secas ao sol, apresentaram
umidade de 69,75 £+ 0,884 (%), semelhante ao valor encontrado por Corréa et al. (2002), que
obteve média de 70,5%. Tratando-se de material foliar vegetal, caracteriza-se como um
material de umidade intermedidria quando comparado a hortali¢as e frutas que apresentam,

respectivamente, cerca de 90% e 85% de umidade (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).
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A umidade dos alimentos estd diretamente ligada ao crescimento microbiano e
atividade enzimatica, sendo que a diminui¢do da concentracdo de agua pela secagem do
material ¢ um importante procedimento na conservagdo de alimentos (GABAS, 1998).

A presenca de 4gua em um produto pode ser medida por diferentes métodos, porém,
todos indicam que a disponibilidade de agua ¢ importante para a atividade dos micro-
organismos. Essa disponibilidade ¢ constantemente indicada pela atividade de agua (Aa) ou a
umidade relativa. Um produto apresenta estabilidade microbioldgica quando a atividade de
agua for menor que 0,6 (ASSUNCAO; PENA, 2007; BROOKER; BAKKER-ARKEMA;
HALL, 1992). O termo Aa indica a intensidade das forcas de ligagdo entre a 4gua presente no
alimento e outros componentes nio aquosos (ORDONEZ PEREDA et al., 2005).

Ordodiiez Pereda et al. (2005) classificam os alimentos em: Aa superior a 0,98 —
permite o crescimento da maioria dos micro-organismos patogénicos; Aa entre 0,93 a 0,98 —
crescimento de bactérias Gram-positivas; Aa entre 0,85 a 0,93 — crescimento de cocos Gram-
positivos, bolores e leveduras; Aa entre 0,6 a 0,85 — os micro-organismos que podem alterar
os alimentos sdo bactérias halofilicas, bolores xerofilicos e leveduras osmofilicas; Aa menor
que 0,6 — alimentos microbiologicamente estaveis.

Quando a umidade de um alimento estd em equilibrio com o ambiente, a umidade
equivale a cem vezes a Aa (em temperatura constante) (GAVA; SILVA; FRIAS, 2008).

Tomando-se como base as informag¢des acima citadas, as amostras apresentaram
10,5% de umidade em média (Tabela 11), o que permite expressarmos uma Aa em torno de
0,11. Nesta Aa, as farinhas fermentadas encontram-se microbiologicamente estaveis.

Contudo, estudos sobre Aa mostram que alimentos como residuo de camardo-rosa,
cogumelos, farinhas de mandioca, caju, sapoti e café, quando apresentaram umidade em torno
das obtidas neste trabalho, mostraram-se entre 0,4 a 0,6 de Aa, garantindo a estabilidade
microbioldgica do produto (MOURA et al., 2004; KUROZAWA et al., 2005; ASSUNCAO;
PENA, 2007; SANTOS et al., 2009; OLIVEIRA et al.,2010).

5.10. Cinzas

As cinzas de um alimento estdo relacionadas a presenga de minerais, € sdo
constituidas, principalmente, de macronutrientes, necessarios em uma dieta com valores
diarios acima de 100 mg como K, Na, Ca, P, S, Cl e Mg; micronutrientes, requeridos em uma
dieta com valores didrios abaixo de 100 mg como Al, Fe, Cu, Mn e Zn; elementos tragos,
presentes em quantidades muito pequenas, podendo ser necessarios ou prejudiciais ao

organismo como Ar, I, F, Cr, Co, Cd, entre outros (FRANCO, 1992).
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O organismo consegue assimilar os minerais na forma de sais, misturados ou

combinados com carboidratos, lipidios e proteinas, com excecdo do cloreto de sddio

(BORSOI, 2001).
As Figuras 16 e 17 apresentam os resultados de cinzas obtidos nas amostras estudadas.
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Cinzas (%)

FMB + 8% FFM FMB + 32% FFM 100% FFM
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Figura 16 — Porcentagem de cinzas obtidas por incineragdo de amostras

contendo Farinha de Mesocarpo de Babacu (FMB) e Farinha de Folhas de
Mandioca (FFM), antes e apos a fermentacdo dos substratos por Rhizopus

oligosporus.
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FIGURA 17- Box-Plot da porcentagem de cinzas obtidas por
incineragcdo de amostras contendo Farinha de Mesocarpo de Babacu
(FMB) e Farinha de Folhas de Mandioca (FFM), antes e apds a
fermentagdo dos substratos por Rhizopus oligosporus para avaliar a
significancia dos resultados.
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O aumento da concentracdo de cinzas (Figuras 16 e 17) apos a fermentagdo, com
exce¢do as amostras contendo 8% de FFM, se explica pelo consumo da matéria organica do
material como fonte de energia para o crescimento do fungo, induzindo o aumento dos sais
minerais presentes nas amostras.

Os minerais atuam, assim como as vitaminas, como reguladores do organismo vivo,
auxiliando em processos como a digestdo; movimento; eliminagdo dos residuos; cicatrizagdo;
obtencdo da energia proveniente dos carboidratos, gorduras e proteinas; além de todos os

outros processos necessarios para a manutencao da vida (SIZER; WHITNEY, 2003).
5.11. Aminoécidos Totais

A proteina é formada pela juncdo de pequenas moléculas denominadas aminoacidos.
A classificag@o geral dos aminoacidos ¢ realizada pelas propriedades funcionais dos radicais
(DAVID; COX, 2011), contudo, também podem ser classificados de acordo com as
necessidades nutricionais de cada espécie pertencentes aos diferentes dominios da Biologia:
Bactéria, Archaea e Eukaria. Para os seres humanos os aminoacidos sio denominados
essenciais (ndo produzidos metabolicamente) e ndo essenciais (sintetizados pelo organismo a
partir de outros). Cerca de 20 aminoacidos constituem a maioria das proteinas dos tecidos
vivos, sendo que o organismo humano ndo ¢ capaz de fabricar nove deles de maneira
autonoma, necessitando assim, obté-los mediante uma dieta alimentar equilibrada (SIZER;
WHITNEY, 2003).

Os aminoacidos considerados essenciais aos seres humanos sdo histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, treonina, fenilalanina, valina e triptofano e cada um possui uma
funcdo fundamental na sanidade e funcionamento fisioldgico do organismo (FAO, 2007).

Segundo os autores White, Handller, Smith (1976), Meirelles (2004) e Silva, Bento
(2009) cada aminoacido esta vinculado a uma particularidade organica especifica:

A partir da histidina origina-se bioquimicamente mediante a conversdo enzimatica a
histamina, essencial para o crescimento de recém-nascidos e prematuros que apresentam
deficiéncia de cisteina pela imaturidade do figado na conversdo da metionina e ¢ utilizado no
tratamento de alergias e da artrite reumatoide e contribui para melhoria da hiperacidez
gastrica. A deficiéncia de histidina em estudos com ratos apresentou sintomas de catarata.

A 1isoleucina estd vinculada a sintese de hemoglobina, a estabiliza¢do e regulagem da
glicemia. Em estudos laboratoriais com ratos, a deficiéncia de isoleucina gerou sintomas de

anemia e hipoproteinemia.
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A leucina estd ligada ao aumento da capacidade de cicratizagdo dssea, da pele e do
tecido muscular. Em ensaios com ratos, sua deficiéncia apresentou individuos com
hipoproteinemia.

A lisina aumenta a imunidade pela formacdo de anti-corpos, ¢ importante para o
crescimento e desenvolvimento dos ossos em criangas, auxilia na absor¢do do calcio e
mantem o balango de nitrogénio em adultos. A caréncia de lisina na dieta de ratos de
laboratério apresentou sintomas de anemia, morte subita e anestro (predominio da
progesterona sobre o estrdgeno), gerando inatividade sexual nas fémeas durante o periodo de
inanicao.

A metionina ¢ um aminoacido que contribui para diminuir o pH da urina, ¢
hepatoprotetor, atua na depressao histadélica (disfuncao da tiredide), na esquizofrenia, doenga
de Parkinson e na prote¢do contra a incidéncia de certos tumores. Na deficiéncia deste
aminoacido em animais de laboratorio foram observados sintomas como anemia,
hipoproteinemia, alopecia (perda parcial de pelos), figado gorduroso, rins hemorragicos e
cirrose.

A treonina atua no sistema imunoldgico, no controle aos ataques de epilepsia, doenga
de Parkinson, na sintese do coldgeno e elastina e colabora na manuten¢@o do balango protéico
no organismo. A caréncia de treonina esta vinculada ao aparecimento de edema.

A fenilalanina é precursora da tirosina e das catecolaminas (mais abundantes sdo
adrenalina, noradrenalina ¢ dopamina), aumenta a producdo de neurotransmissores, atua no
tratamento da depressdo, da dor e da memoria. Um defeito genético no metabolismo da
fenilalanina (auséncia da enzima fenilalaninahidroxilase) gera uma doenca chamada
fenilcetonuria que esta relacionada ao retardo mental e drastica perda de vitamina Bo6.

A valina estd vinculada ao metabolismo muscular e no balango de nitrogénio.
Disfun¢do locomotora foi observada em animais de laboratorio com dieta deficiente em
valina.

O triptofano ¢ utilizado no tratamento contra o estresse, depressdo, distirbios do sono,
hiperatividade, doenca de Parkinson, na sintese de colageno e elastina, atua no balango
protéico do organismo, em dores de dificil controle (dores de cabeca, de dente e do cancer), é
precursor da serotonina e melatonina. A deficiéncia dietética do triptofano em animais de
laboratério expds sintomas de catarata, denti¢do pobre, alopecia, hiperplasia gastrica
(aumento no numero de células na mucosa gastrica) e atrofia testicular.

A arginina, que pode ou ndo ser considerada um aminoacido essencial dependendo do

desenvolvimento e do estado de satde do individuo, estimula a liberagdo do horménio do
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crescimento, atua no metabolismo hepatico, no metabolismo muscular, em distirbios renais,
melhora o desempenho do sistema.

A quantificacdo quimica dos aminoacidos presentes nas amostras testadas &
fundamental para uma avaliagdo do valor biologico das proteinas presentes, como também
para ponderar as melhorias obtidas apds o processo de fermentagao.

A Tabela 12 apresenta o computo de aminoacidos totais nas amostras contendo farinha
de mesocarpo de baba¢u (FMB) e farinha de folhas de mandioca (FFM) antes e apds a
fermentag@o analisadas pelo Centro de Ciéncia e Qualidade de Alimentos (CCQA) — Instituto

de Tecnologia de Alimentos (ITAL).

Tabela 12 — Composi¢do de aminoacidos (mg/100g amostra) de substratos fermentados por
Rhizopus oligosporus ¢ ndo fermentados de farinha de mesocarpo de babagu (FMB)
acrescidos de diferentes concentragdes de farinha de folhas de mandioca (FFM)

FMB FMB FMB FMB

Aminodcido ~ FMB*  +8% +8%FFM +320% +320FFM FFM fe”f];']\fa i
, FFM  fermentada FFM fermentada
Acido
aspartico 160,00 380,00 330,00  1040,00 520,00  2910,00  2910,00
Acido
alutamico 130,00 422,00 430,00  1298,00  1430,00  3780,00  4280,00
Serina 80,00 176,80 180,00 467,20 530,00  1290,00  1320,00
Glicina 90,00 215,60 240,00 592,40 680,00  1660,00  1780,00
Histidina 40,00 84,00 80,00 216,00 240,00 590,00 640,00
Arginina 50,00 226,80 220,00 757,20 770,00  2260,00  2260,00
Treonina 70,00 186,80 200,00 537,20 630,00  1530,00  1620,00
Alanina 90,00 235,60 250,00 672,40 740,00  1910,00  1830,00
Prolina 70,00 187,60 200,00 540,40 580,00  1540,00  1490,00
Valina 70,00 202,00 240,00 598,00 680,00  1720,00  1820,00
Metionina 0,10 28,09 40,00 112,07 160,00 350,00 470,00
Cistina 0,01 8,01 30,00 32,01 60,00 100,00 110,00
Isoleucina 50,00 156,40 200,00 475,60 540,00  1380,00  1510,00
Leucina 110,00 298,00 340,00 862,00 930,00  2460,00  2660,00
Fenilalanina 70,00 210,80 270,00 633,20 730,00  1830,00  1990,00
Tirosina 20,00 116,80 150,00 407,20 490,00  1230,00  1380,00
Lisina 80,00 202,40 260,00 569,60 550,00  1610,00  1620,00
Triptofano ND' ND' ND' ND' ND' ND' ND'

* Domingos (2003).
'ND — Nio detectado
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A analise da Tabela 12 permite ressaltar a melhoria na quantidade de aminoacidos
presentes nas amostras apds a fermentagdo sugerindo que a acgdo fermentativa do R.
oligosporus incrementou significativamente o perfil de aminoacidos disponiveis, com exce¢do
do aminodcido triptofano, que ndo foi detectado em nenhuma amostra, assim como resultados
obtidos por Suhet e Fioreze (2011) em residuos de abacaxi fermentados por R. oligosporus. A
amostra que apresentou o melhor resultado relativo, quando comparada antes e apds a
fermentagdo foi aquela contendo FMB + 32% FFM, pois, apenas o acido glutdmico (que ndo
se trata de um aminoéacido essencial) apresentou diminui¢do apds a fermentacdo. Nesta
amostra, alguns aminoacidos essenciais apresentaram aumento significativo posteriormente a
fermentagcdo, a metionina aumentou sua concentracdo em 42,77%, a treonina 17,27%, a
fenilalanina 15,29%, a valina 13,71%, a Isoleucina 13,54% e a histidina apresentou aumento
de 11,11%, mostrando a eficiéncia da incrementacdo mediante a fermentagdo pelo fungo em
estado solido.

A farinha de mesocarpo de babagu (FMB), segundo Domingos (2003) ¢ comumente
utilizada como suplemento alimentar em comunidades de ocorréncia da palmeira babagu,
onde o acesso a alimentos de qualidade ¢ restrito. A Tabela 13 exibe o ganho de aminoéacidos

comparando-se a FMB in natura com a mistura FMB + 32% FFM fermentada.

Tabela 13 — Incremento de aminoacidos pela adi¢dao de folhas de mandioca ¢ fermentacdo
em estado sélido por Rhizopus oligosporus

FMB FMB + 32% FFM -
S fermentada
A;“S'ngliicéfsos Digestibilidade Digestibilidade 0.
AA Corrigida AA Corrigida
(mg/100g)* (mg/1009)
His 40.00 25.45 240.00 185.76 729.83
Tre 70.00 44.54 630.00 487.61 1094.75
Val 70.00 44.54 680.00 526.31 1181.63
Met + Cis 0.11 0.07 220.00 170.28 243276.78
Ile 50.00 31.82 540.00 417.95 1313.70
Leu 110.00 69.99 930.00 719.81 1028.40
Fen + Tir 90.00 57.27 1220.00 944.26 1648.88
Lis 80.00 50.90 550.00 425.69 836.26

Trp ND 0,00 ND 0,00 0,00

* Digestibilidade de 63,63%, segundo REIS (2009).
AA - Aminoacidos



Resultados e Discussdo |50

Os resultados obtidos depois de calculada a corre¢do da digestibilidade mostram que o
incremento protéico promovido pela adi¢do da FFM e a fermentagdo por R. oligosporus
geraram valores muito elevados,

Com relagdo aos aminoacidos essenciais, os seres humanos requerem determinada
quantidade diaria relacionada ao peso corporal do individuo. A Tabela 14 apresenta a média

da quantidade diaria recomendada de cada aminodcido essencial de acordo com a idade.

Tabela 14 - Necessidade diaria de aminoacidos essenciais recomendada (mg),
calculada pela média de peso corporal por idade

Necessidade por idade (anos)

Aminoacido ——5 ¢ 1-2 3-10 11-14 15-18  >18

His 165.00 16350 25560 54660 _ 67595 700,00
Tre 25500 250,70 38340 81990  1044.65  1050,00
Val 367.50 39240 61770 132095  1720,60  1820.00
Met+Cis 232,50  239.80 38340 77435 98320  1050,00
le 27000 29430  489.90 100210 129045  1400,00
Leu 54750  588.60 93720 200420 258090  2730.00
Fen + Tir 44250 43600 63900 136650  1720,60  1750.00
Lis 48000 49050 74550 159425  2027.85  2100,00
Trp 7125 6976 10224 218.64 27653 280,00

Fonte: FAO/WHO, 2007.

Os dados descritos na Tabela 14 mostram a quantidade de cada aminoécido essencial
necessaria para uma dieta equilibrada e saudével. Tais valores garantem ao individuo o
suprimento necessario para o crescimento € desenvolvimento intelectual e motor relacionado
ao consumo de proteinas.

Mediante a comparacdo dos valores apresentados nas Tabelas 13 e 14 € possivel
prescrever o suprimento dos aminodacidos essenciais pelo consumo de 100 g didrias do

material estudado (FMB + 32% FFM fermentado), como descrito na Tabela 15.
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Tabela 15 — Suprimento percentual do valor diario recomendado pela

FAO de aminoacidos esséncias por idade, mediante o consumo de 100 g

de FMB + 32% FFM fermentada por Rhizopus oligosporus

Aminoacido |dade

0,5 1-2 3-10 11-14 15-18 > 18
His 112,58 113,61 72,67 33,98 27,48 26,54
Tre 191,22 194,50 127,18 59,47 46,68 46,44
Val 143,21 134,13 85,20 39,84 30,59 28,92
Met + Cis 73,24 71,01 44,41 21,99 17,32 16,22
Ile 154,80 142,02 85,31 41,71 32,39 29,85
Leu 131,47 122,29 76,80 3591 27,89 26,37
Fen + Tir 213,39 216,57 147,77 69,10 54,88 53,96
Lis 88,69 86,79 57,10 26,70 20,99 20,27
Trp ND! ND' ND! ND! ND! ND'

'ND — Nzo detectado

A carga de aminoacidos essenciais suprida pelo consumo de 100 g didrias (entre 9 ¢ 10

colheres de sopa) da FMB + 32% FFM fermentada por R. oligosporus atinge nimeros

maiores que a necessidade didria recomendada pela FAO (2007), para idades entre 0,5 e

maiores de 18 anos, principalmente criangas, com excec¢do do triptofano. Usando-se a farinha

fermentada como suplemento na alimenta¢do, o material em questdo pode auxiliar no

equilibrio nutricional de comunidades com acesso restrito a alimentos de qualidade. Quanto as

dietas de adultos a FMB + 32% FFM fermentada pode melhorar significativamente (em

média de 30%) a ingestdo de aminodcidos essenciais tornando a pessoa e a alimentagdo mais

saudavel.

5.12. Demais resultados

Ao final dos experimentos a caracterizacdo bromatoldgica das amostras estudadas

foram computadas nas Tabelas 16 a 22, expressas a seguir.
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Tabela 16 — Caracterizagdo bromatoldgica
da farinha de mesocarpo de babacu (FMB)

Farinha - Mesocarpo de Babagu (FMB)

%
Umidade 10,87 £0,119
Proteina Bruta 1,53+ 0,156
Lipidios Totais 0,09 + 0,191
Carboidratos * 86,38 £0,117
Cinzas 1,13 £0,001

*  Obtidos pela

componentes

Os resultados da caracterizagdo bromatoldgica da farinha de mesocarpo de babagu

obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos analisados por Baruque Filho (1995), mostrando

diferenca dos demais

que os produtos provenientes desta fonte apresentam pequenas variagoes.

Tabela 17 -  Caracterizagdo
bromatoldgica da  farinha  de
mesocarpo de babagu (FMB) com
inclusdo de 8% de farinha de folhas de
mandioca (FFM) — ndo fermentada

Tabela 18 -
bromatoldgica da farinha de mesocarpo
de babagu (FMB) com inclusdo de 8%
de farinha de folhas de mandioca (FFM)
— fermentada

Caracterizagao

FMB + 8% FFM FMB + 8% FFM - Fermentada

% %

Umidade 10,75 £ 0,142 Umidade 11,28 £ 0,086
Proteina Bruta 3,37+0,146 Proteina Bruta 3,82 +0,149
Lipidios Totais 0,50 £ 0,193 Lipidios Totais 0,33 £0,023
Carboidratos 83,86 + 0,124 Carboidratos 83,30 £ 0,069
Cinzas 1,52+0,014 Cinzas 1,26 + 0,019
* Obtidos pela diferenga dos demais * Obtidos pela diferenca dos demais
componentes componentes

Observando-se as Tabelas 17 e 18, ¢ possivel verificar o aumento protéico e de
umidade, o decréscimo lipidico, de carboidratos e cinzas apds a fermentagao, mostrando que o
fungo utilizou-se dos nutrientes presentes no substrato para seu desenvolvimento
proporcionando alteragdo quimica do material. Contudo, apesar do aumento na quantidade de
proteinas totais, seus valores ainda apresentam-se baixos para a sua utilizagdo como
suplemento alimentar.

As Tabelas 19 e 20 expdoem os valores bromatoldgicos obtidos nas amostras nao

fermentadas e fermentadas contendo inclusio de 32% de farinha de folhas de mandioca.



Tabela 19 -  Caracterizagdo
bromatoldgica da  farinha  de
mesocarpo de babagu (FMB) com
inclusdo de 32% de farinha de folhas
de mandioca (FFM) — ndo fermentada

FMB + 32% FFM

%
Umidade 10,39 £ 0,209
Proteina Bruta 9,74 £ 0,277
Lipidios Totais 1,84 + 0,025
Carboidratos * 75,33 £0,142
Cinzas 2,70 £ 0,057
* Obtidos pela diferenga dos demais

componentes
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Tabela 20 - Caracterizagdo
bromatoldgica da farinha de mesocarpo
de babacu (FMB) com inclusdo de 32%
de farinha de folhas de mandioca (FFM)
— fermentada

FMB + 32% FFM - Fermentada

%
Umidade 11,45 +0,105
Proteina Bruta 11,22+ 0,184
Lipidios Totais 1,48 +£ 0,050
Carboidratos * 73,30 + 0,088
Cinzas 2,85+0,015

* Obtidos pela diferengca dos demais
componentes

A mistura contendo FMB + 32% de FFM, apos a fermentagdo, adquiriu maiores
valores de proteina bruta, expressando melhores resultados quando comparado as
necessidades diarias. Como citado anteriormente, criangas de 1 a 3 anos necessitam de 13 g de
proteinas por dia; de 4 a 6 anos 19 g; de 7 a 10 anos 34 g e adultos 50 g. Sabendo-se que as
farinhas resultantes deste experimento poderdo vir a ser utilizadas como complemento a
alimentacdo, apenas 100g por dia poderiam proporcionar, em dados aproximados, aplicando-
se a digestibilidade encontrada, 68%; 47%; 26% e 18% da necessidade protéica de criangas de
1 a3 anos; 4 a 6 anos; 7 a 10 anos e adultos, respectivamente.

As Tabelas 21 e 22 expdem os valores bromatoldgicos obtidos nas amostras ndo
fermentadas e fermentadas contendo apenas farinha de folhas de mandioca.

Tabela 21 -  Caracterizagdo Tabela 22 -

bromatoldgica da farinha de folhas de
mandioca (FFM) — ndo fermentada

Caracterizagdo
bromatologica da farinha de folhas de
mandioca (FFM) — fermentada

Farinha de Folhas de Mandioca

Farinha de Folhas de Mandioca

(FFM) (FFM) - fermentada
% %
Umidade 9,36 £ 0,400 Umidade 9,32+ 0,228
Proteina Bruta 27,01 + 0,284 Proteina Bruta 29,84 + 0,179
Lipidios Totais 5,04 £0,024 Lipidios Totais 3,66 £ 0,036
Carboidratos * 52,55+0,221 Carboidratos * 50,56 + 0,125
Cinzas 6,03 +0,178 Cinzas 6,62 £ 0,058

* Obtidos pela diferenca dos demais
componentes

* Obtidos pela diferenca dos demais
componentes
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Os resultados com as amostras de FFM deste trabalho (Tabela 21) foram semelhantes
aos obtidos por Melo et al. (2007a), sugerindo que, apesar de ocorrerem variagdes derivadas
de variedade, solo, clima, etc., os valores se mantem aproximados, facilitando o
desenvolvimento padronizado desse produto.

Os valores de proteina resultantes da fermentacdo da FFM apresentam produto com
proteinas e de digestibilidade elevada (87,3%), sugerindo ser um produto relevante ao
consumo para incrementagao de proteinas em dietas alimentares humanas.

Outras caracteristicas interessantes estdo ligadas a produ¢do de aromas, conservantes,
antioxidantes, entre outros, mediante a fermenta¢do em estado sélido sdo exemplos da
diversidade de produtos de origem microbiana utilizados na producdo de alimentos com o
diferencial de se tratarem de produtos naturais (COUTO; SAROMAN, 2006). Feng, Larsen e
Schntirer (2006) estudaram a producdo de compostos volateis em fermentacdo em estado
solido de soja e cevada por Rhizopus oligosporus, para a produgdo de tempeh. Segundo os
autores, o fungo mostrou-se produtor de diversos compostos.

Domingos (2003) foi de ordem sensorial olfativa, sendo percebido um aroma
adocicado e agradavel em que, neste trabalho, mostrou-se semelhante ao de goiaba. Essa
caracteristica pode facilitar a inclusdo do produto estudado em dietas, devido ao aroma
agradavel, resultante natural do produto fermentado. Essa caracteristica também pode facilitar
o preparo e o controle de uma fermentagdo durante a confec¢do caseira do produto, avaliada

pelo aroma. Esta caracteristica poderia ser um fator indicativo da qualidade da fermentacao.



Conclusido

6. CONCLUSAO

Os estudos das misturas de farinha de mesocarpo de babacu (FMB) e farinha de folhas
de mandioca (FFM), apods pasteurizacdo mostram-se substratos adequados para o
desenvolvimento do Rhizopus microsporus var. oligosporus.

As amostras fermentadas e analisadas apresentaram aumento de proteina bruta,
diminui¢do de lipidios totais e aumento de cinzas (minerais), indicando um incremento de
nutrientes as necessidades nutricionais humanas apds a fermentacdo pelo Rhizopus
oligosporus, mostrando que o metabolismo do fungo sobre este substrato favorece estes
parametros.

Comparando-se as concentragcdes de FMB e FFM estudadas, a FMB + 32% FFM
pasteurizada e fermentada exibiu o melhor indice proteico final.

A avaliagdo do valor nutricional relativo (VNR) das proteinas presentes nas amostras
sugere que a amostra FMB + 32% FFM possui potencial significativo de aproveitamento de
aminoacidos essenciais aos seres humanos, uma vez que, mediante uma analise indireta com
Enterococcus zymogenes, bactéria que necessita de oito dos dez aminoacidos essenciais para
crescer. Os resultados apresentaram VNR 27,5% maior que o encontrado na proteina padrio
(Caseina Sigma — C-7078) considerado 100%.

A digestibilidade enzimatica das amostras também indica que grande parte das
proteinas presentes na FMB + 32% FFM fermentada por R. oligosporus sugerem potencial de
aproveitamento pelo organismo humano.

As amostras ndo apresentaram perdas de nutrientes apos secagem a 54 + 1°C/48h,
apresentando estabilidade proteica, gerando um alimento nutritivo com razoavel assimilagao.

A secagem das amostras nesta condi¢gdo mostrou-se adequada, pois, a umidade final dos
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produtos foram, em média, 10,5%, assegurando a estabilidade microbiologica do produto
final.

A quantificacdo dos aminodcidos das amostras mostrou que FMB + 32% FFM pode
suprir quantidades satisfatorias de grande parte dos aminoacidos essenciais recomendados
pela FAO, principalmente em criangas entre 0,5 e 10 anos, atingindo valores acima da
dosagem recomendada. Na dieta de adultos o material também pode promover a ingestido de
cerca de 30% da exigéncia nutricional didria recomendada.

O baixo custo do material estudado e a produgdo agricola relativamente alta dos
mesmos pode facilitar o acesso de populagdes a alimentos com maiores valores nutricionais
melhorando o perfil de suas dietas, diminuindo a ocorréncia de prejuizos a saude de criangas e
adultos.

A fermentagdo em estado sélido facilita a aplicagdo deste trabalho nas comunidades,
pois, apresenta menor risco de contaminacdo, a temperatura de fermentacdo préxima a do
ambiente ¢ menor necessidade de agua (sendo que as comunidades que mais sofrem com a
caréncia de alimentos de qualidade situam-se em regides quentes e com pouca agua).

Os resultados obtidos neste trabalho foram adquiridos mediante o estudo de material
padronizado de uma regido especifica e de uma mesma variedade de plantas, havendo a
possibilidade da obtencdo de resultados diferentes com o uso de outras variedades.

A farinha, ao final do processo, pode ser utilizada na alimentagdo indiretamente,
mediante a confec¢do de paes e massas ou diretamente utilizando-o como integrante do prato
como sdo utilizadas as farinhas de milho e de mandioca.

Os resultados permitem inferir que a farinha de mesocarpo de babagu, comumente
utilizada como alimento em algumas regides brasileiras, acrescidas de folha de mandioca apds
fermentacdo com R. oligosporus apresenta potencial para o aproveitamento enriquecendo

alimentos, especialmente em proteinas.
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