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RESUMO

A maioria dos subprodutos agroindustriais é rica em fibras com baixa digestibilidade, e o
processo de bioconversdo para producdo de proteina microbiana, pode ser uma alternativa
pratica e promissora para aumentar o teor proteico, o valor nutritivo do substrato e a qualidade
da alimentacdo, transformando estas fibras em componentes digestiveis para alimentacdo de
animais ndo ruminantes. Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo o
enriquecimento proteico do bagaco de malte por Rhizopus oligosporus CCT 4134 via
fermentacdo em estado sélido e adicdo em dietas de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus). Na fermentacdo em estado so6lido foram realizados experimentos visando
determinar o maior aumento proteico, estudando as variaveis umidade inicial (50, 60 e 70%) e
suplementacdo de fontes de nitrogénio (sulfato de aménio, ureia e nitrato de sédio). Para
estudar a adicdo do bagaco de malte fermentado em dietas de tilapia do Nilo, foram utilizados
120 juvenis, distribuidos em 24 caixas que representa os seis niveis de adicédo (0, 2, 4, 6, 8 e
10%) do bagacgo de malte fermentado e quatro repeticdes de cada tratamento. Os peixes foram
alimentados por 67 dias compreendidos entre 0s meses de maio a agosto de 2015, periodo que
a temperatura da agua estava abaixo do conforto térmico da espécie. A fermentacdo em estado
solido proporcionou enriquecimento proteico do bagaco de malte em aproximadamente 2 e 4
vezes no contetdo de proteina bruta e proteina solvel, respectivamente, sendo considerada
uma alternativa para aproveitamento dos subprodutos industriais na substituicdo de
ingredientes tradicionais em dietas de tilapia do Nilo, pois com a adi¢do do bagaco de malte
fermentado ndo observou diferenca significativa nos parametros de desempenho produtivo e
parametros hematoldgicos e bioquimicos dos juvenis de tildpia do Nilo. Com isso, a
fermentacdo do bagaco de malte é uma boa alternativa para seu aproveitamento como
substrato para o cultivo de Rhizopus oligosporus e producédo de proteina microbiana,
permitindo sua utilizacdo como suplemento proteico em dietas para juvenis de tilapia do Nilo,
com adicdo de até 10%, sem comprometer o desempenho produtivo e pardmetros
hematoldgicos da espécie.

Palavras-chave: Fermentacdo em estado solido, bagaco de malte fermentado, residuos
agroindustriais, bioconversdo, alimentacdo de peixes.



PROTEIN ENRICHMENT OF BREWERY SPENT GRAIN FROM Rhizopus
oligosporus CCT 4134 AND ADDITION IN DIETS FOR JUVENILE NILE TILAPIA
(Oreochromis niloticus)

ABSTRACT

The majority of agroindustrial by-products are rich in low digestible fiber, and the
bioconversion process for the production of microbial protein can be a practical and
promising alternative to increase the protein content and nutritional value of substrate and
food quality, turning these fibers into digestible components for the feeding of non-ruminant
animals. Thus, this paper was aimed at protein enrichment of brewery spent grain by Rhizopus
oligosporus CCT 4134 by solid state fermentation to be added in diets of juvenile Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). Solid state fermentation experiments were performed in order to
determine the highest protein increment studying variables initial moisture (50, 60 and 70%)
and supplemental nitrogen sources (ammonium sulfate, urea and sodium nitrate). To study the
addition of fermented brewery spent grain in diets of Nile tilapia, 120 juveniles were used,
divided into 24 boxes representing the six levels of addition (0, 2, 4, 6, 8 and 10%) of
fermented brewery spent grain and four replications of each treatment. Fish were fed for 67
days between May and August 2015, the period where the water temperature was below the
thermal comfort for the species. Solid state fermentation provided protein enrichment of
brewery spent grain in about 2 and 4 times the content of crude and soluble protein,
respectively, and is considered an alternative to use of industrial by-products to replace
traditional ingredients in diets of juvenile Nile tilapia, because with the addition of fermented
brewery spent grain, no significant difference in productive performance, hematological and
biochemical parameters of juveniles Nile tilapia was found. Thus, the fermentation of brewery
spent grain is a good alternative to be used as substrate for the cultivation of Rhizopus
oligosporus and microbial protein production, allowing its use as a protein supplement in
diets for juvenile Nile tilapia, with addition of up to 10 % without compromising growth
performance and hematological parameters of the species.

Keywords: solid state fermentation, fermented brewery spent grain, agro-industrial residues;
bioconversion, fish feeding.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

As indUstrias de alimentos produzem vérios tipos de subprodutos que podem ser
aproveitados, estes necessitam de destino adequado, e varios estudos tém sido realizados para
minimizar o impacto ambiental causado pelas industrias na regido em que estdo situadas e
ainda agregando valor aos produtos do mercado (PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007).
Atualmente, parte desses materiais ndo possui aplicacdo especifica, o que gera problemas
ambientais de contaminacdo provenientes de praticas como descarte no meio ambiente, em
lixGes ou aterros sanitarios e queimadas a céu aberto (AFONSO, 2012).

Como alternativa para a diminuicdo da poluicdo por subprodutos agroindustriais,
incentiva-se a reciclagem e a compostagem, ou sua utilizacdo como ragdo animal, além de
serem usados como fonte de carbono e/ou nutriente nos processos de fermentacdo em estado
solido para a producgdo de compostos com valor agregado (MUSSATTO et al., 2012). Pois
mesmo apresentando boa qualidade proteica e energética, alguns subprodutos precisam ser
melhorados quanto a sua digestibilidade, presenca de fatores antinutricionais e componentes
toxicos, para posterior utilizacdo em alimentacdo animal (ROSA, 2010).

A fermentacdo em estado sélido de subprodutos agroindustriais € utilizada para
estudar a degradacdo de residuos lignocelulésicos e amilaceos provenientes da agroindustria,
e tem gerado varios produtos, dentre eles a proteina unicelular ou single cell protein (SCP)
(ARAUJO et al., 2011). A utilizacdo de SCP para alimentacdo animal pode ser considerada
uma via de producdo de alimentos alternativos, pois sua obtencdo é independente das
restrices sazonais e varia¢bes climaticas que existem nas regides das agroindistrias, e a
selecdo dos micro-organismos podem ser baseadas no valor nutricional e no contetdo
proteico (ARAUJO et al., 2009; SILVEIRA; FURLONG, 2007).

A alimentacdo dos peixes é um dos aspectos de maior importancia na aquicultura, pois
apresenta relacdo direta com o desempenho, saude e custos de producdo. Com o objetivo de
avaliar a utilizacdo de alimentos alternativos na substituicdo de ingredientes tradicionais na
racdo, foi realizada a fermentacdo em estado sélido do bagaco de malte, aumentando seu teor
proteico, e sua posterior adicdo em dietas de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Subprodutos agroindustriais

Os subprodutos compostos por materiais lignoceluldsicos sdo os mais abundantes no
mundo, apresentando potencial biotecnolégico para a obtencdo de produtos de interesse
industrial como bioetanol, glicose, proteinas, enzimas, compostos aromaticos, pigmentos,
entre outros. Esses subprodutos séo fontes de carboidratos e sua bioconversdo tem recebido
grande atencdo nos ultimos anos, exibindo caracteristicas econdémicas e operacionais que
conferem vantagens em relacdo aos processos quimicos convencionais (SANTOS et al.,
2011).

Diversos subprodutos agroindustriais, como bagaco de cana de agucar, residuos de
abacaxi (SUHET; FIOREZE, 2011), bagaco de macd (VENDRUSCOLO et al., 2009), e
bagaco do pedunculo de caju (CAMPOS et al., 2005), tém sido usados como substratos para a
producdo de single cell protein e enriquecimento proteico, devido a disponibilidade local e
por representarem uma fonte alternativa de baixo valor comercial.

O aproveitamento desses residuos lignoceluldsicos oriundos da producédo agricola para
producdo de proteina microbiana na forma de biomassa fangica parece ser uma alternativa
pratica e promissora para aumentar o teor proteico e o valor nutritivo do substrato, agregando
valores aos rejeitos agroindustriais. Nos processos de bioconversdo, 0s componentes
principais dos residuos lignocelulésicos, a celulose, a lignina e a hemicelulose, sdo utilizados
pelos fungos como fonte de carbono e energia (OLIVEIRA et al.,, 2007; SILVEIRA;
FURLONG, 2007; VILLAS-BOAS; ESPOSITO; MITCHELL, 2002).

No Brasil, hd leis, normativas e resolucbes que abordam a questdo dos residuos
solidos, sua classificacdo e limites de parametros para sua utilizacdo. A NBR 10004/2004
dispde sobre a classificacdo dos residuos solidos quanto aos seus riscos potenciais ao meio
ambiente e a saude publica, para que possam ser gerenciados adequadamente. E a Lei n°
12.305, de 2 de agosto de 2010, institui a Politica Nacional de Residuos Sdlidos, dispde sobre
seus principios, objetivos e instrumentos, bem como sobre as diretrizes relativas a gestdo
integrada e ao gerenciamento de residuos sélidos, incluidos os perigosos, as responsabilidades
dos geradores e do poder publico e aos instrumentos econémicos aplicaveis. O bagaco de
malte € classificado como residuos sélido de classe Il A, ndo perigosos e ndo inerte, sendo
destinado a racdo animal (ABNT, 2004; BRASIL, 2010).
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A indUstria cervejeira gera quantidades relativamente grandes de subprodutos e
residuos, dentre eles o bagaco de malte. Estima-se que 20 kg de bagaco sdo obtidos a cada
100 litros de cerveja produzida. Investigagdes com o objetivo de melhorar o teor proteico do
bagaco de malte usando o fungo filamentoso Aspergillus oryzae, que foi isolado a partir dos
mesmos (OGUNJOBI; MEJEHA; FAGADE, 2011); e seu uso como ingrediente do substrato
para cultivo do corpo de frutificacdo de Pleurotus ostreatus e producdo da enzima
(GREGORI et al., 2008), ja foram realizadas. O bagaco de malte obteve aumento de 1,5 vezes
no teor de proteina bruta; e foi considerado como substrato adequado para o cultivo de
Pleurotus ostreatus e producdo das enzimas manganés peroxidase e lacase, quando utilizado

uma mistura de 10% de bagaco de malte e 20% de farelo de trigo.

2.2 Bagaco de malte

A cerveja é a bebida obtida pela fermentacéo alcodlica do mosto cervejeiro oriundo do
malte de cevada e agua potavel, por acdo da levedura, com adi¢do de lupulo, onde é permitida
a substituicdo do malte de cevada por outros cereais malteados ou ndo, como o arroz, o trigo e
o milho (BRASIL, 2009). O malte utilizado em cervejaria é obtido usualmente a partir de
cevadas de variedades selecionadas especificamente para esta finalidade. A cevada é uma
graminea do género Hordeum e sua cultura é efetuada em climas temperados sendo cultivada
na America do Sul, principalmente em algumas partes do Rio Grande do Sul e na Argentina
(CARVALHO et al., 2009).

O Brasil ¢é o terceiro produtor mundial de cerveja, com producdo de 13,5 bilhGes de
litros, superado apenas pela China e Estados Unidos (CERVBRASIL, 2015), gerando grandes
volumes de subprodutos como, por exemplo, levedura residual cervejeira e trub (residuo
tirado na filtragdo apds o cozimento, composto de gordura vegetal e proteinas coaguladas).

O bagaco de malte retido apos a separacdo do mosto, constituido basicamente da casca
do grdo de cevada, € o principal subproduto sélido do processo de producéo de cerveja, €
produzido durante todo o ano, correspondendo a aproximadamente 85% do total de
subprodutos gerados por uma cervejaria (MUSSATTO, 2014; STEINER; PROCOPIO;
BECKER, 2015). Sua composi¢do quimica varia de acordo com a variedade de cevada, o
tempo da colheita, as condi¢cbes de maltagem e trituracdo, com a qualidade e tipo de
adjuvantes adicionada no processo e a tecnologia utilizada na fabricagdo de cerveja, para a
obtencdo de cervejas com sabores diferenciados (MUSSATTO, 2014; SANTOS et al., 2003).
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Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados encontrados na literatura para a composic¢ao do
bagaco de malte.

Tabela 1. Composicéo do bagaco de malte (g 100 g™) segundo autores.

Cordeiro, EI-

Componente Aouar e GUSMEo Kaur e Saxena Mussatto e Wang, _Sakoda e
(2012) (2004) Roberto (2006) Suzuki (2001)

Umidade 75,45 80 -85 n.d. n.d.
Proteina 5,67 29,50 15,25 25,2
Lipidios 2,49 6,90 n.d. 6,45

Fibra Bruta 4,15 n.d. n.d. n.d.
Cinzas 1,31 47 4,6 3,67
Celulose n.d. n.d. 16,8 15,57
Hemicelulose n.d. n.d. 28,4 n.d.
Lignina n.d. n.d. 27,8 12,07

n.d. Ndo determinado

Geralmente, o bagaco de malte é descartado diretamente no solo ou usado em aterro
sanitario, no entanto, o subproduto disponivel a baixo ou nenhum custo, tem sido utilizado
atualmente na nutricdo animal, principalmente em racéo para gado, devido ao seu alto teor de
fibra. Pesquisas tém buscado ampliar as aplicagbes deste potencial subproduto, como por
exemplo, incorporacdo na alimentacdo humana, utilizando a farinha do residuo para a
producdo de flocos, pdo integral, biscoitos e snacks, na producdo de energia, em processos
biotecnoldgicos na producdo de substrato para o cultivo de micro-organismos e producéo de
enzimas, como a-amilase, celulase, xilanase, feruloil esterase, lacase e acetil esterase
(ALIYU; BALA, 2011; MUSSATTO, 2014; STEINER; PROCOPIO; BECKER, 2015).

2.3 Fermentacdo em estado solido

A fermentacdo em estado soOlido consiste no desenvolvimento microbiano na
superficie do substrato, no caso de bactérias e leveduras, ou no interior dos mesmos, no caso
de fungos filamentosos, na auséncia ou perto da auséncia de agua livre, porém, o substrato
deve possuir umidade suficiente para auxiliar o desenvolvimento e metabolismo microbiano,
atuando como fonte de carbono e energia, simulando o habitat e as condi¢des naturais de
crescimento do micro-organismo no ambiente (BARRIOS-GONZALEZ, 2012; MONDALA,
2015).
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Sindhu, Pandey e Binod (2015) destacam que a fermentacdo solida oferece varias
vantagens quando comparada ao processo de fermentacdo submersa, tais como a utilizacdo de
subprodutos agroindustriais, que podem conter todos 0s nutrientes necessarios para o
crescimento microbiano; possui menor probabilidade de contaminagdo devido a baixa
umidade e atividade de &gua, produzindo pouco residuo liquido; facil aeracdo devido a
porosidade do material; volume do fermentador menor que o da fermentacdo submersa, tendo
maior produtividade. E as desvantagens estdo relacionadas a limitacdo de micro-organismos
que desenvolvem em umidade reduzida; dificil remocéo do calor metabdlico gerado durante o
desenvolvimento microbiano, especialmente em grande escala; dificil monitoramento dos
parametros do processo; dificil estimativa da biomassa produzida; rendimento inferior devido
a taxa de crescimento especifico menor dos micro-organismos; o pré-tratamento dos suportes
pode ser necessario em alguns casos, podendo modificar negativamente a estrutura do
substrato; e 0s extratos podem estar contaminados com componentes indesejaveis do
substrato.

A selecédo adequada do substrato e do micro-organismo, a otimizacdo dos parametros
do processo e a separacdo e purificacdo dos produtos sdo consideracdes importantes para a
fermentacdo em estado solido (PANDEY, 2003). Alguns fatores como umidade, atividade de
agua, temperatura, pH, aeracao, tamanho da particula, porosidade e a escolha do substrato que
atua como melhor fonte de nutrientes afetam significativamente o desenvolvimento celular e a
formacdo de produto (SAHNOUN et al., 2015).

Os micro-organismos, entre eles os fungos, sdo considerados fonte unicelular de
elevado teor proteico, pois apresentam rapido desenvolvimento e possibilidade de cultivo em
varios tipos de substratos, com a possibilidade de substituir suplementos proteicos
convencionais usados na alimentacdo animal. O frequente aumento dos precos dos
suplementos vegetais utilizados na alimentacdo animal tem despertado grande interesse pelo
aproveitamento destes alimentos ndo convencionais no Brasil. A producdo desse tipo de
proteina € independente de efeitos climaticos e alteracGes ambientais, porém, estes processos
requerem investimentos substanciais de capital e devem ser operados com a maxima
eficiéncia (ARAUJO et al., 2009).

Os fungos desempenham importante funcdo nas industrias de alimentos, pois possuem
diferentes tipos de enzimas capazes de metabolizar misturas complexas de compostos
organicos presentes na maioria dos subprodutos. Os fungos filamentosos compéem o grupo
microbiano com maior numero de espécies e apresentam imensa variedade quanto a

morfologia e quanto aos atributos fisiologicos e bioquimicos. Sendo a linhagem microbiana
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um dos fatores mais importante para o0 sucesso ou fracasso de um processo fermentativo, pois
deve apresentar bom rendimento de producéo, facil cultivo e manutencdo, e manter constancia
fisiologica. (COLEN, 2006; SOUSA, 2009).

O fungo do género Rhizopus pertence ao filo Zigomiceto, ordem Mucorales,
caracteriza-se pelo desenvolvimento rapido em diversos ambientes como solos e vegetais, e as
colénias possuem aparéncia semelhante ao algoddo. A espécie Rhizopus oligosporus tem sido
utilizada como produtor de alimentos fermentados em estado solido, especialmente nos paises
asiaticos, para a fabricacdo de diversos alimentos a base de vegetais fermentados; e na
bioconversdo de subprodutos agroindustriais, para producdo de enzimas, sendo capaz de
colonizar rapidamente esses substratos, uma vez que simula o habitat destes micro-
organismos (MIRANDA, 2014; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O Rhizopus oligosporus é considerado seguro para a aplicacdo na area de alimentos e
recebe a denominacdo GRAS (Generally Regarded as Safe) pela Food and Drug
Administration (FDA) (BOURDICHON et al, 2012). Dentre as principais vantagens no seu
uso estdo a facilidade de manipulacdo, sua habilidade de fermentar uma grande variedade de
matérias-primas de baixo custo e produzir rendimentos elevados de bioprodutos, sendo
importante pela producéo de proteinas com elevada digestibilidade e prevenindo a formacéo
de substancias toxicas (ARAUJO et al., 2011; SOUSA, 2009).

Christen et al. (2000), avaliaram a bioconversdo de bagaco de mandioca, bagaco de
macd, graos de soja e amaranto por fungos do género Rhizopus, produzindo além de
biomassa, compostos volateis como alcoois flavorizantes e ésteres. Os substratos foram
misturados em diferentes proporc¢des, a fim de ter uma variedade na relacdo C/N. O meio de
cultivo influenciou significativamente o desenvolvimento dos fungos do género Rhizopus,

obtendo maior producédo de biomassa com os meios contendo relagdo C/N entre 10 e 21.

2.4 Enriquecimento proteico

Na fermentacdo em estado sélido o substrato além de fornecer nutrientes para 0s
micro-organismos, serve de suporte para o desenvolvimento destes, sendo considerados
substratos ideais, 0s materiais que fornecem todos 0s nutrientes necessarios ao
desenvolvimento celular. Entretanto, em muitos casos, alguns nutrientes encontram-se em
concentragdes abaixo da minima, sendo necesséria suplementacdo do meio. Solucbes de

nutrientes podem ser incorporadas ao substrato solido, visando adequa-lo as condicbes
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nutricionais do micro-organismo para a fermentagéo desejada quando séo utilizadas fontes de
nitrogénio (SANTQOS, 2007).

No enriquecimento proteico, subprodutos agroindustriais sdo utilizados como
substrato por micro-organismos. Para melhor converséo do substrato em single cell protein
(SCP) no processo de fermentagdo sélida, além da fonte de carbono, controle da temperatura,
pH, umidade e oxigenacdo, é necessario o fornecimento de uma fonte de nitrogénio nédo
proteico, o qual promove o aumento do contetdo de proteina na biomassa residual do fungo.
As fontes de nitrogénio mais adequadas para a producdo de SCP sdo amdnia, sais de aménio,
nitratos, ureia e fontes organicas como o0s hidrolisados proteicos. Porém, o excesso de
nitrogénio também pode inibir a sintese de enzimas que degradam a lignina pelo fungo, o
equilibrio da suplementacdo deve ser feito a fim a alcangar a méaxima digestibilidade dos
subprodutos bioconvertidos (BISARIA; MADAN; VASUDEVAN, 1997; CAMPOS et al.,
2005; SUHET; FIOREZE, 2011).

A composicdo da SCP ¢ afetada pelas condi¢Ges de cultivo, especialmente pelo
substrato. A relagdo carbono/nitrogénio (C/N) é uma caracteristica importante quando se quer
avaliar a adequabilidade de um substrato como suprimento de nutrientes, tendo influéncia no
metabolismo do micro-organismo utilizado, alterando as concentracGes e tempo de producao
de determinados produtos. Quando se esgota a concentracdo de nitrogénio, cessa-se O
desenvolvimento do micro-organismo, este por sua vez, continua a utilizar o carbono
presente, porém podendo passar a produzir metabdlitos secundarios e ndo mais primarios
como de inicio (BIER, 2011). Para minimizar o acimulo de substancias de armazenamento e
favorecendo a sintese proteica a relagdo C/N deve ser mantida em torno de 10:1 durante o
desenvolvimento (LITCHFIELD, 1983).

A biomassa € produzida a partir de micro-organismos como: algas, fungos e bactérias,
cuja producao tem contribuido para aumentar o teor proteico do substrato ou para agregar
valores a subprodutos agroindustriais, sendo um parametro fundamental para caracterizacao
do desenvolvimento microbiano em estudos cinéticos de cultivos em estado s6lido (ARAUJO
et al.,, 2011). Dados de biomassa sdo usados para balancear, calcular a produtividade, e
modelagem do processo, sendo essencial para o direcionamento, otimizacdo e aumento de
escala da fermentacdo (STEUDLER et al., 2015).

A producdo industrial em larga escala de biomassa flngica apresenta inlmeras
vantagens, quando comparada aos métodos tradicionais para a producao de proteinas, como a
alta velocidade de desenvolvimento; alto conteddo de proteina; pode ser utilizada grande

diversidade de fontes de carbono alternativas, entre elas os subprodutos agroindustriais; as
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instalagBes para a producéo de proteinas fingicas ocupam pequenas areas e resultam em alta
producdo; e a producdo microbiana independe das variagdes climéticas (SILVEIRA;
FURLONG, 2007).

Métodos fiaveis para quantificacdo da biomassa sdo essenciais para a andlise da
cinética de crescimento dos fungos, porém a quantificacdo direta da biomassa em cultivos
envolvendo fungos filamentosos € bastante dificil, devido a dificuldade de separar o micro-
organismo do substrato, pois 0s fungos penetram e ligam-se firmemente as particulas do
substrato solido (AUGUSTINE; JOSEPH; RAJ, 2006; RUTSATZ, 2006). Isto implica a
utilizacdo de métodos indiretos que sdo ou muito trabalhoso e demorado, ou sé podem
fornecer medicOes de biomassa durante determinados periodos de crescimento (STEUDLER
et al., 2015). Muitos autores tém descrito métodos indiretos para estimar a concentracdo de
biomassa em fermentacdo em estado solido baseado na medicdo do teor de certos
componentes celulares como quitina, ergosterol e proteina. O conteudo dos diferentes
componentes celulares pode alterar significativamente em fungos, dependendo da espécie, das
condicdes de desenvolvimento e idade da cultura (DESGRANGES et al., 1991; OOIJKAAS;
TRAMPER; BUITELAAR, 1998).

A glicosamina, geralmente utilizada como um indicador de desenvolvimento € o
mondmero da quitina, componente da parede celular de fungos e ndo € encontrada em
materiais vegetais, que sdo comumente utilizados como substratos na fermentacdo em estado
solido. Sua determinacdo quantitativa envolve a hidrolise quimica da quitina e quantificacdo
da glicosamina liberada (DALSENTER, 2005).

A precisdo do método depende de se estabelecer um fator de conversao confiavel entre
0 conteudo de glicosamina e o peso seco da biomassa. A principal desvantagem do método é
exatamente que este fator de conversdo varia de acordo com o meio e as condi¢des de cultivo,
e fatores obtidos de cultivos submersos podem néo ser apropriados para o cultivo em meio
s6lido (RUTSATZ, 2006).

2.5 Alimentacdo animal

A utilizagdo de subprodutos agroindustriais na alimentacdo animal é uma alternativa
mais barata, onde o0s recursos estdo prontamente disponiveis para produzir alimentos de boa
qualidade e substituir os ingredientes caros na dieta suplementar tradicional (KAUR;
SAXENA, 2004).



16

Subprodutos da agroindlstria como o bagaco de mac¢d (VENDRUSCOLO et al.,
2009), residuo de abacaxi (LIMA et al., 2012), residuo de café (PIMENTA et al., 2011),
farelo de coco e residuo de goiaba (SANTOS et al., 2009) entre outros, vém sendo avaliados
como fontes alternativas que permitam reduzir o custo da alimentagdo e a dependéncia dos
ingredientes convencionalmente utilizados em ragdes na aquicultura (HISANO et al., 2008).

Para a utilizacdo de um novo ingrediente na racdo, deve se obter informagdes sobre
sua composicdo quimica e valor nutricional. Os niveis adequados para a incorpora¢do na dieta
sdo em funcdo do tipo de animal, da fase produtiva e das caracteristicas climaticas da regido,
devendo ainda levar em consideracdo a melhor maneira de manipulacdo, transporte e
armazenamento do ingrediente (VIEIRA et al., 2006).

Na dieta a ser adotada, deve-se fornecer quantidades adequadas de proteina, lipidios,
carboidratos, vitaminas e minerais, sendo a quantidade de cada um, dependente da
palatabilidade, custo, disponibilidade e a qualidade do ingrediente, determinando niveis
praticos e seguros de inclusdo desses alimentos, além de considerar a disponibilidade regional
e economia de custos (PAIVA, 2010).

A maior parte dos subprodutos e residuos da industria de alimentos sdo pobres em
nutrientes, como proteinas e vitaminas e séo ricos em fibras com baixa digestibilidade. Esses
materiais ndo sdo adequados para 0s animais ndo ruminantes, sendo a utilizacdo de micro-
organismos, principalmente os fungos, para converter subprodutos agroindustriais a fim de
obter produtos com maior valor nutritivo, uma solucdo potencial, especialmente em relacéo
aos teores de proteina e vitaminas, € com o aumento da digestibilidade. Uma vez que 0s
animais ndo ruminantes ndo sdo capazes de metabolizar as fibras naturais que compreendem a
maior parte dos residuos lignoceluldsicos, o processo de bioconversao deve ter por objetivo
transformar estas fibras em componentes digestiveis (VILLAS-BOAS; ESPOSITO;
MITCHELL, 2002).

A fim de determinar o nivel de substituicdo maxima de proteina de farinha de peixe
pela farinha proteica de malte na racdo de alevinos de carpas, Yamamoto et. al (1996)
elaboraram dietas com substituicdo de 20, 40 e 60% na dieta controle, obtendo bons
resultados de crescimento e eficiéncia alimentar nas dietas com 20 e 40%. Graeff, Pruner e
Spengler (2001), quando avaliaram a substituicdo em 0, 33, 66 e 100% do farelo de soja pelo
residuo de cervejaria em alimentacdo de alevinos, encontrou maiores valores de conversao
alimentar nos tratamentos de 100 e 66%, concluindo que o residuo pode ser substituido em até
66% o farelo de soja na alimentacdo de carpa-comum, sem prejuizo de ganho de peso, sendo

que o tratamento com 100% ocasionou menor ganho de peso dos alevinos.
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CAPITULO 2

ARTIGO 1: ENRIQUECIMENTO PROTEICO DO BAGACO DE MALTE POR
Rizhopus oligosporus VIA FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

RESUMO

O bagaco de malte representa, aproximadamente, 85% do total de subprodutos gerados em
uma cervejaria. Constituido por carboidratos, fibras, minerais e baixas quantidades de
proteina, seu aproveitamento limita-se a alimentacdo de ruminantes, no entanto, seu potencial
de aproveitamento deve ser investigado. O aproveitamento deste subproduto pelo emprego de
micro-organismos pelo processo de fermentacdo em estado solido, como o caso do
enriquecimento proteico pela incorporacdo de single cell protein € uma alternativa para
garantir a sustentabilidade além de gerar produtos de interesse comercial. Ante isto, o0 objetivo
deste trabalho foi cultivar o Rhizopus oligosporus no bagaco de malte sob diferentes
umidades iniciais e fontes de nitrogénio visando aumentar o teor proteico do bagaco de malte
fermentado. Apds os 7 dias de fermentacéo foi verificado aumento de 2 e 4 vezes no conteido
de proteina bruta e proteina solGvel, respectivamente, em relacdo ao bagaco de malte in
natura. A cinética do enriquecimento proteico demonstrou a possibilidade da aplicacdo desta
técnica, tornando-se uma Gtima alternativa para seu aproveitamento em dietas para animais de
pequeno porte.

Palavras chave: Bagaco de malte, residuos agroindustriais, fermentacdo em estado soélido,
bioconverséo, proteina microbiana.
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PROTEIN ENRICHMENT OF BREWERY SPENT GRAIN FROM Rhizopus
oligosporus BY SOLID STATE FERMENTATION

ABSTRACT

Brewery spent grain represents approximately 85% of total by-products generated in a
brewery. Consisting of carbohydrates, fiber, minerals and low amounts of protein, the use of
brewery spent grain is limited to the feeding of ruminants; however, its potential use should
be investigated. The reuse of this by-product using microorganisms by solid-state
fermentation process as the case of protein enrichment by single cell protein incorporation is
an alternative to ensure sustainability and generate commercially interesting products. In this
context, the aim of this study was to grow Rhizopus oligosporus in brewery spent grain under
different initial moisture contents and nitrogen sources to increase the protein content of the
fermented material. After 7 days of fermentation, increase of 2 to 4 times in the crude protein
and soluble protein content was verified, respectively, compared to unfermented brewery
spent grain. The Kinetics of protein enrichment demonstrated the possibility of application of
this technique, which can a great alternative for use in diets for small animals

Keywords: Brewery spent grain; agro-industrial residues; solid state fermentation;
bioconversion, microbial protein.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o terceiro produtor mundial de cerveja, com producdo de 13,5 bilhdes de
litros, superado apenas pela China e Estados Unidos (CERVBRASIL, 2015). O bagaco de
malte retido apds a separa¢do do mosto, constituido basicamente da casca do gréo de cevada,
é o principal subproduto solido do processo de producdo de cerveja, é produzido durante todo
0 ano, correspondendo a aproximadamente 85% do total de subprodutos gerados
(MUSSATTO, 2014; STEINER; PROCOPIO; BECKER, 2015).

Geralmente, o bagaco de malte é descartado diretamente no solo ou usado em aterro
sanitario, no entanto, o subproduto disponivel a baixo ou nenhum custo, tem sido utilizado
principalmente para a alimentag&o de ruminantes devido ao seu alto teor de fibra, no entanto,
pesquisas tém buscado ampliar as aplicacBes deste potencial subproduto, como por exemplo,
incorporacdo na alimentacdo humana sob a forma de farinha e flocos na elaboracéo de paes e
biscoitos. Na biotecnologia tem sido aplicado visando a obtencdo de biocombustiveis e
producdo de enzimas, como a-amilase, celulase, xilanase, lacase e acetil esterase (ALIYU;
BALA, 2011; MUSSATTO, 2014; STEINER; PROCOPIO; BECKER, 2015).

O aproveitamento de subprodutos lignoceluldsicos oriundos da producdo agricola para
producdo de proteina microbiana na forma de biomassa fungica, parece ser uma alternativa
pratica e promissora para aumentar o teor proteico e o valor nutritivo do substrato, agregando
valores aos rejeitos agroindustriais, porém a suplementacdo de alguns substratos deve ser
realizada principalmente como forma de adequar a relacdo carbono/nitrogénio (C/N)
(BERNARDI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; SILVEIRA; FURLONG, 2007; VILLAS-
BOAS; ESPOSITO; MITCHELL, 2002).

O processo de enriquecimento proteico em subprodutos agroindustriais pode ser
realizado pela fermentacdo sélida, que possibilita a utilizacdo desses subprodutos como
substrato para o desenvolvimento de micro-organismos (KUMAR; KANWAR, 2012). As
fontes de nitrogénio mais adequadas para a producao de proteina unicelular sdo amonia, sais
de ambnio, nitratos, ureia e fontes organicas como os hidrolisados proteicos. Porém, o
excesso de nitrogénio também pode inibir a sintese de enzimas que degradam a lignina pelo
fungo, o equilibrio da suplementacdo deve ser feito a fim a alcancar a méaxima digestibilidade
dos subprodutos bioconvertidos (BISARIA; MADAN; VASUDEVAN, 1997).

A espécie Rhizopus oligosporus tem sido utilizada como produtor de alimentos

fermentados em estado s6lido; e na bioconversao de subprodutos agroindustriais, sendo capaz
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de colonizar rapidamente esses substratos, uma vez que simula o habitat destes micro-
organismos (MIRANDA, 2014; SABU et al., 2002). O género Rhizopus é especialmente
importante, pela producdo de proteinas com elevada digestibilidade e prevenindo a formagéo
de substancias toxicas, sendo considerado seguro para a aplicacdo na area de alimentos e
recebe a denominacdo GRAS (Generally Regarded as Safe) pela Food and Drug
Administration (FDA) (ARAUJO et al., 2011; BOURDICHON et al., 2012).

Frente a isto o objetivo do trabalho foi 0 enriquecimento proteico do bagaco de malte,
oriundo de microcervejarias, pelo processo de fermentacdo em estado solido, utilizando o

fungo filamentoso Rhizopus oligosporus.
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Os experimentos foram realizados nos laboratérios do Setor de Engenharia de

Alimentos da Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias (UFG) localizado no

municipio de Goiania — GO.

O trabalho foi dividido em trés etapas: i — preparo do bagaco de malte (BM); ii —

fermentacdo em estado sélido do bagaco de malte por Rhizopus oligosporus; e iii — cinética

do processo fermentativo. A Figura 1 representa o fluxograma geral do processo de

fermentacdo em estado sélido do bagaco de malte.
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Figura 1. Fluxograma geral do processo de fermentacdo em estado sélido do bagaco de malte.

2.1 Preparo do bagaco de malte

O bagaco de malte foi cedido pela empresa Reall Chopp, microcervejaria localizada

no municipio de Goiania — GO. O material umido foi desidratado em estufa com circulacdo de

ar, a 65°C + 1°C por 24 horas (~10% base Umida), e armazenado em sacos de polietileno de
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baixa densidade (PEBD), em freezer a -20°C. Para realizagcdo dos experimentos o bagago de

malte foi descongelado até atingir temperatura ambiente (25 + 2°C).

2.1.1 Determinagdes analiticas
A analise granulométrica do bagaco de malte foi realizada pelo peneiramento de 150 g

do bagaco de malte seco em peneiras da série Tyler sob agitacdo mecénica durante 10

minutos. O didmetro médio de particula foi obtido pela equacdo 1. Onde d é o didmetro

médio de Sauter (mm), d,i é o didmetro médio das particulas retidas entre as peneiras (mm) e

731 2)
1.

AX; ¢ a fragdo massica retida na peneira

— 1

dp = « AX, (1)
Et—l.d A
i

A umidade foi determinada por método gravimeétrico em estufa de secagem (ES1A,
Olidef CZ, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo) a 105°C + 5°C até peso constante. A analise de cinzas
foi realizada pelo método de incineragao em mufla (200F, Magnu’s, Belo Horizonte, Minas
Gerais) a 550°C + 10°C por 6 horas. Para determinacdo do pH, o bagaco de malte foi
misturado a agua destilada na proporcéo de 1:10 (g mL™), e ap6s agitacéo realizou leitura em
potencibmetro (MPA210, Instrutemp, Belenzinho, Sao Paulo). A proteina bruta foi
determinada pelo método de micro-Kjeldahl, multiplicando o valor obtido de nitrogénio total
da amostra por 6,25. A determinacdo de lipideos foi realizada em equipamento tipo Soxhlet
(MA486, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo) usando como solvente éter de petroleo. O teor de
carboidratos foi obtido por diferenca, subtraindo-se de cem os valores obtidos de umidade,
cinzas, proteinas, lipideos e fibras (AOAC, 2005). O valor energético foi estimado de acordo
com os valores de conversdo de ATWATER (4 kcal g™ para carboidratos e proteinas e 9 kcal g
! para lipideos) (FAO, 2003).

A concentracdo de proteina soluvel foi determinada pela metodologia descrita por
Lowry, Rosebrough e Farr (1951). A absorbancia lida foi comparada a uma curva padrédo de
soroalbumina bovina (Sigma-Aldrich) em concentracdes variando de zero a 0,3 mg mL™.

A determinacdo de fibra bruta foi realizada a partir de uma amostra seca, a qual foi
submetida a digestdo em béquer com uma solucdo de 200 mL de &cido sulfarico 1,25% (0,225
N) em ebulicdo por 30 minutos, filtrado sob vacuo em funil de Buchner provido de tela de
nailon, com lavagens sucessivas do residuo com &gua fervente até completa neutralizagéo e,
posteriormente, seguiu a digestdo em béquer com uma solucdo de 200 mL de hidroxido de

sodio 1,25% (0,313 N) em ebulicdo por 30 minutos. O material foi filtrado sob vacuo em
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cadinho de Gooch e lavado com agua fervente, e em seguida com aproximadamente 20 mL de
alcool etilico e 20 mL de acetona. O residuo resultante foi levado em estufa a 105°C até peso
constante (4 a 6 horas) e em seguida incinerado em mufla a temperatura de 550°C por 2 horas
(BRASIL, 2013).

As amostras seguiram procedimento de rotina de anélise foliar do Laboratorio Anélise
de Solos e Foliar (LASF) da UFG, para determinacéo do perfil mineral. A extracdo dos teores
de fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe), manganés (Mn), cobre
(Cu) e zinco (Zn), foi utilizada a digestdo nitroperclorica. Apés a digestdo e resfriamento, o
extrato foi transferido para baldo volumétrico de 50 mL e completado com agua destilada
(extrato A). Para determinacdo do P foi utilizado método espectrométrico azul, onde 0,25 mL
do extrato A é transferido para tubos de ensaio e adicionou 4,5 mL de &gua destilada, 10 mL
de molibdato de amdnio diluido e aproximadamente 30 mg de acido ascorbico, como redutor.
Apos 30 minutos foi feita a leitura de transmitancia no espectrofotdmetro de absorcgdo atémica
(3110, Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Para a determinacdo do teor
de K, foram utilizados tubos de ensaio com 0,25 mL do extrato A e adicionado a 4,75 mL de
agua destilada. A leitura foi feita em um fotémetro de chama (FC180, Celm, S&o Caetano do
Sul, Sao Paulo) em que o teor de potéssio foi dado pela leitura direta no aparelho. O Cae o
Mg foram quantificados em espectrofotometro de absorcdo atdmica (3110, Perkin Elmer,
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) com lampada de catodo oco de célcio-magnésio,
com adicdo de lantanio para prevenir interferéncias ocasionais pela presenca de fosfatos e de
aluminio. Os tubos de leitura foram preparados adicionando-se 0,25 mL do extrato A e 4,5
mL de lantanio a 0,22%. A leitura de cada nutriente foi feita separadamente. A determinacao
dos elementos Fe, Mn, Cu e Zn foram realizadas diretamente nos extratos nitropercloricos por
espectrofotometria de absorcdo atbmica (EMBRAPA, 1997).

Fotomicrografias foram realizadas para verificar modificacGes estruturais ocorridas
durante o processo de fermentacdo em estado sélido. As amostras do bagaco de malte foram
desidratas em estufa a 60 °C por 24 horas, esterilizadas em autoclave (121 °C por 15 min), em
seguida, foram colocadas na base de um suporte metalico, onde foram aderidas através de
uma fita adesiva, recobertas com ouro por “sputtering” e analisadas em um microscopio
eletrbnico de varredura (Jeol, JSM — 6610), equipado com EDS, Thermo scientific NSS
Spectral Imaging, sendo entdo obtidas as fotomicrografias. Esta analise foi realizada no
Laborat6rio Multiusuario de Microscopia de Alta Resolucéo (LabMic) da UFG.

O teor de carbono organico total, hidrogénio e nitrogénio foram realizados por

combustdo a seco em Analisador Elementar (CHNS/O PE2400 Série 1), pelo Laboratério de
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Andlise Elementar, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais,
localizado no municipio de Belo Horizonte — MG. Este equipamento usa um método de
combustdo para converter os elementos medidos em gases simples, 0s quais sdo detectados

por um sensor de termocondutividade e convertidos em porcentagem do elemento.

2.2 Micro-organismo

O fungo Rhizopus oligosporus CCT 4134, foi obtido da Colecdo de Culturas Tropical
da Fundacdo André Tosello localizada no municipio de Campinas — SP. A manutencdo da
linhagem foi realizada em tubos de ensaio contendo meio &gar batata dextrose (PDA)
inclinado, incubados em estufa BOD a 25°C por um periodo de 7 dias e armazenados em
refrigerador a 4°C para uso posterior, sendo repicado a cada 30 dias.

A obtencdo do indéculo foi realizada segundo metodologia proposta por Ogunjobi,
Mejeha e Fagade (2011) e Paris et al. (2012). O micro-organismo, mantido em tubos de
ensaio contendo PDA, foi transferido para inocular garrafas de Roux contendo 150 mL do
meio de cultura PDA, previamente autoclavadas (121°C por 15 min) e incubadas a 25°C por 7
dias. Os esporos foram raspados da superficie das garrafas com agua destilada esteril, sendo
em seguida filtrado em gaze estéril, recuperados em frasco e mantidos a 4°C. A concentracao
de esporos na suspensdo foi estimada pela contagem em microscopio usando Camara de

Neubauer.

2.3 Fermentacdo em estado solido

Os experimentos utilizando o cultivo em meio sélido foram realizados para avaliar o
enriquecimento proteico do bagaco de malte pelo fungo Rhizopus oligosporus tendo como
respostas a quantidade de proteina bruta, proteina solivel, pH e umidade. Cada espécie
apresenta melhor desenvolvimento e/ou melhor producdo em materiais com relacdo C/N
especifica, sendo a suplementacdo de alguns substratos realizada principalmente como forma
de adequar essa relacdo (BERNARDI et al.,, 2007). Levando em consideracdo essas
exigéncias nutricionais, foram realizados experimentos visando determinar o maior aumento
proteico, estudando as variaveis umidade inicial (50, 60, 70%) em base Umida e a

suplementacdo de fontes de nitrogénio (sulfato de amdnio, ureia e nitrato de sodio). As
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massas de substrato e os volumes da solugdo aquosa de nitrogénio e da solucdo de esporos
foram calculados por balangos de massa, de forma a garantir uma umidade inicial do meio
fermentativo pré-determinada para cada ensaio. O bagaco de malte desidratado foi
umidificado com agua destilada contendo a fonte de nitrogénio em solucdo, levando em
consideracdo 0 volume da suspensdo de esporos a ser adicionado. A concentracdo de
nitrogénio adicionada, das diferentes fontes de nitrogénio, foi padronizada em 1% (p/p) em
meio seco. A fermentacdo foi realizada com 100 g de bagaco de malte umido em frascos de
Erlenmeyer de 500 mL, cobertos com tampéo de algodao, esterilizados em autoclave a 121°C
por 15 minutos e resfriados a temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionada uma
suspensdo de esporos contendo uma concentracio padréo de 2x10° esporos g™ de meio seco.
Os frascos foram agitados manualmente para homogeneizacdo e acondicionados em estufa
BOD a 25°C por 7 dias.

Os tratamentos foram denominados bagaco de malte (BM), bagago de malte
fermentado por Rhizopus oligosporus sem suplementacdo de nitrogénio, com suplementacgéo
de sulfato de amdnio, com suplementacdo ureia e com suplementacdo de nitrato de sddio
(BMF, BMS, BMU, BMN, respectivamente).

A cinética do processo fermentativo do bagaco de malte por Rhizopus oligosporus foi
realizado com a melhor condicdo determinada pelo experimento de enriquecimento proteico,
seguindo o mesmo processo de fermentacdo. Os frascos foram acondicionados em estufa
BOD a 25°C por 18 dias, sendo retirado um frasco a cada dois dias para realizacdo das

analises de umidade, pH, proteina soltvel e glicosamina.

2.3.1 Determinac@es analiticas

Foram realizadas as determina¢cfes de umidade, cinzas, pH, proteina bruta, extrato
etéreo, carboidratos, valor energético, proteina soluvel, fibra bruta, perfil de minerais e
microscopia eletronica de varredura conforme as metodologias apresentadas no item 2.1.1.

Pela dificuldade da determinacdo da biomassa, optou-se pela estimativa de forma
indireta, pela quantificacdo do desenvolvimento celular, utilizando o teor de glicosamina do
bagaco fermentado. A concentracdo de glicosamina foi determinada pela metodologia descrita
por Aidoo; Hendry; Wood (1981). A absorbancia lida em espectrofotdmetro a 530 nm foi
comparada a uma curva padrdo de glicosamina (SERVA Electrophoresis GmbH) em

concentracdes variando de zeroa 0,2 g L™,
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2.4 Planejamento experimental

No experimento foi realizado um planejamento experimental fatorial completo 32 para
avaliar o efeito das varidveis independentes (fonte de nitrogénio e umidade inicial) por meio
das respostas (proteina bruta e proteina sollvel), utilizando metodologia de superficie de
resposta. Na Tabela 1 estdo apresentados os niveis codificados para as variaveis em estudo. A

analise estatistica foi realizada através do Software Statistica 7.0.

Tabela 1. Niveis do planejamento experimental fatorial 3.

Niveis Fonte de nitrogénio Umidade (%)
-1 Sulfato de amdnio 50
0 Ureia 60
+1 Nitrato de s6dio 70
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados médios obtidos na analise granulométrica para massa retida em cada
peneira, os valores da fracdo massica e a fracdo massica acumulada ap6s a agitacdo sdo
apresentados na Tabela 2. Com esses valores foi possivel determinar o didmetro médio de
Sauter, obtendo-se diametro médio de 2,24 mm para o bagaco de malte, observando que
aproximadamente 70% da amostra corresponde a particulas com tamanho maior que 2 mm.

A distribuicdo granulométrica com o uso de peneiras é bastante comum por sua
praticidade, porém é mais adequado para particulas que apresentam formato préximo a uma
esfera. O bagaco de malte, assim como o bagaco de cana, é formado basicamente de
particulas com formato proximo ao de um cilindro, porém, ha a possibilidade de se colher
particulas cilindricas de diversos comprimentos em cada peneira, sendo que o que limita esta
situacdo € o didmetro das particulas, que tem que ser menor que o orificio da peneira
(CORREA, 2003), pois por mais fina que a particula seja, ela pode apresentar alguma das

outras dimensBes maior do que a abertura da peneira e ndo passar para a peneira subsequente.

Tabela 2. Distribuicdo granulométrica do bagaco de malte.

Tvler Aberturada  Diametro medio Massa Fracdo em Fracdo em
(n{esh) peneiraD;  das particulas Dy; Retida (g) massa retida massa
(mm) (mm) g (AX) acumulada (X;)
+5 4,00 4,00 7,97 0,0531 0,0531
-5+9 2,00 3,00 101,59 0,6772 0,7303
-9+12 1,41 1,705 24,48 0,1632 0,8935
-12+16 1,00 1,205 11,68 0,0779 0,9714
-16 + 24 0,71 0,855 3,10 0,0207 0,9921
-24 + 32 0,50 0,605 0,68 0,0045 0,9966
-32+100 0,15 0,325 0,43 0,0028 0,9995
- 100 0 0,075 0,08 0,0005 1,0000

A analise elementar do bagaco de malte apresentou resultados de carbono, hidrogénio
e nitrogénio de 45,66 + 0,03, 7,24 + 0,09 e 3,84 + 0,14 g 100g™, respectivamente. Os
resultados obtidos na composi¢do do bagago de malte, subproduto de microcervejaria, e das
fermentagcdes com umidade inicial proxima a umidade in natura do bagago de malte, estdo
apresentados na Tabela 3. Houve aumento quanto aos teores de cinza, proteina bruta, extrato

etéreo e fibra bruta, porém néo se observa diferenga quanto a composi¢do mineral. Resultados
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semelhantes quanto & composi¢do do bagago de malte foram observados por Anigbogu
(2003), Mussatto e Roberto (2006) e Ogunjobi, Mejeha e Fagade (2011) e Wahab, Shahedur e
Takashi (2009). Os resultados de minerais do bagaco de malte quando comparados aos
apresentados por Mussatto e Roberto (2006), que avaliaram o subproduto obtido a partir de
um processo que utiliza 100% de malte (sem adicdo de adjunto), s@o semelhantes em
magnésio e zinco, e superiores quanto a célcio, fosforo, potéssio, cobre, ferro e manganés

As diferencas apresentadas entre os valores obtidos neste estudo e os da literatura séo
perfeitamente compreensiveis quando se sabe que a composicdo centesimal do bagaco de
malte é funcdo de diversos fatores, tais como: variedade da cevada, o tempo de colheita, 0s
cereais utilizados na maltagem, o processo tecnolégico empregado na cervejaria, condicdes de
moagem e mosturacao, dentre outros (CORDEIRO, 2012).

A umidade final ndo apresentou diferencas significativas durante a fermentacéo (dados
ndo mostrados). Experimentos com maiores quantidades de &gua resultaram no aumento do
pH no decorrer da fermentacdo (Figura 2). Foi possivel observar que os valores de pH dos
substratos da fermentacdo aumentaram, com excecdo da fermentacdo com adicdo de sulfato
de amodnio, fato também observado por Hsu et al. (2013) onde afirmam que este
comportamento pode estar relacionado a liberagdo de NH;" e OH™ com a decomposicio dos

compostos nitrogenados.
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Figura 2. pH final do bagaco de malte suplementado por diferentes fontes de nitrogénio na

fermentacdo por Rhizopus oligosporus CCT 4134.
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Tabela 3. Composicdo do bagaco de malte e do bagaco de malte suplementado com diferentes fontes de nitrogénio e fermentado por Rhizopus

oligosporus CCT 4134.

Componente (g 100 g7) BM BMF" BMS" BMU- BMN-
Umidade 72,54 + 0,49 4,74 +0,01 6,01 0,07 4,68 + 0,08 3,03 £0,03
Proteina Bruta 17,96 + 0,21 26,25 + 0,22 32,90 + 0,63 32,10 + 2,57 27,41 + 0,57
Extrato etéreo 4,21 +0,05 3,41 £0,19 3,50 £ 0,12 4,25 + 0,09 2,62 + 0,04
Cinzas 3,41 + 0,04 4,42 +0,07 3,88 £ 0,02 4,23 + 0,02 5,70 + 0,03
Fibra Bruta 9,77 +0,30 21+ 0,00 14,6 + 0,70 18,2 + 0,00 17,00 + 2,12
Carboidrato 60,01 + 0,32 40,18 + 0,46 39,10 + 0,57 38,08 + 0,63 44,23 + 1,27
Valor Energético (Kcal g™) 349, 81 + 1,56 296,43 + 0,69 319,52 + 1,68 313,87 + 1,70 310,18 + 6,08
Minerais (g.100 g~)

Célcio 0,05 0,05 0,06 0,08 0,06
Fosforo 1,01 1,26 1,07 1,10 0,81
Magnésio 0,19 0,29 0,24 0,31 0,25
Potassio 2,66 1,92 2,10 1,28 1,36
Cobre 0,05 0,05 0,06 0,05 0,05
Ferro 0,28 0,22 0,19 0,25 0,23
Manganés 0,03 0,03 0,04 0,04 0,04
Zinco 0,02 0,03 0,02 0,03 0,02

Resultados expressos em base seca. “Amostras da fermentacéo com 70% de umidade ap6s secagem em estufa a 65°C por 24 horas.
BM — Bagaco de malte, BMF — Bagaco de malte fermentado por R. oligosporus sem suplementagdode nitrogénio, BMS — Bagaco de malte fermentado por R. oligosporus
com suplementacdo de sulfato de aménia, BMU — Bagaco de malte fermentado por R. oligosporus com suplementacdo de ureia, BMIN — Bagaco de malte fermentado por R.
oligosporus com suplementacéo de nitrato de sédio.
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A proteina soluvel (Figura 3) apresentou maiores valores quando a umidade inicial foi
de 70%, representando aumento de 10,5, 10,7 e 16,8% para as fermentacbes com
suplementacdo de ureia, nitrato de sédio e sulfato de aménio, respectivamente, em relacéo a
fermentacdo controle, sem adicdo de fonte de nitrogénio, na mesma umidade, e aumento
médio de 4 vezes em relacdo ao bagaco de malte. No entanto, o maior aumento foi com a
suplementacdo de nitrato de sodio na umidade de 60%, com valor correspondente a 28,4%
mais proteina solivel comparada a fermentacdo controle na mesma umidade.

A proteina bruta (Figura 4) teve seu maior resultado no experimento com
suplementacdo de sulfato de amonio e umidade inicial de 50%, representando aumento de
aproximadamente 95% de proteina em relacdo ao bagaco de malte sem tratamento. Porém,
todos os resultados mostraram-se eficiente quanto ao aumento do teor proteico do bagaco de
malte, sendo que ndo houve diferenca significativa quando comparado as suplementacfes nos
teores de umidade de 60 e 70%. O valor médio de aumento no teor proteico no bagaco de
malte fermentado por Rhizopus oligosporus, com umidade inicial em 70%, foi de

aproximadamente 1,7 vezes, quando comparado com o bagaco de malte ndo fermentado.
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Figura 3. Proteina soluvel final do bagaco de malte suplementado por diferentes fontes de

nitrogénio na fermentacao por Rhizopus oligosporus CCT 4134.
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Figura 4. Proteina bruta final do bagaco de malte suplementado por diferentes fontes de
nitrogénio na fermentacao por Rhizopus oligosporus CCT 4134.

O enriquecimento proteico do bagaco de malte em termos de proteina solivel foi
semelhantes aos encontrados por Vendruscolo et al. (2009) que utilizaram umidade inicial de
70% no tratamento bioldgico do bagaco de macé pelo fungo Gongronella butleri, realizados
com adicdo de nitrato de sédio e ureia e por Araudjo et al. (2011) onde observaram que a
umidade inicial de 60% e temperatura de 40 °C aumentou consideravelmente a quantidade de
proteina soltvel da farinha de sementes de mangaba fermentada por Rhizopus oryzae. Ja os
resultados de proteina bruta sdo semelhantes aos apresentados por Silveira e Furlong (2007),
Campos et al. (2005) e Ogunjobi, Mejeha e Fagade (2011), que observaram aumento em
proteina de aproximadamente 2 vezes nas melhores condicdes de seus trabalhos. Albuquerque
(2003), Aradujo et al. (2011) e Correia, Magalhdes e Macédo (2007) obtiveram maior aumento
proteico em niveis de proteina bruta, devido a maior suplementacdo da fonte de nitrogénio.
Niveis de enriquecimento proteico muito superiores foram observados por Hsu et al. (2013),
com condic@es iniciais de 65% de umidade, pH 6,8 e suplementacdo de sulfato de aménio
para ajustar a relacdo C/N na faixa de 10 a 20, na fermentacdo de capim-elefante e capim-
pangola com Bacillus subtilis H8 e Entrophospora sp. NP1.

Na Tabela 4 é possivel observar o desenvolvimento do Rhizopus oligosporus no
substrato de bagago de malte. Em todas as fotos, estdo em sequéncia os frascos de Erlenmeyer
com bagaco de malte fermentado sem adigdo de fonte de nitrogénio, fermentado com sulfato
de aménio, fermentado com ureia e fermentado com nitrato de sodio. A fermentagdo com

nitrato de sddio apresentou, visualmente, maior esporulacdo e menor teor proteico quando
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comparado as demais suplementac6es de nitrogénio. Por outro lado, a fermentacdo com ureia
apresentou menor esporulacdo do que as fermentacdes com outras suplementacdes e sem
adicdo de fonte de nitrogénio, a qual diminuiu também com o aumento da umidade,
produzindo maior teor de proteina microbiana.

Quando as condicbes de cultivo ndo sdo adequadamente controladas ou quando o
substrato é consumido até limitar as atividades metabdlicas, o micro-organismo pode
desencadear processos como a esporulacdo, reducdo no crescimento ou morte celular (LIMA,
2009). Lareo et al. (2006) e Suhet e Fioreze (2011), indicaram que a esporulagdo na
fermentacdo em estado solido, ocorre quando o metabolismo glicidico diminui ou
imediatamente apds o esgotamento da glicose no meio.

A Figura 5 apresenta a superficie de resposta e curva de nivel para o planejamento
experimental fatorial 3% as quais indicaram a existéncia de uma regifo 6tima relacionada aos
fatores fonte de nitrogénio e umidade inicial do meio de cultivo para o enriquecimento
proteico do bagaco de malte fermentado com Rhizopus oligosporus ao nivel de proteina
soluvel e proteina bruta. Observa-se que a producgéo de proteina solivel possui maior aumento
quando utilizado os trés niveis de fontes de nitrogénio e a umidade inicial de 60 e 70%.
Enguanto a proteina bruta possui maior aumento quando utilizado as fontes de nitrogénio
sulfato de amonio e ureia nos trés niveis de umidade. Estes resultados ndo indicam valores
fixos, mas identificam faixas de operacdes.

Na Figura 6, pelo Diagrama de Pareto, pode-se observar que a umidade inicial e a
fonte de nitrogénio sdo fatores significativos no intervalo de confianca de 95% para as
respostas proteina soluvel e proteina bruta, respectivamente, no processo de fermentacdo do
bagaco de malte. Observa-se que a umidade linear, fonte de nitrogénio e interacdo entre os
fatores possui efeito positivo sobre a resposta proteina solivel, desta forma, o aumento da
umidade nas trés fontes de nitrogénio, resulta no aumento da proteina solivel do bagaco de
malte fermentado por Rhizopus oligosporus. Enquanto que para resposta proteina bruta, a
fonte de nitrogénio é o efeito de maior importancia para o processo, pelo valor negativo, o
maior valor de proteina bruta é atingida para o menor nivel (-1) da fonte de nitrogénio (sulfato

de amdnio).



Tabela 4. Imagens do crescimento do fungo Rhizopus oligosporus CCT 4134 em bagaco de malte nas diferentes umidades.

1 dia 3 dias 7 dias
BMF BMS BMU BMN BMF BMS BMU BMN BMF BMS BMU
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Figura 5. Superficie de resposta e curva de nivel para o enriquecimento proteico em termos de

proteina soluvel (a) e proteina bruta (b) do bagaco de malte fermentado com Rhizopus
oligosporus CCT 4134, para os fatores fonte de nitrogénio e umidade inicial.
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Figura 6. Diagrama de Pareto para o enriquecimento proteico em termos de proteina soltvel
(a) e proteina bruta (b) do bagaco de malte fermentado com Rhizopus oligosporus CCT 4134,
para os fatores fonte de nitrogénio e umidade inicial.

O emprego de fungo na fermentacdo em estado sélido do bagaco de malte viabiliza a
obtencdo de um concentrado proteico, que pode ser utilizado como fonte alternativa para
aproveitamento de subprodutos da industria cervejeira. Com o intuito de verificar a cinética
de crescimento e alteragcbes microscopicas provocadas pelo fungo Rhizopus oligosporus no
bagaco de malte, foram escolhidas as suplementacbes com sulfato de aménio, pois
apresentaram os melhores resultados para o enriquecimento proteico.

Utilizando a técnica de microscopia eletronica de varredura, foi observada a estrutura
do bagaco de malte e do bagaco de malte fermentado, inteiro e moido, por Rhizopus
oligosporus, com suplementacéo de sulfato de aménio e 70% de umidade inicial. Na Figura 7
as fotomicrografias obtidas representam a estrutura do bagaco de malte inteiro, e do bagaco de
malte fermentado inteiro e moido. O processo de fermentacdo em estado s6lido ndo provocou
diferenca na estrutura do bagaco de malte, observado ao aumento de 30 vezes.

Foi observado que a estrutura do bagaco de malte fermentado praticamente nédo sofre
alteracdes, porém os esporos foram capazes de se imobilizar no bagaco de malte. Esse
fendmeno também foi encontrado por Dragone (2007) utilizando o bagaco de malte como
suporte para a imobilizacdo das leveduras para a fermentacdo primaria para produgdo de
cervejas de altas densidades por processo continuo, revelando que a distribuicdo das células
na superficie do suporte ocorreu de forma heterogénea, com acumulos locais de biomassa
dentro de fissuras, poros e fibras entrelagadas, 0 que sugere a existéncia de sitios preferenciais

de ligagéo.
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Figura 7. Fotomicrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura das amostras de

bagaco de malte inteiro com aumento de 30 vezes (A); e com aumento de 1000 vezes (B);
bagaco de malte fermentado, por Rhizopus oligosporus, com suplementacdo de sulfato de
amonio e 70% de umidade inicial, e moido com aumento de 1000 vezes (C); bagaco de malte
fermentado, por R. oligosporus, com suplementacdo de sulfato de amdnio e 70% de umidade
inicial, inteiro com aumento de 1000 vezes (D). As setas indicam 0s esporos de Rhizopus
oligosporus CCT 4134.

De acordo com os resultados e as condigdes estabelecidas nas fermentacdes
preliminares, foi acompanhada a cinética de desenvolvimento do fungo Rhizopus oligosporus
em bagaco de malte suplementado com sulfato de aménio, com umidade inicial de 50, 60 e
70% por um periodo de 18 dias, sendo realizadas amostragens a cada dois dias. As amostras
foram analisadas determinando-se umidade, pH, proteina solvel e biomassa.

A umidade inicial foi ajustada em 50, 60 e 70%, e na cinética de fermentagdo em
estado sélido (Figura 8) teve um ligeiro aumento durante os 18 dias, principalmente na
umidade inicial de 50%, que ao final do experimento teve aumento de aproximadamente 20%.
Amorim (2011), na producéo de lipase em meio contendo farelo de cacau, observou que teve
diminuicdo da umidade durante a fermentagéo, enquanto Bier (2011) observa que a umidade
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do meio manteve-se quase constante durante o processo fermentativo, entretanto a partir do
quinto dia o teor de umidade aumenta devido a incorporacdo da umidade do ar atingindo seu

apice no altimo dia de fermentacéo.
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Figura 8. Cinética da umidade do bagaco de malte durante o periodo de fermentacdo em

estado solido por Rhizopus oligosporus CCT 4134 em diferentes umidades inicialis.

O pH néo foi ajustado para controle inicial, no entanto, observa-se que inicialmente
sua concentracdo reduziu nos primeiros 4 dias de fermentacdo, aumentando gradativamente
até o final da andlise cinética (Figura 9), fato esse que também foi observado Bier (2011).
Segundo Santos (2000), algumas espécies de fungos possuem uma caracteristica
autorreguladora de pH do substrato, ou seja, a tendéncia é de que se estabilize no valor de pH
6timo, independentemente do valor de pH inicial, que varia de acordo com o substrato e o

micro-organismo.
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Figura 9. Cinética do pH do bagaco de malte durante o periodo de fermentacdo em estado

solido por Rhizopus oligosporus CCT 4134 em diferentes umidades iniciais.

Em todas as fermentacdes a producdo de proteina soluvel (Figura 10) aumentou ao
longo do tempo de fermentacdo, atingindo valores maximos no sexto dia. Estes resultados
podem ser explicados pelo aumento da atividade microbiana do Rhizopus oligosporus pelo
aumento da concentracdo de glicosamina (Figura 10) que representa a evolucdo da
concentracdo celular e, consequentemente, o aumento da atividade metabolica do micro-
organismo no bagaco de malte. O valor maximo de glicosamina foi 1,4 mg g™ de meio seco
no quarto dia sob a condicdo de umidade inicial de 60%, observando diminuicdo da
concentracdo apds esse dia, fato ndo observado nos experimentos com umidade inicial de 50 e
70%. Apesar das estimativas indiretas de quantificacdo de biomassa pela determinacdo do teor
de glicosamina ou ergosterol serem dificeis de serem interpretadas, os resultados foram

satisfatorios para a analise e interpretacdo dos resultados.
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Figura 10. Cinética da proteina solvel do bagaco de malte durante o periodo de fermentacéo
em estado sélido por Rhizopus oligosporus CCT 4134 em diferentes umidades iniciais.
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Figura 11. Cinética da concentracdo de glicosamina do bagaco de malte durante o periodo de
fermentacdo em estado solido por Rhizopus oligosporus CCT 4134 em diferentes umidades

iniciais.
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4 CONCLUSAO

O enriquecimento proteico do bagaco de malte pelo Rhizopus oligosporus CCT 4134
proporcionou aumento de aproximadamente 2 vezes em relacdo ao teor de proteina bruta e 4
vezes em relacdo ao teor de proteina sollvel, demonstrando a potencialidade deste residuo
agroindustrial para adicdo em alimentacdo animal. Além do aumento proteico, a fermentacéo
em estado solido foi capaz de promover pequeno aumento no teor de fibra bruta, cinzas e
extrato etéreo, porém ndo provocou aumento no perfil mineral, quando comparado ao bagago
de malte ndo fermentado. Niveis mais altos de proteina foram encontrados em suplementacédo
de sulfato de amonio e ureia na umidade de 70%, 0 que seria mais vantajoso, pois pode

diminuir o processo de secagem do bagaco de malte para posterior enriquecimento proteico.



47

REFERENCIAS

AIDOQO, K. E.; HENDRY, R.; WOOD, B. J. B. Estimation of Fungal Growth in a Solid State
Fermentation System. European Journal of Applied Microbiology and Biotechnology,
Berlin, v. 12, p. 6-9, 1981.

ALBUQUERQUE, P. M. Estudo da producéo de proteina microbiana a partir do bagaco
de macd. 2003. 92 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Alimentos) - Centro
Tecnoldgico, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2003.

ALIYU, S.; BALA, M. Brewer’s spent grain: A review of its potentials and applications.
African Journal of Biotechnology, Nairobi, v. 10, n. 3, p. 324-331, jan., 2011.

AMORIM, G. M. Fermentacao de farelo de cacau por Aspergillus niger para obtencéo de
lipase e biomassa para alimentacédo animal. 2011. 60 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia de Alimentos) — Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Itapetinga, Bahia,
2011.

ANIGBOGU, N. M. Supplementation of dry brewer’s grain to lower quality forage diet for
growing lambs in southeast Nigeria, Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, South
Korea, v. 16, n. 3, p. 384-388, 2003.

AOAC. Association of Official Analytical Chemists. Official Methods of Analysis. 15. ed.
Arlington: AOAC, 2v. 2005.

ARAUJO, K. B.; SANTOS, R.C. A.; SOUZA, F. M.; AQUINO, L. C. L. Enriquecimento
proteico da farinha de sementes de mangaba com Rhizopus oryzae: otimizacdo utilizando a
metodologia de superficie de resposta. Tecnologia & Ciéncia Agropecuaria, Jodo Pessoa, V.
5, n. 4, p. 45-50, 2011.

BERNARDI, E.; DONINI, L. P. ; MINOTTO, E. ; NASCIMENTO, J. S. Utilizacao de
Diferentes Substratos para a Producdo de Indculo de Pleorotus ostreatoroseus Sing. Revista
Ciéncia Agrondmica, Fortaleza, v. 38, n. 1, p.84-89, 2007.

BIER, M. C. J. Producao de compostos de aroma através da biotransformacao do
limoneno por fermentacdo em estado sélido utilizando residuo natural de laranja como
substrato. 2011. 103 f. Dissertacdo (Mestrado em Processos Biotecnoldgicos) — Setor de
Tecnologia, Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Federal do Parand, Curitiba,
2011.


http://www.researchgate.net/journal/0171-1741_European_Journal_of_Applied_Microbiology_and_Biotechnology
http://www.ajas.info/

48

BISARIA, R.; MADAN, M.; VASUDEVAN, P. Utilization of agro-residues as animal feed
through bioconversion. Bioresource Technology, Barking, v. 59, n. 1, p. 5-8, 1997.

BOURDICHON, F.; CASAREGOLA, S.; FARROKH, C.; FRISVAD, J. C.; GERDS, M. L.;
HAMMES, WALTER P.; HARNETT, J.; HUYS, G.; LAULUND, S.; OUWEHAND, A,
POWELL, I. B.; PRAJAPATI, J. B.; SETO, Y.; SCHURE, E. T.; BOVEN, A. V,
VANKERCKHOVEN, V.; ZGODA, A.; TUUTELAARS, S., HANSEN, E. B. Food
fermentations: Microorganisms with technological beneficial use. International Journal of
Food Microbiology, Amsterdam, v. 154, p. 87-97, 2012.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Sindicato Nacional da
IndUstria de Alimentacdo Animal. Compéndio brasileiro de alimentacdo animal.
Sindiragdes, 2013.

CAMPOS, A. R. N.; SANTANA, R. A. C.; DANTAS, J. P.; OLIVEIRA, L. S. C,; SILVA, F.
L. H. Enriquecimento proteico do bagaco do pedunculo de caju por cultivo semi-solido.
Revista de Biologia e Ciéncia da Terra, Campina Grande, v. 5, n. 2, 2005.

CERVBRASIL. Associacédo Brasileira da Industria da Cerveja. Anuario 2014 do Setor
Cervejeiro. Disponivel em <http://www.cervbrasil.org.br/> Acesso em: 8 jun. 2015.

CORDEIRO, L. G.; EL-AOUAR, A. A.; GUSMAO, R. P. Caracterizacio do bagaco de malte
oriundo de cervejarias. Revista Verde de Agroecologia e Desenvolvimento Sustentavel,
Mossoro, v. 7, n. 3, p. 20-22, 2012.

CORREA, J. L. G. Discussio de Parametros de Projeto de Secadores Ciclonicos. 2003.
169 f. Tese (Doutorado em Engenharia Mecanica) - Faculdade de Engenharia Mecanica,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Sao Paulo, 2003.

CORREIA, R.; MAGALHAES, M.; MACEDO, G .Protein enrichment of pineapple waste
with Saccharomyces cerevisiae by solid state bioprocessing. Journal of Scientific &
Industrial Research, New Delhi, v. 66, p. 259-262, 2007.

DRAGONE, G. Fermentacéo primaria para producao de cervejas de altas densidades
por processo continuo utilizando leveduras imobilizadas em bagaco de malte. 2007. 140
f. Tese (Doutorado em Biotecnologia Industrial) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena, S&o Paulo, 2007.

EMBRAPA. Manual de Métodos de Analise de solo. 22 ed. Rio de Janeiro: Embrapa, 1997.
212 p.


http://www.cervbrasil.org.br/

49

FAO. Food energy — methods of analysis and conversion factors. Food and Agriculture
Organization of the United Nations, Rome, 2003.

HSU, P. K;; LIU, C. P.; LIU, L. Y.; CHANG, C. H.; YANG, S. S. Protein enrichment and
digestion improvement of napiergrass and pangolagrass with solid-state fermentation.
Journal of Microbiology, Immunology and Infection, Taipei, v. 46, p. 171-179, 2013.

KUMAR, A.; KANWAR, S. S. Lipase Production in Solid-State Fermentation (SSF): Recent
Developments and Biotechnological Applications. Dynamic Biochemistry, Process
Biotechnology and Molecular Biology, Takamatsu, v. 6, p. 13-27, 2012.

LAREO, C.; SPOSITO, A. F. ; BOSSIO, A. L. ; VOLPE, D. C. Characterization of growth
and sporulation of Mucor bacilliformis in solid state fermentation on an inert support.
Enzyme and Microbial Technology, Guildford, v. 38, p. 391-399, 2006.

LIMA, T. Modelo de inferéncia para a estimacao da umidade do leito de um biorreator
de fermentacéo no estado solido. 2009. 166 f. Dissertacdo (Mestre em Engenharia Quimica)
— Universidade Federal do Parana, Curitiba, 20009.

LOWRY, O. H.; ROSEBROUGH, N. J.; FARR, A. L. Protein measurement with the Folin
Phenol reagent. The Journal of Biological Chemistry, Baltimore, v. 193, p. 265-275, 1951.

MIRANDA, J. C. Bioconverséo energetica da folha e bagaco de mandioca pelo fungo
Rhizopus oligosporus para obtencéo de alimento funcional. 2014. 77 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Biologicas) - Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
Julio de Mesquita Filho, Rio Claro, SP, 2014.

MUSSATTO, S. I. Brewer's spent grain: a valuable feedstock for industrial applications.
Journal of the Science of Food and Agriculture, Londres, v. 94, n.7, p. 1264-1275, 2014.

MUSSATTO, S. I.; ROBERTO, I. C. Chemical characterization and liberation of pentose
sugars from brewer’s spent grain. Journal of Chemical Technology and Biotechnology,
Oxford, v. 81, p. 268-274, 2006.

OGUNJOBI, A. A.; MEJEHA, O. K.; FAGADE, O. E. Protein Enrichment of Brewery Spent
Grains Using Aspergillus oryzae. AU Journal of Technology, Bangkok, v. 15, n. 1, p. 53-56,
jul., 2011.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/jsfa.2014.94.issue-7/issuetoc

50

OLIVEIRA, M. A.; DONEGA, M. A; PERALTA, R. M; SOUZA, C. G. M. Producdo de
indculo do cogumelo comestivel Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quélet — CCB19 a partir de
residuos da agroindustria. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 27, p. 84-87,
2007.

PARIS, L. D.; SCHEUFELE, F. B.; TEIXEIRA JUNIOR, A.; GUERREIRO, T. L.; HASAN,
S. D. M. Producéo de complexos enzimaticos por A. niger a partir de soja por fermentacdo em
estado sélido. Acta Scientiarum, Maringd, v. 34, n. 2, p. 193-200, 2012.

SABU, A.; SARITA, S.; PANDEY, A.; BOGAR, B.; SZAKACS, G.; SOCCOL, C. R. Solid-
state fermentation for production of phytase by Rhizopus oligosporus. Applied Biochemistry
and Biotechnology, Amsterdam, v. 102-103, p. 251-260, 2002.

SANTOS, V. M. C. S. Contribuicéo ao estudo da producéo de Pleurotus spp. Em residuos
lignocelulosicos. Dissertagdo de Mestrado. 2000. 141 f. Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianopolis, 2000.

SILVEIRA, C. M.; FURLONG, E. B. Caracterizacdo de compostos nitrogenados presentes
em farelos fermentados em estado solido. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, V.
27, n.4, p. 805-811, 2007.

STEINER, J.; PROCOPIO, S.; BECKER, T. Brewer’s spent grain: source of value-added
polysaccharides for the food industry in reference to the health claims. European Food
Research and Technology, Berlin, v. 241, n. 3, p. 303-315, 2015.

SUHET, M. |.; FIOREZE, R. Producdo de proteina unicelular a partir do residuo da
industrializacdo do abacaxi utilizando fermentacdo em estado semissolido. Revista Brasileira
de Tecnologia Agroindustrial, Ponta Grossa, v. 05, n. 02: p. 584-592, 2011.

VENDRUSCOLO, F.; RIBEIRO, C. S.; ESPOSITO, E.; NINOW, J. L. Tratamento biolégico
do bagaco de macé e adicdo em dietas para alevinos. Revista Brasileira de Engenharia
Agricola e Ambiental, Campina Grande, v. 13, n. 04, p.487-493, 2009.

VILLAS-BOAS, S. G.; ESPOSITO, E.; MITCHELL, D. A. Microbial conversion of
lignocellulosic residues for production of animal feeds. Animal Feed Science and
Technology, Amsterdam, v. 98, p. 1-12, 2002.

WAHAB, K. A.; SHAHEDUR, R. M.; TAKASHI, A. Application of malt residue in
submerged fermentation of Bacillus subtilis. Journal of Environmental Sciences
Supplement, p. 33-35, 2009.


mailto:susanne.procopio@tum.de
http://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/journal/217
http://link-springer-com.ez49.periodicos.capes.gov.br/journal/217

51

CAPITULO 3

ARTIGO 2: FERMENTACAO EM ESTADO S(’)LIDO~ DO BAGACO DE MALTE
POR Rhizopus oligosporus E ADICAO NA ALIMENTACAO DE Oreochormis niloticus

RESUMO

O aproveitamento de subprodutos pelo emprego da fermentacdo em estado sélido tem
recebido consideravel atencdo por parte da indlstria alimenticia, por ser uma alternativa
pratica e promissora para aumentar o teor proteico e o valor nutritivo dos subprodutos do
processamento industrial. Diante disso, o objetivo do trabalho foi o enriquecimento proteico
do bagaco de malte por fermentacdo em estado solido pelo fungo Rhizopus oligosporus e
adicdo em dietas de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). Foram utilizados 120 juvenis,
distribuidos em 24 caixas que representa os seis niveis de adi¢do (0, 2, 4, 6, 8 e 10%) do
bagaco de malte fermentado e quatro repeticbes de cada tratamento. Os peixes foram
alimentados com racdo peletizada durante 67 dias e avaliados quanto ao desempenho
produtivo, o peso final, ganho de peso, consumo de racdo, conversdo alimentar aparente, taxa
de crescimento especifico, sobrevivéncia, indice de gordura visceral, indice hepatossomatico e
parametros hematologicos e bioguimicos do sangue. N&o houve diferenca significativa nos
parametros de desempenho produtivo e parametros hematologicos e bioquimicos dos juvenis
de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). A proteina produzida pelo fungo filamentoso
Rhizopus oligosporus durante enriquecimento proteico do bagaco de malte permite sua
utilizacdo como suplemento proteico em dietas para juvenis de tilapia do Nilo, com adicdo de
até 10%, sem comprometer o desempenho produtivo e parametros sanguineos da espécie,
representando um destino Util para o subproduto.

Palavras chave: single cell protein, fermentacdo em estado solido, alimentacdo de peixes
tildpia do Nilo, residuos agroindustriais.
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SOLID STATE FERMENTATION OF SPENT MALT BY Rhizopus oligosporus AND
ADITION ON Oreochormis niloticus FEEDING

ABSTRACT

The use of by-products through solid state fermentation has received considerable attention
from the food industry, as a practical and promising alternative to increase the protein content
and nutritional value of by-products from industrial processing. Thus, this study was aimed at
protein enrichment of brewery spent grain by solid state fermentation with fungus Rhizopus
oligosporus to be added in diets of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). One hundred and
twenty juveniles were used, distributed in 24 boxes representing the six levels of addition (0,
2, 4, 6, 8 and 10%) of fermented brewery spent grain and four replications of each treatment.
Fish were fed with pelleted feed for 67 days and evaluated for productive performance, final
weight, weight gain, feed intake, apparent feed conversion, specific growth rate, survival,
visceral fat index, hepatosomatic index, hematological parameters and blood biochemistry.
There was no significant difference in productive performance, hematological and
biochemical parameters of juvenile Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The protein produced
by filamentous fungus Rhizopus oligosporus during protein enrichment of brewery spent
grain allows its use as a protein supplement in diets for juvenile Nile tilapia, with the addition
of up to 10% without compromising productive performance and blood parameters of the
species, representing a useful destination for this by-product.

Keywords: Single cell protein; state solid fermentation, fish feeding; Nile tilapia;
agroindustrial residues.
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1 INTRODUCAO

O bagaco de malte representa aproximadamente 85% dos residuos solidos gerados em
uma cervejaria. Rico em fibras e sais minerais, este subproduto é gerado apés a separacdo do
mosto cervejeiro (MUSSATTO, 2014; STEINER; PROCOPIO; BECKER, 2015). Este
residuo geralmente é doado para agricultores para utilizad-lo como adubo organico ou como
suplemento alimentar em dietas para ruminantes, no entanto, estudos tém sido realizados
buscando a valoracao deste residuo.

E rico em fibras e sais minerais, mas pobre em proteinas, o que muitas vezes limita sua
aplicacdo em dietas de animais que ndo sejam ruminantes, no entanto, pelo cultivo de micro-
organismos como os fungos filamentosos que possuem versatilidade em sua adaptacdo, é
possivel aumentar o conteddo proteico deste material pela bioconversdo de nutrientes do
bagaco de malte em proteina microbiana, possibilitando sua aplicagdo como suplemento em
dietas de animais de pequeno porte, como no caso da alimentacédo de peixes.

Bagaco de macd (VENDRUSCOLO et al., 2009), bagaco de cana-de-acticar (APAS et
al., 2008), sorgo (HONGZHANG et al., 2012), abacaxi (SUHET; FIOREZE, 2011), mangaba
(CORREIA; AQUINO, 2012), caju (HOLANDA et al., 1998), tomate (ABDOLLAHZADEH
et al., 2010) e mandioca (BOONOP et al., 2009) tém sido utilizado como substratos no
enriquecimento proteico destes materiais visando a suplementacdo em dietas para animais.

O processo de enriquecimento proteico em subprodutos agroindustriais pode ser
realizado pela fermentacdo solida, que possibilita a utilizacdo desses subprodutos como
substrato para o desenvolvimento de micro-organismos (KUMAR; KANWAR, 2012), a fim
de obter produtos com maior valor nutritivo, especialmente em relacdo aos teores de proteina
e vitaminas, e com o aumento da digestibilidade (VILLAS-BOAS; ESPOSITO; MITCHELL,
2002). A producdo de single cell protein para alimentacdo animal estd sendo considerada
como uma via de producdo de alimentos alternativos, as quais eliminam as restricdes sazonais
e variacOes climaticas que existem em muitas safras agricolas, pois a selecdo de micro-
organismos pode ser baseada no valor nutricional e no contetido proteico (ARAUJO et al.,
2009).



54

A alimentacdo dos peixes é um dos aspectos de maior importancia na aquicultura, pois
apresenta relagcdo direta com o desempenho, salde e custos de producao. Tildpias apresentam
grande habilidade em digerir e aproveitar alguns destes alimentos alternativos, sendo que
dietas formuladas quase que exclusivamente com produtos de origem vegetal, tém sido usadas
sem prejuizo ao seu desempenho (KUBITZA, 2011). O desempenho da tilapia do Nilo
depende dos ingredientes utilizados, além dos aspectos técnicos. Portanto, a busca por
ingredientes alternativos, bem como a sua concentracdo torna-se muito importante, quando se
pretende avaliar a inclusdo de um novo ingrediente na ragcdo (PIMENTA et al., 2011).

Com o intuito de estudar a utilizagdo de alimentos alternativos na substituicdo de
ingredientes tradicionais em dietas para peixes, o objetivo deste trabalho foi enriquecer
proteicamente o bagaco de malte pelo cultivo do fungo filamentoso Rhizopus oligosporus em
fermentagdo em estado solido e adicionar o material fermentado em dietas de tilapias do Nilo

(Oreochromis niloticus).
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho pode ser dividido em trés etapas: i — preparo do bagago de malte (BM); ii —
enriquecimento proteico do bagaco de malte por Rhizopus oligosporus; e iii — Realizagédo de
testes bioldgicos em juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). A Figura 1 representa
o fluxograma geral do processo de fermentacdo em estado sélido do bagaco de malte para
adicdo em racdo de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

-
Secagem do BM

(estufaa 65°C = 1°C |:>
por 24 h)

Y

Umidificagdo do
BM/adigao de fonte
de nitrogénio

O

Fermentagio do BM
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Figura 1. Fluxograma geral do processo de fermentacdo em estado solido do bagaco de malte

para adicdo em dietas de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

2.1 Preparo do bagaco de malte

O bagaco de malte foi cedido pela empresa Reall Chopp, microcervejaria localizada

no municipio de Goiania — GO. O material tmido foi desidratado em estufa com circulagdo de

ar, a 65°C + 1°C por 24 horas (~10% base Umida), e armazenado em sacos de polietileno de
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baixa densidade (PEBD), em freezer a -20°C. Para realizagcdo dos experimentos o bagago de

malte foi descongelado até atingir temperatura ambiente (25 + 2°C).

2.2 Fermentacdo em estado sélido

O fungo filamentoso Rhizopus oligosporus CCT 4134, foi obtido da Colecdo de
Culturas Tropical da Fundacdo André Tosello localizada no municipio de Campinas — SP. A
manutencdo da linhagem foi realizada em tubos de ensaio contendo meio &gar batata dextrose
(PDA) inclinado, incubados em estufa BOD a 25°C por um periodo de 7 dias e armazenados
em refrigerador a 4°C para uso posterior, sendo repicado a cada 30 dias.

A obtencdo do inoculo foi realizada segundo metodologia proposta por Ogunjobi,
Mejeha e Fagade (2011) e Paris et al. (2012). O micro-organismo, mantido em tubos de
ensaio contendo PDA, foi transferido para garrafas de Roux contendo 150 mL do meio de
cultura PDA, previamente autoclavadas (121°C por 15 min) e incubadas a 25°C por 7 dias. Os
esporos foram raspados da superficie das garrafas com agua destilada estéril, sendo em
seguida filtrado em gaze estéril, recuperados em frasco e mantidos a 4°C. A concentracao de
esporos na suspensao foi estimada pela contagem em Camara de Neubauer.

O bagaco de malte foi umidificado com agua destilada até 70% contendo sulfato de
amonio, levando-se em consideracao a adicdo de 1% de N (1 g de nitrogénio para cada 100 g
de bagaco de malte seco). Cerca de 300 g de bagaco de malte umido foram colocados em
frascos de Erlenmeyer de 1000 mL, cobertos com tampédo de algodédo, esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 min e resfriados a temperatura ambiente. O meio de cultivo foi
inoculado com 2x10° esporos g* de meio seco. Os frascos foram agitados manualmente para
homogeneizacdo e acondicionados em estufa a 25°C por 7 dias. O bagaco de malte
fermentado foi desidratado em estufa, a 65°C + 1°C por 24 horas ou até atingir umidade
inferior a 10% (base umida), moido em liquidificador, até obtencdo de po, e armazenado em

sacos de polietileno de baixa densidade a -20°C.

2.3 Preparo das dietas

Foram elaboradas seis dietas isoproteicas com 36% de proteina (Tabela 1) contendo O,

2, 4, 6, 8 e 10% de bagaco de malte fermentado pelo R. oligosporus. As dietas foram
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formuladas com o software Super Crac e apds pesagem e homogeneizacdo dos ingredientes
foi adicionada &gua a 55°C na proporg¢do de 40% (v/p). A mistura foi peletizada em picador
de carne (CAF, modelo 22 S, ciclagem 60 Hz) e desidratada em estufa com ventilacdo forcada
a 55°C £ 1°C, durante 24 horas, sendo posteriormente desintegrada em didmetros entre 4 e 5
mm e armazenadas em sacos de polietileno de baixa densidade a -20°C.

A fonte proteica da ragdo foi de origem vegetal, com seis niveis crescentes de adicdo
do bagaco de malte fermentado por Rhizopus oligosporus CCT 4134 nas concentracdes de 0,
2,4, 6, 8 e 10%, constituindo os tratamentos RO, R2, R4, R6, R8 e R10, respectivamente.

Tabela 1. Composicdo das dietas administradas aos juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus).

Ingrediente (g 100g™) RO R2 R4 R6 RS R10
Farelo de Soja 55,41 54,50 53,58 52,59 51,76 50,84
Farelo de Trigo 33,90 32,41 30,91 29,54 27,92 26,43
Bagaco de malte fermentado 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Oleo de soja 4,37 4,76 5,15 5,56 5,93 6,32
Fosfato bicalcico 2,41 2,41 2,41 2,41 2,41 2,41
Calcario calcitico 1,77 1,78 1,79 1,75 1,81 1,82
Premix 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
DL-metionina 0,67 0,68 0,69 0,68 0,71 0,72
L-lisina HCI 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44 0,44
L-triptofano 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Butil hidroxi tolueno 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Sal (NaCl) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

2.4  Testes biologicos

Os experimentos foram conduzidos por 67 dias, no periodo de maio a agosto de 2015,
no Setor de Piscicultura da Universidade Federal de Goias (UFG), no municipio de Goiania —
Goids, que se localiza a uma latitude sul de 16° 40’ 22” e longitude de 49°15° 29 a oeste de
Greenwich, com altitude média de 730 m.

Foram utilizados 120 juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), revertidos
sexualmente, com peso médio de 68 + 5 g, distribuidos aleatoriamente em 24 unidades
experimentais (seis tratamentos com quatro repeticbes). Cada unidade experimental foi

representada por uma caixa de polipropileno (780 x 560 x 410 mm) com capacidade total de
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130 L cada, providas de fluxo individual para troca total da 4&gua com vazdo de 100 L h™. O
sistema de producdo de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) esta representado
na Figura 2. Os tanques foram instalados a céu aberto, cobertos com tela para evitar
predadores e conter os peixes. A agua utilizada era proveniente de uma represa da UFG,

conduzida por tubulagdo e estocada em uma caixa d’agua e distribuida para as caixas apos

passagem pelo filtro de brita.

Figu’fai ‘. (A anques distribuidos a céu

]

aberto com

B ; ‘ﬂ 1 AT ‘l"’

\

caixas internas onde se realizou o

experimento. (B) detalhe da entrada e saida de agua da caixa interna.

Os juvenis de tilapia foram alimentados ad libitum, duas vezes por dia, as 9h00min e
as 16h00min por arragoamento manual, determinando como momento de saciedade aparente
quando os peixes apresentavam pouca atividade na superficie da &gua. O consumo das racdes
foi controlado por pesagem da racéo oferecida, mensurado diariamente por meio da pesagem
do recipiente utilizado no armazenamento da racdo e individualmente designado para cada
unidade experimental. A limpeza das caixas foi realizada a cada trés dias por meio de
sinfonagem, com renovagdo de 30% da &gua, para retirar excesso de racdo e fezes
acumuladas. O trabalho foi executado de acordo com as normas éticas para pesquisa
envolvendo animais e foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFG,
registrado sob Protocolo n. 081/14.
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2.4.1 Parametros biométricos

A cada quinze dias 0s peixes permaneceram em jejum por 12 horas, para realizacdo da
biometria. Todos os peixes foram pesados e medidos individualmente para avaliar o ganho de
peso, comprimento, altura, biomassa, taxa de sobrevivéncia e taxa de conversao alimentar. A
pesagem foi feita em balanca (Urano, POP-S 20/2) e o comprimento (extremidade cranial até
0 pedunculo caudal) e atura foram medidas com paquimetro digital. Os peixes que
ocasionalmente morreram foram pesados, sendo o0 peso utilizado para a corregédo do consumo
de racdo e do indice de conversao alimentar aparente. O ganho de peso médio foi calculado
pela diferenca entre o peso inicial e peso final dos peixes de cada unidade experimental. O
consumo de racdo por unidade foi obtido pela quantidade da racdo pesada durante o
experimento, corrigido pela mortalidade. A converséo alimentar aparente foi determinada pela
razdo do consumo de racdo pelo ganho de peso médio. A taxa de crescimento especifico em
peso (g 100g™ ao dia) foi determinada pelo [(In peso final — In peso inicial) + periodo] x 100.
O indice de gordura visceral foi determinado pela razdo do peso da gordura pelo peso do
peixe, multiplicado por 100, e o indice hepatossomatico pela razédo do peso do figado pelo
peso do peixe, multiplicado por 100. A taxa de sobrevivéncia foi determinada pela razéo entre

o numero final e o nimero inicial de peixes, multiplicado por 100.

2.4.2 Andlises sanguineas

Ao término do experimento, 0s peixes permaneceram em jejum por 24 horas para o
esvaziamento do trato digestivo e foi utilizado um peixe de cada caixa para insensibilizacéo
por eugenol (50 mg L™) e, apds estarem completamente sedados, foram realizadas as coletas
de sangue por puncdo no vaso caudal, com auxilio de seringas descartaveis de 5 mL sem
anticoagulantes para determinacdo dos parametros hematolégicos e bioquimicos. Uma
aliquota foi transferida pra microtubos (Guangzhou Improve Medical Instruments,
Guangzhou, China) de 0,5 mL contendo EDTA K2 para determinacdo dos parametros
hematoldgicos. A contagem do numero de eritrocitos e leucocitos foi realizada pelo método
do hemocitdmetro, em camara de Neubauer, com solu¢do de Natt e Harick (1952). A
concentracdo de hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método da cianometahemoglobina,
com o kit comercial (Doles®, Goiania, GO), por analise colorimétrica, e seguindo as
recomendagdes de Santos (2011), ao indicar que logo apds o repouso da diluicdo para a
determinagdo da hemoglobina os tubos devem e foram centrifugados a 2500 rmp por cinco
minutos, em seguida encaminhados para a leitura em espectrofotbmetro, neste caso, 0

semiautomatico modelo BIO 2000 (BIOPLUS®, Barueri. Sdo Paulo), essa centrifugagdo



60

previa é necessaria na intencdo de minimizar as interferéncias de possiveis residuos de
parasitas e de restos nucleares que podem ficar dispersos no preparo e durante a realizacéo da
leitura. A percentagem de hematocrito (Htc) foi determinada pelo método do
microhematdcrito, de acordo com Goldenfarb et al. (1971) e Santos (2011). Posteriormente,
foram calculados os indices hematimétricos, conforme Wintrobe (1934), como descritos a
seguir: Volume corpuscular médio [VCM = (Htc x 10)/eritrdcitos]; hemoglobina corpuscular
média [HCM = (Hb x 10)/eritrdcitos]; concentracdo de hemoglobina corpuscular média
[CHCM = (Hb/Htc) x 100]. A diferenciacdo dos leucdcitos (heterofilos, eosindfilo, basofilo,
linfocitos, e mondcitos), contagem de trombdcitos e avaliacdo da morfologia das hemacias,
foram obtidas mediante leitura dos esfregagos sanguineos corados com corante hematologico
Pandtico réapido. A contagem diferencial foi realizada em microscopio utilizando-se aumento
100x em Gleo de imersdo. Outra aliquota de sangue foi transferida pra tubos para coleta de
sangue de 4ml com gel separador (Zhejiang Gongdong Medical Plastic Factory, Zhejiang,
China), logo apos a espera de 30 minutos para o inicio da retracdo do coagulo os tubos foram
acondicionados em macrocentrifuga refrigerada para a centrifugacdo a 2800 rpm por 5
minutos a temperatura de 25°C, para a obtencdo do soro e realizagdo das analises
bioguimicas: albumina, colesterol total, colesterol HDL, triglicerideos, calcio, fosforo,
proteina, glicose, ureia, creatinina e acido Urico, todos determinados por ensaio enzimatico-
colorimétrico com kits comerciais padronizados (Labtest®, Lagoa Santa, MG) e
imediatamente foram analisadas em analisador bioquimico automatico modelo CM 200

(Wiener lab®, Roséario. Argentina).

2.4.3 Anadlise do figado e filé

Ao término do experimento, 0S peixes permaneceram em jejum por 24 horas para o
esvaziamento do trato digestivo e um peixe de cada caixa foi selecionado aleatoriamente e
insensibilizado em agua e gelo, na propor¢cdo de 1:1 (0°C). Os peixes foram pesados e
sacrificados por demedulacdo, abertos ventralmente para retirada das visceras e dissecacao
dos 6rgéos. O figado e a gordura visceral foram removidos e pesados. Os dados referentes aos
pesos dos 6rgaos foram utilizados para calcular o indice hepatossomatico e o indice de
gordura visceral.

Proteinas totais e lipideos foram quantificados no figado e no tecido muscular que foi
retirado da lateral esquerda, acima da linha lateral, com dimens6es aproximadas de 20 x 10
mm, sendo congelados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em ultrafreezer

(Panasonic, MDF-U56VC) a -80°C. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo
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método de Lowry, Rosebrough e Farr (1951) apds precipitacdo e solubilizacdo das proteinas
totais segundo metodologia empregada por Milligan e Girard (1993). A absorbancia lida foi
comparada a uma curva padrdo de soroalbumina bovina (Sigma-Aldrich). Os lipideos totais
foram extraidos de acordo com a metodologia de Folch, Less e Stanley (1957) adaptada por
Parrish (1999) para amostras de organismos aquaticos. A partir desse extrato os lipideos totais
foram determinados pelo método de Frings et al., (1972), utilizando-se como padréo 6leo de
figado de bacalhau (Sigma-Aldrich). A fim de avaliar as altera¢cdes de proteina e lipideos nos
tecidos musculares e hepéaticos, compararam-se os resultados obtidos no experimento a peixes
alimentados, nas mesmas condi¢fes experimentais, com racdo comercial (VB Alimentos),

denominados como tratamento RC.

2.4.4 Qualidade da agua

A &gua dos tanques foi monitorada diariamente quanto a temperatura e semanalmente
quanto ao pH, oxigénio dissolvido e aménia total. O pH foi determinado diretamente em
potencibmetro (MPAZ210, Instrutemp, Belenzinho, Sdo Paulo), o oxigénio dissolvido foi
medido em oximetro digital (Alfakit, AT 150), a aménia foi quantificada pela utilizacdo de
kits colorimétricos (Spectro Kit Amonia Indotest — CAd. 2542) e a temperatura foi medida

com termdmetro com bulbo de mercurio.

2.5 Determinac0es analiticas

2.5.1 Composicdo proximal

O bagaco de malte ndo fermentado, o bagaco de malte fermentado e as dietas foram
submetidos a determinacdo da composicdo proximal. A umidade foi determinada por método
gravimétrico em estufa de secagem (ES1A, Olidef CZ, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo) a 105°C *
5°C até peso constante. Cinzas foram determinadas pelo método de incineracdo em mufla
(200F, Magnu’s, Belo Horizonte, Minas Gerais) a 550°C £ 10°C por 6 horas. O pH foi
determinado pela adicdo de 1 g em 10 mL de agua destilada e ap6s agitacdo foi realizada a
leitura em potencibmetro (MPA210, Instrutemp, Belenzinho, Sdo Paulo). Proteina bruta foi
determinada pelo método de micro-Kjeldahl, multiplicando o valor obtido de nitrogénio total
por 6,25. Lipideos foram quantificados em Soxhlet (MA486, Marconi, Piracicaba, Sdo Paulo)
usando como solvente éter de petroleo. O teor de carboidratos foi obtido por diferenca,

subtraindo-se de cem os valores obtidos de umidade, cinzas, proteinas, lipideos e fibras.



62

Todas as metodologias seguiram as recomendagdes da AOAC (2005). O valor energético foi
estimado de acordo com os valores de converséo de ATWATER: 4 kcal g para carboidratos e
protefnas e 9 kcal g para lipideos (FAO, 2003).

A determinacéo de fibra bruta foi realizada a partir de uma amostra seca, a qual foi
submetida a digestdo em béquer com uma solucdo de 200 mL de &acido sulfurico 1,25% em
ebulicdo por 30 min, filtrado sob vacuo em funil de Buchner provido de tela de nailon, com
lavagens sucessivas do residuo com &gua fervente até completa neutralizacdo e,
posteriormente, seguiu a digestdo em béquer com uma solucdo de 200 mL de hidréxido de
sodio 1,25% em ebulicdo por 30 min. O material foi filtrado sob vacuo em cadinho de Gooch
e lavado com agua fervente, e em seguida com aproximadamente 20 mL de alcool etilico e 20
mL de acetona. O residuo resultante foi levado em estufa a 105 °C até peso constante (4 a 6
horas) e em seguida incinerado em mufla a temperatura de 550 °C + 10°C por 2 horas
(BRASIL, 2013).

2.5.2 Minerais

Para a quantificacdo da concentracdo de fdésforo, potassio, calcio, magnésio, ferro,
manganés, cobre e zinco, o bagaco de malte foi digerido com é&cido nitroperclorico. A
determinacdo de Fe, Mn, Cu e Zn foram realizadas diretamente nos extratos nitropercloricos
em espectrofotdmetro de absorcdo atdmica (Perkin Elmer 3110, Waltham, Massachusetts,
USA). Calcio e magnésio e foram determinados em espectrofotbmetro de absorcdo atdbmica
(Perkin Elmer 3110, Waltham, Massachusetts, USA) com lampada de catodo oco de célcio-
magnésio, com adicdo de lantanio para prevenir interferéncias ocasionais pela presenca de
fosfatos e de aluminio e o fosforo foi quantificado pelo método espectrométrico azul em
espectrofotbmetro de absorcdo atdmica. A quantificacdo de potassio foi realizada em
fotdbmetro de chama (FC180, Celm, Sdo Caetano do Sul, Sdo Paulo) (EMBRAPA, 1997).

2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos dos experimentos foram analisados estatisticamente por analise de

variancia e as médias de cada tratamento foram comparadas pelo teste Tukey, adotando nivel

de significancia de 5% de probabilidade, utilizando o programa Assistat 7.7.



63

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo do bagaco ndo fermentado e do bagagco fermentado pelo Rhizopus
oligosporus esta apresentada na Tabela 2. A fermentacdo em estado solido do bagago de malte
por R. oligosporus apresentou maior quantidades de proteina bruta e fibra bruta,
representando aumento proteico de 1,8 vezes em relagdo ao bagago de malte ndo fermentado,
por outro lado percebe-se a reducéo na concentracdo de carboidratos de 60,01+ 0,32 g 100g™
para 39,10 + 0,57 g 100g™, resultado da atividade microbiana no substrato sélido. Resultados
semelhantes de aumento de proteina por fermentacdo em estado solido sdo apresentados por
Silveira e Furlong (2007), Campos et al. (2005) e Ogunjobi, Mejeha e Fagade (2011). Os
resultados de minerais do bagaco de malte foram semelhantes aos apresentados por Mussatto
e Roberto (2006). As diferencas apresentadas entre os valores obtidos neste estudo e os da
literatura sdo perfeitamente compreensiveis quando se sabe que a composicdo centesimal do
bagaco de malte é funcdo de diversos fatores, tais como: variedade da cevada, o tempo de

colheita, os cereais utilizados na maltagem, o processo tecnoldgico empregado na cervejaria.

Tabela 2. Composicdo do bagaco de malte desidratado e do bagaco de malte fermentado com

Rhizopus oligosporus CCT 4134.

Componente (g 100g™) BM BMF
Umidade 4,64 + 0,02 6,01 £ 0,07
Proteina bruta 17,96 £ 0,21 32,90 + 0,63
Extrato etéreo 4,21 +£0,05 3,50 +0,12
Cinzas 3,41 +£0,04 3,88 £ 0,02
Fibra Bruta 9,77 £0,30 14,6 £ 0,70
Carboidrato 60,01 + 0,32 39,10 + 0,57
Calcio 0,05 0,06
Fosforo 1,01 1,07
Magnésio 0,19 0,24
Potéassio 2,66 2,10
Cobre 0,05 0,06
Ferro 0,28 0,19
Manganés 0,03 0,04
Zinco 0,02 0,02
Valor Energético (Kcal g™) 349,81 +1,56 319,52 + 1,68

BM — Bagaco de malte; BMF — Bagaco de malte fermentado por R. oligosporus. Resultados expressos em base
seca.
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A composi¢do proximal das diferentes dietas para juvenis de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) com adicdo do bagago de malte fermentado por R. oligosporus nas
concentragbes de 0, 2, 4, 6, 8 e 10% estd apresentada na Tabela 3. As dietas foram
balanceadas quanto aos niveis exigidos e ndo teve diferenca significativa quanto aos teores de
umidade, proteina bruta, extrato etéreo, fibra bruta, fosforo e nutrientes digestiveis totais.

As respostas biométricas de massa corpdrea, comprimento e altura estdo apresentadas
nas Figuras 3, 4 e 5, respectivamente. Essas varidveis ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos, porém os individuos do grupo controle (RO) apresentaram
maiores valores em relag@o aos outros tratamentos, o que pode ser explicado pela maior taxa
de mortalidade (Tabela 4), resultando como sobreviventes peixes com desempenho maior. A
auséncia de diferenca entre os tratamentos quanto a massa corpérea pode ser explicada pela
grande variacdo dos dados, visualizada pelos coeficientes de variacdo quase sempre iguais ou
superiores a 10%. Esse crescimento heterogéneo pode ser explicado pela hierarquia de
dominancia da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) por meio de confrontos agressivos
gerando estresse social, sendo os submissos mais afetados pelo estresse que os dominantes,
podendo haver reducdo do crescimento do submisso devido ao aumento da taxa metabdlica
(CORREA et al., 2003).
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Figura 3. Média e desvio padrdo da massa corpdérea dos juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) submetidas as dietas contendo diferentes quantidades de bagaco de

malte fermentado por Rhizopus oligosporus CCT 4134.
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Tabela 3. Composicdo proximal das dietas para juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com adicdo do bagaco de malte fermentado

por Rhizopus oligosporus CCT 4134 nas concentracdes de 0, 2, 4, 6, 8 e 10%.

1 Tratamentos

Componente (g 100g°) RO R2 R4 R6 RS R10
Umidade 4,60 + 0,14 4,35 +0,21° 4,80 + 0,28° 4,30 + 0,14° 4,20 +0,14° 4,55 + 0,07
Proteina Bruta 36,05 + 0,64° 35,25 + 1,06° 36,25 + 0,35° 37,25 + 1,06° 37,15 + 0,49° 35,10 + 1,27°
Extrato etéreo 6,80 + 0,14° 6,45 + 0,49 6,40 + 0,28° 6,65 + 0,35 6,80 + 0,28° 7,30 + 0,14°
Fibra Bruta 4,75 + 0,07 4,70 +0,14° 5,00 + 0,14° 5,05 + 0,07° 4,80 +0,14° 5,15 + 0,21°
Cinzas 8,05 + 0,07*° 8,15 + 0,07% 7,85+ 0,07° 8,20 + 0,14% 8,30 + 0,14 8,10 + 0,14%
Calcio 1,52 +0,02° 1,75+ 0,07 1,63 + 0,04 1,55 + 0,07° 1,83 + 0,04 1,64 + 0,03%°
Fosforo 1,24 + 0,012 1,25 + 0,07° 1,20 + 0,03 1,27 + 0,02 1,21 + 0,012 1,22 +0,03%
NDT 80,25 + 0,21° 80,10 + 0,71° 79,60 + 0,42° 79,95 + 0,49° 80,25 + 0,21° 80,55 + 0,21°
Carboidrato (g 100g™) 39,75 + 0,49° 41,10 + 0,71° 39,70 + 0,14° 38,55 + 0,78° 38,75+ 0,07° 39,80 + 1,13°
Valor Energético (kcal kg?)  3644,00 + 7,07* 3634,50 + 30,41 3614,00 + 16,97 3630,50 + 20,51 3648,00 + 8,49 3653,00 + 7,07°

Resultados expressos em base seca. NDT (Nutrientes Digestiveis Totais) = (Proteina Digestiva + Fibra Bruta + Extrato Etéreo Digestivo + Extrato Ndo Nitrogenado
Digestivo). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. n = 4.

Tabela 4. Desempenho produtivo de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com as diferentes racdes ao final de 67 dias.

Variavei Tratamentos

arlavels RO R2 R4 R6 RS R10
Peso final (g) 88,50 £ 6,61 80,00 £ 7,20 81,83 £9,98 86,20 £1296 79,97 £11,05 78,98 + 13,90
Ganho de peso (Q) 21,60 + 7,04 16,13 + 5,33 20,73 £ 5,90 11,87 + 6,58 14,36 + 8,61 15,97 £11,80
Consumo de ragéo (g peixe™) 46,18 +6,52 60,49+11,27 51,48 +17,77 53,55+ 11,32 54,53 £11,01 48,46 £ 6,03
Conversdo alimentar aparente 2,40 £ 1,00 4,10 £ 0,70 2,70 £ 0,80 3,00+ 1,50 510+2,70 5,00 £ 3,90
TCE (g 100g™ a0 dia) 0,41 +0,12 0,32+ 0,10 0,41+0,11 0,41 +0,18 0,35+0,11 0,40 £ 0,19
Indice de gordura visceral (g 100g™) 0,46 £0,33 0,40 £0,32 0,42 £ 0,24 0,32 £0,23 0,32 +£0,17 0,33+£0,21
Indice hepatossomatico (g 100g™) 1,21+£0,17 1,00 £0,16 1,11+0,15 0,94 +0,14 1,10 £ 0,22 1,03 £ 0,26
Taxa de sobrevivéncia (%) 45 100 60 60 100 60

TCE - taxa de crescimento especifico. n = 20. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade e as médias ndo diferiram estatisticamente entre si.
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Figura 4. Média e desvio padrdo do comprimento padrdo dos juvenis de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus) submetidas as dietas contendo diferentes quantidades de bagaco de
malte fermentado por Rhizopus oligosporus CCT 4134.
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Figura 5. Média e desvio padrdo da altura dos juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) submetidas as dietas contendo diferentes quantidades de bagaco de malte

fermentado por Rhizopus oligosporus CCT 4134.
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A 4gua foi monitorada durante todo o periodo experimental (Figura 6). A temperatura
média foi de 22,5°C + 1,7°C, com média de 21,3 £ 1,2°C as 9 horas e 23,7 + 0,9°C as 16
horas, valor abaixo do ideal para a criagdo de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), que
apresenta conforto térmico entre 26 e 30°C. A temperatura da agua foi diretamente
influenciada pela temperatura ambiental, observando médias inferiores entre as biometrias de
30 e 45 dias, 0 que ocasionou menor consumo de racdo e, consequentemente, menor
desenvolvimento dos peixes, quanto a massa corpdrea, comprimento e altura. Resultados
semelhantes foram observados por Ribeiro et al. (2012), nos meses de inverno, avaliando o
crescimento de tilapia do Nilo, demonstrando a influéncia desta variavel no crescimento dos
animais. Os valores médios de pH, oxigénio dissolvido e aménia total foram 6,59 + 0,34; 6,39
+ 0,55 mg L™ e 0,08 + 0,03 mg L™, respectivamente. Todos os pardmetros analisados, com
excecdo da temperatura, mantiveram-se dentro da faixa de conforto para a espécie, conforme
estabelecida por Kubitza (2011). Os dados obtidos indicam que os tratamentos que receberam
a adicdo do bagaco de malte fermentado por Rhizopus oligosporus ndo apresentou mudanca
na qualidade da agua, pois ndo diferiu significativamente em relacdo ao tratamento RO. A
manutencdo da boa qualidade da dgua pode ter sido decorrente da renovacdo do volume total

das caixas, em 60 minutos, suficiente para arrastar os metabolitos totais.

Temperatura (°C); Amonia Total x 100
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Figura 6. Variagcdo dos parametros de qualidade da agua durante o periodo experimental.
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A inclusdo de até 10% de bagago de malte fermentado por R. oligosporus em dietas
para til&pias do Nilo ndo alterou significativamente os resultados de ganho de peso, consumo
de racdo, conversdo alimentar aparente, taxa de crescimento especifico, gordura visceral e
indice hepatossomatico (Tabela 4), fato esse pode ser explicado, pois as dietas tém
composicdes nutricionais semelhantes. Porém, observou-se menor conversao alimentar em
niveis maiores de inclusdo do bagaco de malte. O mesmo comportamento foi observado por
Santos et al. (2009) na inclusdo de farelo de coco em rac6es para alevinos de tilapia do Nilo,
explicado por Baccarin e Pezzato (2001) por reduzir ou alterar o valor nutricional da dieta,
provavelmente em virtude da falta de suplementacdo vitaminica, pois alimentos de baixo
valor nutricional proporcionam aumento no consumo alimentar, mas com menor eficiéncia no
aproveitamento. Por outro lado, o tratamento RO apresentou taxa de sobrevivéncia de apenas
45%, quando comparado aos tratamentos onde o bagaco de malte fermentado foi adicionado,
alcangando de 60 a 100% de sobrevivéncia. A maior mortalidade observada pode ser
relacionada a0 manuseio dos peixes nos meses de inverno, pois S0 mais susceptiveis a
infeccdes bacterianas e fungicas, além do ndo conhecimento do perfil vitaminico do bagaco
de malte fermentado, afetando a imunidade e a resisténcia do animal a ambientes
desfavoraveis (BACCARIN; PEZZATO, 2001). Também foram observados alguns fatores
nos peixes mortos, como dificuldade respiratéria, perda do apetite, olhos escuros, opérculo
hemorragico, hemorragia e lesdes e crescimento de colnias de protozoarios sobre a pele.

A baixa temperatura durante todo o experimento influenciou os parametros
zootécnicos analisados, como o ganho de peso, consumo de racdo, conversao alimentar, taxa
de crescimento especifico e taxa de sobrevivéncia. A alimentacdo foi fornecida a vontade, até
saciedade aparente, no entanto, observou o consumo médio diario de aproximadamente 1% da
biomassa (peso vivo) ao dia, sendo o recomendado de 3 a 4% (KUBITZA, 2011). Melhores
taxas de conversdo alimentar estdo proximas a 1, sendo observado taxas de conversdo maiores
na avaliacdo dos peixes deste experimento, devido ao baixo consumo de racdo. Sem o
consumo de racdo, o animal utiliza de maneira menos eficiente o aporte energético
proveniente do alimento que é direcionado a atividade externa e manutencdo interna do
organismo e, ainda, suprime substancias especificas para sua conservacdo e crescimento
(FERNANDES, 2010). O consumo da rag&o é influenciado por fatores como a temperatura da
agua, tamanho dos peixes, concentracdo de oxigénio dissolvido, gas carbonico, ambnia ndo
ionizada na agua, disponibilidade de alimento natural, ocorréncia de doencas e parasitoses,
qualidade da ragdo, palatabilidade, valor nutritivo, tamanho e estabilidade do pellet na agua
(KUBITZA, 2011).



69

N&o foi observado rejeicdo as dietas experimentais pelos juvenis tilapias do Nilo,
porém apos a biometria de 30 dias pelo menos uma caixa de cada tratamento teve reducéo no
peso médio dos peixes. Hauptman et al. (2014) verificou que o aumento da inclusdo de
levedura, coproduto proveniente da fermentacdo do milho na producdo de etanol, em dietas de
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), reduziu significativamente o crescimento e
proporcionou aumento da conversdo alimentar; porém ndo teve efeito sobre o consumo de
racdo, isso significa que esses fatores de desempenho ndo estdo associados a reducbes na
palatabilidade, porque os peixes consumiram quantidades equivalentes das dietas. Apesar de
ndo mostrarem diferenca estatistica significativa, os valores de conversdo alimentar aparente e
de consumo de ragéo diaria, mostraram-se melhores para os animais alimentados com a racao
R2, demostrando uma possivel melhor digestibilidade desta racdo, o que pode ter favorecido a
palatabilidade.

As visceras s@o o principal local de depdsito de gordura em peixes magros, no entanto,
a variacdo na adicdo de bagaco de malte fermentado ndo proporcionou diferenca em sua
deposicédo nas visceras. Em teoria, isto significa que a dieta estava sendo aproveitada para a
manutencdo da higidez e deposicdo muscular dos peixes (LUI et al., 2012). Resultados
semelhantes quanto ao indice de gordura visceral foram observados por Lui et al. (2012) na
utilizacdo de trigo organico em dieta para juvenis de tilapia do Nilo, sendo possivel adicionar
até 20% de farelo sem prejudicar seu desempenho produtivo.

Os resultados das determinacGes de proteinas totais e lipideos musculares e hepaticos
estdo apresentados nas Figuras 7 e 8. Os testes de variancia mostraram que existe diferenca
estatistica nos valores de proteinas totais musculares e hepaticas, com maiores valores para o
grupo alimentado com maior nivel de adicdo do bagaco de malte fermentado (R10), e para o
grupo alimentado com 0 e 2% de adicdo, respectivamente.

Os animais foram mantidos sob as mesmas condicdes abioticas, porém a qualidade das
proteinas na dieta suplementada, e a consequente utilizacdo da proteina corpdrea para
manutencdo dos tecidos e funcgdes vitais, pode ter influenciado sobre o comportamento de
deposicdo de proteinas musculares e menores valores de crescimento. Desta forma, um
balanceamento de aminoacidos essenciais e ndo essenciais é imprescindivel para obtencdo de
um desempenho produtivo satisfatorio. As diferencas encontradas entre as concentrac@es de
proteinas musculares e hepaticas denotam o papel do figado como rapido mobilizador de
proteinas sintetizadas, enquanto que o tecido muscular armazena grandes quantidades desse
substrato (RIBEIRO et al., 2012).
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Figura 7. Concentracdo de proteinas totais musculares e hepaticas em tilapias do Nilo

(Oreochromis niloticus) submetidas as dietas contendo diferentes quantidades de bagaco de
malte fermentado por Rhizopus oligosporus CCT 4134. (n=4)

O teor de lipideo muscular ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa,
elemento de prova que a tilapia tem um filé de carne magra e essa qualidade nédo foi alterada
pela adicdo do bagaco de malte fermentado. Porém, foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa no teor de lipideos totais hepaticos. Os peixes que receberam dietas com adi¢édo
de bagaco de malte fermentado por Rhizopus oligosporus apresentaram menores valores de
lipideos hepaticos quando comparado a peixes que se alimentaram de racdo comercial,
observando aumento na concentracao lipidica nos tecidos hepaticos com o aumento do nivel
de adicdo de bagaco de malte fermentado. Diferente do encontrado por Ribeiro et al. (2012),
que observaram maiores taxas de lipideos hepaticos em peixes que receberam dietas com
leveduras.

As caracteristicas das visceras sdo importantes para melhor avaliacdo das condigcdes
fisiologicas, quando o animal esta submetido a dietas com alimentos alternativos de origem
vegetal. Estes produtos podem conter relagdes com fatores antinutricionais presentes nesses
alimentos que venham a comprometer o normal funcionamento do organismo dos peixes,

causando problemas no seu metabolismo (SANTOS et al., 2009).
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Figura 8. Concentracdo de lipideos musculares e hepaticos em tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) submetidas as dietas contendo diferentes quantidades de bagaco de malte

fermentado por Rhizopus oligosporus CCT 4134. (n=4)

A Tabela 5 apresenta as médias dos parametros bioquimicos e a Tabela 6 apresenta as
médias dos parametros hematoldgicos de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
alimentados de dietas com adi¢do do bagaco de malte fermentado por Rhizopus oligosporus.

Os parametros bioquimicos sdo importantes na determinacdo do estado de salude e
equilibrio do metabolismo dos peixes, além de fornecer informacgdes sobre a utilizacdo dos
nutrientes das dietas bem como das reservas corporais desses animais (BICUDO et al., 2009;
ISHIKAWA et al., 2010). A subnutricdo causada por dieta desequilibrada é um dos mais
prejudiciais condi¢Bes adversas para a homeostase biolégica do organismo, contribuindo para
o fracasso do cultivo (TAVARES-DIAS, 2004). A concentracdo de proteina total, albumina,
triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL nao foram afetados estatisticamente pela
adicdo do bagaco de malte fermentado, porém apresentou maiores concentra¢fes quando
comparados aos peixes que receberam racdo comercial. A concentracdo de proteina total,
albumina, triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL ndo foram afetados estatisticamente
pela adicdo do bagaco de malte fermentado, porém teve concentracdes maiores quando
comparado a peixes que receberam racdo comercial. Os resultados de proteina total
plasmatica sdo semelhantes aos descritos por Ishikawa et al. (2010).

Os tratamentos empregados ndo influenciaram os resultados dos parametros

hematoldgicos quanto & contagem total de trombdcitos e eritrocitos, e teor de hemoglobina e
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hematocrito, porém quando utilizados para célculo, teve influéncia quanto aos indices
hemantimétricos (VGM, HCM e CHCM), observando em geral resultados inferiores em
relacdo aos tratamentos que receberam dieta comercial (RC) e controle (R0). A contagem de
leucécitos totais apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, porém ndo foi
observada essa diferenca estatistica quanto a contagem diferencial de leucdcitos, observando
predominancia de linfocitos seguidos de heterofilos e mondcitos, semelhante ao observado
por Silva et al. (2012), e ndo foi observada a presenca de basofilos ou eosinofilos, geralmente
escassos no sangue de peixes (NAKANDAKARE et al., 2013). Quanto a morfologia das
hemacias, foi observado hipocromia leve nos peixes dos tratamentos R0, R2, R4 e R6.

As médias dos parametros bioquimicos e, em geral, os parametros hematologicos de
juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados de dietas com adi¢do do
bagaco de malte fermentado, encontraram-se dentro da faixa considerada para tilapias
saudaveis que foram obtidos por Hrubec et al. (2000) em tilapias hibridas (O. niloticus x O.
mossambicus x O. aureus), por Chen et al. (2003) em tilapias do Nilo (O. niloticus) e por
Mauel, Miller e Merril (2007) em tilapias hibridas (O. aureus x O. niloticus), com a exce¢édo
do teor de hemoglobina que foi superior aos valores relatados, e 0 nimero de leucocitos totais,
referente a diferenciacdo em linfocitos, que foram inferiores aos resultados relatados. Esses
resultados indicando que a incorporacdo de bagaco de malte fermentado ndo provocou
alteracdes sanguineas nos animais avaliados. De acordo com Nakandakare et al. (2013), por
ndo observar alteracdo significativa nos parametros hematoldgicos da série vermelha, indica
que as tilapias do Nilo encontraram-se saudaveis, pois esses parametros dizem respeito ao
estado geral da satde dos peixes.

Com isso, a producdo de proteina microbiana pela fermentacdo em estado sélido do
bagaco de malte utilizando Rhizopus oligosporus, pode ser utilizada como fonte alternativa
para aproveitamento de subprodutos da industria cervejeira, demonstrando qualidade e

potencialidade para incorporacdo em dietas de peixes.
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Tabela 5. Média dos par@metros bioquimicos de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados de rac6es com adicdo do bagaco

de malte fermentado por Rhizopus oligosporus CCT 4134 nas concentracGes de 0, 2, 4, 6, 8 e 10%.

\ariaveis Tratamentos
RO R2 R4 R6 R8 R10

Albumina (mg dL™) 1,22 +0,21° 1,06 + 0,08° 1,16 + 0,31° 1,44 + 0,08° 0,99 +0,16° 1,42 +0,26°
Colesterol total (mg dL™) 111,80 +10,93* 112,57 +9,00° 128,37 +17,47* 110,02 +20,12° 127,97 +7,66° 129,35 + 29,44°
Célcio (mg dL™) 14,38 + 0,75 13,63 + 0,72 13,53 + 0,61° 13,48 +0,81° 13,14 +1,37° 12,87 +1,63°
Fésforo (mg dL™) 16,79 + 1,33° 18,12 + 0,80° 18,79 + 1,02° 26,02 + 3,55 15,27 +2,84° 19,50 + 2,72
Glicose (mg dL™) 33,92 + 1,70 34,52 + 3,89" 31,26 + 3,44° 35,79 +9,97° 27,15 +1,83" 30,82 + 6,92°
Colesterol HDL (mg dL™) 28,22 +1,09° 27,03 + 2,67 26,47 + 3,68 26,36 + 0,92° 29,87 + 1,61° 28,73 + 3,33°
Proteina (g dL?) 4,14 +0,40° 4,16 + 0,06 4,55 + 0,88 4,84 +0,76% 3,86 + 0,63° 5,18 + 0,22°
Triglicerideos (mg dL™) 92,21 +41,47*  7533+11,77* 103,94 +18,87*° 11529 +19,41*° 67,37 +6,51* 119,20 + 17,75°
Ureia (mg dL™) 3,80 + 1,46" 0,60 + 1,04° 0,40 # 0,54° 0,82 + 0,62° 0,64 +0,73° 0,61 + 1,04°
Creatina (mg dL™) 0,29 + 0,06 0,30 +0,07° 0,28 + 0,05 0,47 +0,12° 0,25 + 0,05 0,12 + 0,06°
Acido Urico (mg dL™) 0,10 + 0,02 0,06 + 0,02% 0,06 + 0,01* 0,07 + 0,03% 0,04 +0,02° 0,04 + 0,02

RC - Albumina (mg dL™) = 0,96 Colesterol total (mg dL~) = 92,69% Calcio (mg dL™) = 13,91° Fésforo (mg dL™) = 25,86"; Glicose (mg dL™) = 59,87 Colesterol HDL (mg
dL™) =18,65". Proteina (g dL™*) = 3,93" Triglicerideos (mg dL™) = 90,17% Ureia (mg dL™) = 7,75% Creatina (mg dL™) = 0,26". Acido Grico (mg dL™) = 0,11°. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. n = 4.
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Tabela 6. Média dos parametros hematoldgicos de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados de ra¢es com adigdo do

bagaco de malte fermentado por Rhizopus oligosporus CCT 4134 nas concentragdes de 0, 2, 4, 6, 8 e 10%.

\ariaveis Tratamentos

RO R2 R4 R6 R8 R10
Eritrocitos (10° mm™) 2,84 +0,28° 2,88 +0,24° 2,76 +0,25° 2,85+ 0,13 2,66 + 0,40° 2,71 +0,20°
Hemoglobina (g dL™) 10,27 + 1,45 10,08 + 0,94 9,58 + 0,55° 9,33 +0,36° 10,82 + 2,19 11,58 + 0,85
Hematocrito (g 100g™) 33 +4,03° 33+2,63° 32+2,83° 32 +1,26° 32 +5,06° 33+1,71°
VCM (fL) 117,02 £ 4,42°° 11537 +£0,87° 115,86 +0,41°" 113,39 +1,64° 119,13 +2,14* 122,86 + 3,04
CHCM (gdL™) 30,85 +1,00° 30,29 +0,44® 30,01 +1,19™ 28,94 + 0,68° 33,92 +2,11° 34,78 + 0,88
HCM (pg) 36,12 + 2,34 34,95+ 0,47° 34,77+ 1,48° 32,82 +1,14° 40,43 + 3,01° 42,72 +0,68°
Leucdcitos totais (10° pL™) 13,07 + 2,28 16,87 +2,18° 14,63 + 3,11%° 7,65+ 2,41° 9,65 + 1,52 12,55 + 3,79%
Heteréfilos (10° uL™) 1,60 +0,81° 1,64 +0,48° 2,87 +1,60° 0,93 £ 0,53 1,26 +0,11° 1,48 +1,12°
Linfocitos (10° pL™) 8,58 + 1,58 11,23 £ 4,03 10,45 + 2,45 6,15+ 1,77° 7,37 £1,63° 10,01 + 2,70
Monécitos (10° uL™) 1,63+0,87° 1,76 +0,80° 0,98+ 0,28° 0,50+ 0,26° 1,02+ 0,60° 1,00+ 0,38°
Trombécitos (103 uL™) 46,50 + 1,64° 52,50 +7,14* 56,50 +18,57° 49,00 +9,20° 48,00+ 10,20° 51,75 + 16,58°

VCM: Volume Corpuscular Médio, CHCM: Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média, HCM: Hemoglobina Corpuscular Média.

RC - Eritrécitos (106 mm™®) = 2,61; Hemoglobina (g dL™) = 10,50; Hematécrito (g 100g™) = 32; VCM (fL) = 122,60*; CHCM (g dL) = 32,81®, HCM (pg) = 40,23%;
Leucécitos totais (10° mm™) = 8,50*; Heteréfilos (10° mm™) = 0,60, Linfécitos (10° mm™) = 7,14, Monécitos (10° mm™) = 0,68, Trombécitos (102 mm) =46,00. As médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. n = 4.
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4 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a proteina produzida pelo fungo Rhizopus
oligosporus durante enriquecimento proteico do bagaco de malte, permite sua utilizacdo como
suplemento proteico em ragdes para juvenis de tilapia do Nilo, com adicdo de até 10%, sem
comprometer o desempenho zootécnico e parametros hematoldgicos e bioquimicos da
espécie. No entanto, pesquisas devem ser feitas para melhor conhecimento da sua
digestibilidade, consequentemente, testando niveis apropriados na tentativa de obter a melhor

resposta do animal.
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CONSIDERACOES FINAIS

O enriquecimento proteico do bagaco de malte é uma boa alternativa para seu
aproveitamento como substrato para o cultivo de Rhizopus oligosporus e producéo de proteina
microbiana, permitindo sua utilizacdo como suplemento proteico em dietas para juvenis de
tilapia do Nilo.

O processo de fermentacdo em estado sélido por Rhizopus oligosporus aumentou
aproximadamente 2 vezes o teor de proteina bruta e 4 vezes o teor de proteina solivel em
relacdo ao bagacgo de malte.

A inclusédo de até 10% do bagaco de malte fermentado em dietas para tilapia do Nilo
ndo alterou significativamente os resultados do desempenho produtivo e pardmetros

hematoldgicos e bioguimicos do sangue dos juvenis de tilapia do Nilo.



