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1 INTRODUGAO

Um dos mais sérios problemas com que se defronta o mun-—
do de nossos dias e resultante da combinagao de dois fatores
adversos: a insuficiencia e a inadequabilidade de suprimento
alimentar. Esse problema adquire aspectos realmente dramati-
cos nos chamados pailses sub-desenvolvidos, ou como querem ou-
tros, em desenvolvimento, onde o suprimento alimentar por pes
soa vem diminuindo, enquanto a subnutrigao protéico——calorica
dissemina-se, consequéencia inevitavel do répido crescimento
populacional, do emprego de praticas agricolas primitivase de
economia realmente pobre37'56.

Parece, atualmente, haver poucas duvidas da responsabi-
lidade da desnutrigao protéica como a mais disseminada doenga

59, 95, 1221 125 41 15 evidén

de deficiencia do mundo moderno
cia crescente de que a caréncia de proteinas & a causa da ma-
ior parte dos Obitos de criangas no periodo compreendido entre
~ . £
a lactagao e a idade escolar, superando mesmo, o que as estatis
ticas comprovam, outras importantes doencas de carencia como
a anemia nutricional, as deficiéncias vitaminicas e.o bocio en
- . 93, 95 ‘ ~ . . .
demico . Esta situacao somente foi reconhecida ha alguns
4 . [4 .
anos atras, porque os efeitos da falta de protelnas permanecl
am eclipsados pela ocorréncia das doengas infecciosas. Foi re
centemente apontado como absolutamente necessario considerar
nao somente o efeito da nutrigao sobre as infecgoes, mas tam-
Id . « . ’ . ~ i "‘94
bem o efeito inverso, isto e, das infecgoes sobre a nutrigao™ .
Assim sendo, a subnutrigio protéica pode resultar na morte de

uma crianga por uma doenga infecciosa, que nao seria fatal se

o estado nutricional dessa crianga fosse conhecido. De outro



2
lado, infecgoes, paralelamente com outros problemas, parecem
agir como fatores de precipitagao na ocorréncia de subnutri-

¢cao proteica severa ou edema da fomell

. Conclui-se que a cri-
anga podera ser afetada, até a morte, tanto por subnutriggo
como pelos efeitos da infecgao, embora o problema basico em
ambos os casos seja a carencia de proteinas, ou melhor, de
certos aminoacidos essenciais.

SCRIMSHAW & BEHAR93, em 1961, estimaram que a defici-
encia em proteina ji& existia em 62% das areas habitadas | do
mundo e, que era quase impossivel visitar a Africa e a  Asia
sem evidehciar tal deficiéncia. Embora uma relagao especifica
com o consumo da mandioca nao tenha sido comprovada, a sub-
nutricdo protéica severa é predominante em adreas nas quais a
mandioca & o item principal da dieta alimentartt.

E dificil, em um pais como o Brasil, poder oferecer da
dos realis sobre o consumo de alimentos. Contudo, os estudos e
as investigacgoes levados a cabo mostram que na ordem de impor
tancia quantitativa de carboidratos esta, em primeiro lugar,a
mandioca, seguida do arroz, milho, trigo e feijao. Dependendo
da regiao, essa ordem chega a se modificar, podendo-se afir-
mar que na regiao sul predomina o arroz e O trigo sobre a man

107. Sob o aspecto nutritivo, deve-se ressaltar que a

dioca
mandioca é o mais pobre em proteinas, quando comparada com O
trigo e o milho. Dos alimentos industrializados, segundo TO-

SELLO108 60% sao representados por farinhas, raizes, tubér-

2

culos e graos.

O prego da farinha de trigo tem sido um dos maiores

problemas brasileiros, tanto que, desde 1788, estudos envol-

vendo a mistura de farinha de mandioca a de trigo vem sendo



3
desenvolvidos. Em 1932, foi nomeada a Comissao do Paoc Mixto
que, apds dois anos de estudos, concluiu ser até 20% perfeita-
mente tolerdvel a mistura da farinha de mandioca a de trigo na
fabricacao do pao, e de 30% na elaboragao do macarr3o®?. Esses
estudos prosseguiram até nossos dias, acrescentando-se a essas
farinhas as de milho e soja, buscando sempre uma farinha mixta
.mais econ&mica27’65’79’11§Deve—se ressaltar ainda, que com a
retirada do subsidio estabelecido pelo governo, o custo da fa
rinha de trigo foi consideravelmente elevado. Com isso, a mis-
tura da farinha de mandioca tornou-se economicamente viavel pa
ra uso na panificacdo, situacdo que somente poderd favorecer a
competividade relativa da mandioca. Dentro desse quadro, vol-
ta-se a defender, em nivel nacional, que se adicione farinha
de mandioca a farinha panificavel.

A partir da constatagao da md alimentagdo e das doen
¢es ocasionadas por ela, na década de 60, foram iniciados es
tudos visando suprir a deficiencia em proteinas. Nessa épo-
ca um novo campo estava se desenvolvendo, o da produgao de
alimentos por microrganismos. Procurando uma soluggo para o
problema, a atencao dos pesquisadores voltou-se entao para oS
microrganismos, que juntamente com a mandioca, poderiam vir
a minimizar o problema. A mandioca passou, entao, a ser estu
dada como substrato em processos fermentativos, visando um in
cremento na taxa de proteinas, pela incorporagao dos micror
ganismos. O enriquecimento protéico da mandioca foi inicial
mente estudado pela fermentagao em meio liguido aerado (ou

submersa).

Datando de mesma época, os tradicionais alimentos ori-

entais despertaram particular atengao, por sua simplicidade de
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elaboragao, pelo seu elevado teor em proteina e pelas suas ca-
racteristicas organolépticas. Esses alimentos orientais, obti-
dos principalmente por fermentacao no estado sdlido, trouxeram
novos dados para o enriguecimento protéico da mandioca.

Novos estudos foram realizados, utilizando agora o pro-
cesso fermentativo no estado sdlido, comparando os resultados
obtidos com os encontrados pela fermentagao em meio liquido
aerado.

Revisoes no assunto, mostrando as vantagens e desvanta-
gens de cada método foram efetuadas por diversos autores: AI-

-
DOOB) CANNELZO, DURANDZO, HESSELTINE44' 46, 48, LONSANE68, PAM

MENT78, TREVELYAN‘log. As vantagens da fermentaggo de substra-
tos no estado solido, em relagao ao processo convencional  de
liguidos agitados e aerados, foram também ressaltadas pelos
mesmos autores. Condigdes de fermentagao nao assépticas (pH
de 3,5 e 40°C),substratos relativamente simples e baratos, uti
lizacdo da flora natural na fermentagcao, rendimentos compard-

veis aos da fermentagao convencional, concentragao do produto
no substrato; e, finalmente, menor complexidade e custo dos e-
quipamentos, com um menor espag¢o requerido pelos fermentadores,
foram as vantagens mais evidenciadas pelos autores para a FES.
Uma das principais desvantagens seria a limitacao dos microga-
nismos aqueles que podem se desenvolver em baixos niveis de u-
midade. Contudo, essa limitag3do mais tarde mostrou-se benéfica
Das classes de microrganismos, selecionadas pela baixa umidade
do substrato, a dos fungos, revelou-se ser de grande importan
cia. Com a utilizac3o de substratos amildceos, sem  hidrélise

prévia, a utilizag%o de fungos filamentosos, termotolerantes e

amiloliticos, trouxe mais algumas vantagens ao processo fermen
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tativo no estado sélido. O emprego dos fungos tem sido realga~-
do pelo seu tempo de geragao extremamente curto, o qual possi~
bilita um ridpido aumento celular. Pelo seu perfil de proteina
e pela variedade de substratos que podem ser utilizados, tor=-
na possivel a sua producao em diferentes regices e condigoes
climaticas.

Dentro desse escopo, a mandioca passou a ser encarada
com otimismo pelos pesquisadores, tanto que STRASSERlO4, na dé
cada de 70, enfatiza a importancia do seu enriquecimento com
biomassa microbiana, indicando a incorporagao desse processo ao
da elaboracao da farinha de mandioca.

E sabido gque a mandioca, produzida em quantidades con-
sideraveis no mundo, e que o Brasil é o seu principal produtor
tem como destino, basicamente, o consumo humano, cozida ou pro
cessada na forma de farinha.

Dessa maneira, iniciaram-se rigorosos estudos cientifi-
cos visando o aproveitamento da mandioca na elaboragao de ali
mento rico em proteina. Novos tipos de fermentadores surgiram,
melhorados quanto seus aspectos de engenharia e automagao do
processo. Os tipos de fermentadores, suas principais caracte-
risticas construtivas e necessidades de controle, passaram a

..08 . .
ser abordados. Em 1985, LONSANE et alii~~, sumarizaram 0OS prxin
cipais tipos de reatores, relacionando seus aspectos de enge-
nharia e as necessidades de controle com o crescimento dos mi-
crorganismos em substratos solidos.

Em 1986, o Centro de Informagao sobre Mandioca, do
CIATZB, com o fim de contribuir na elaboraggo de tais estudos,
elaborou uma revis3o bibliogrdfica da industrializagao da man-

dioca, no periodo de 1902-1984. O compilado bibliogrédfico con-
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tém 250 referencias de documentos publicados e foi estrutura-
do segundo as necessidades de informagoes dos usudrios, com ba
se nas consultas recebidas. As referéncias citadas foram agru-
padas nos seguintes titulos: a indistria da mandioca a nivel
mundial, utilizacao dos residuos do processamento da mandioca,
microbiologia industrial e proteina unicelular, e ainda comér-
cio e especificagoes dos produtos da mandioca. Entre os produ-
tos que provem da industrializag%o da mandioca, a producao de
proteina microbiana apresentou-se entre os que mais se desta-
caram.

Apesar do enriquecimento protéico da mandioca ter sido
indicado como uma das solucoOes para atenuar as deficiéncias pro
téicas do terceiro mundo, a maior parte dos estudos desenvolvi
dos se concentram na sua obtencao pelo método convencional de
fermentacao submersa. O alto custo dos equipamentos e as neces
sidades de automacao podem inviabilizar a utilizagao desses
processos, pois a atual Situaggo economica desses paises,ditos
em desenvolvimento, nio permite a implantacao de plantas,senao
a nivel laboratorial, quanto mais a nivel comercial ou semi-
comercial.

O objetivo deste trabalho foi o do enriquecimento pro-
teéico da mandioca, Manihot esculenta Crantz, por processo fer-
mentativo estédtico, em meio sdlido, utilizando fungos filamen-

tosos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A MANDIOCA

A mandioca, também denominada pelos brasileiros, como:
aipi, aipim, aimpim, castelinha, uaipi, macaxeira, mandioca-do-
ce, mandioca-mansa, maniva, maniveira, pgo—de—pobre, entre ou-

30,88

tros . Algumas vezes o termo tapioca, um dos seus produtos

9,51

manufaturados, € usado como nome comum . PECKOLT, citado por

RANGELSZ, denomina a mandioca como "pao dos trdpicos". E ainda,

nos estados do Norte, onde constitui quase que o Unico alimentq

foi justamente chamada "o pao brasileiro”sz. Outros nomes co-

muns para a mesma planta sao cassava, manioc, yuca, cazabe, ba-

iingﬁoy, cu san tau, kaspé, kelala, mangahaso e ubi singkong .
:

A sistematizacao de nomes e caracteristicas das mandio-
cas brasileiras tém sido uma das solicitagOes mais importantes
por parte dos pesquisadores e interessados no assunto. O Banco
do Nordeste do Brasil, em 1968, registrou somente na Regiéo Nox
deste, cerca de 419 diferentes nomes pelas quais as mesmas sSao
conhecidasl3. E assim bastante variada a nomenclatura regional
da mandioca, podendo um mesmo cultivar ter diferentes nomes e
um mesmo nome ser comum a mais de um cultivar.

Encarada sob o ponto de vista agronomico, as cultivares
em exploracao podem ser agrupadas conforme a sua toxicidade em
mandioca brava (amarga ou venenosa) e mandioca mansa (doce, iné
cua, de mesa, aipim ou macaxeira)g’13‘24’30’35'38'51‘87’88. Os
caracteres morfoldgicos da planta sao muito semelhantes, resi
dindo na maior ou menor riqueza de dcido cianidrico a diferenga

9,13,14,24,30,55,71,73,1006
fundamental entre as duas formas .
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A mandioca brasileira e o aimpim pertencem a uma unica
especie Manihot esculenta Crantz. Conforme a moderna taxiono-

mia, a mandioca se enquadra na seguinte classificacao cientifi

ca24:
DIVISAO - Spermatophyta
Subdivisao - Magnoliophytina (Angiospermae)
CLASSE - Magnoliatae (Dicotiledoneae)
Subclasse - Magnoliidae (Polycarpicae)
ORDEM - Euphorbiales
FAMILIA - Euphorbiaceae
GENERO - Manihot (Adanson et Mill, 1763)
ESPECIE - Manihot esculenta Crantz

Os primeiros estudos da origem da planta cultivada con-
sideram o Brasil o pais no qual a Manihot esculenta foi pri-

24,86,87,88 Botanicos, ecologistas e etnologis

meiro cultivada
tas mundiais concordam em afirmar que a mandioca € planta de
origem americana, embora alguns considerem o estudo de sua his
toria bastante vasto e complexo. A exploragao da mandioca no
. ’ . . < . . 14 . . ’ .
Brasil € mais antiga do que sua propria historia, pois e sabi-
do que os nossos colonizadores a encontraram entre os indige~
. N . . 4 N . .
nas. Distribui-se por todo o territorio brasileiro, sendo cul-

9,24,82,85,86

tivada em todos os Estados . Divulga-se que cerca

de 88 paises produzem mandioca, sendo que 2/3 da produgEo mun-
dial localizam-se em cinco paises: Brasil, Tailandia, Zaire,In
donésia e Nigéria. As regides nas quais a mandioca é cultivada
s3o indicadas na FIGURA 1. As latitudes 30°N e 30°S limitam O
cultivo da espécie, sendo que a maior parte dos campos de cul

24,38,51
tura parece estar limitada pelos paralelos 20°N e 20°5 .
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os gquais compreendem os trdpicos e sub-trdpicos. As razoes de
sua difusao se deve, indubitavelmente, a sua capacidade de adap
tagao a diferentes condigoes de clima e solo, a facilidade de

cultivo, ao seu rendimento e as variadas formas de utilizag%o.

180 120

130,

160 120 60

(=]

0
120 180

©
[
o

FIGURA l. Regioes de Cultivo da Mandioca,
24
FONTE: CONCEIGAO

A mandioca assume posicao de destague na conjuntura s6-
cio-economica mundial, face aos fatores acima expostos. Os mai
ores produtores do mundo, com produgao acima de dois milhoes
de toneladas, sao considerados paises em desenvolvimento ou do
terceiro mundo, caracteristicamente pobres, o gue induz ser es
sa cultura de subsisténcia, sem valor comercial significativo
em termos mundiais. A Tabela 1 mostra a relagao dos doze maio-
res produtores de mandioca do mundo de 1982 a 1984, apresentan

do area, rendimento e produgEOBS. Em drea plantada, pela mes-



TABELA 1. Evolugao da Area Plantada, Rendimento e Producido da Mandioca, 1982-1984
AREA RENDIMENTO PRODUCEO
PATSES 1.000 ha kg/ha 100t
1982 1983 1984 1982 1983 1984 1982 1983 1984

Brasil 2.122 2,023 1.817 11.344 10.662 11.711 24,072 21.569 21,275
Tailandia 1.087 1.018 1.335 16.362 18.653 14.970 17.788 18.989 19,985
Zaire 2.02¢ 2.086 2.150 6.999 6.999 6.884 14.810 14.600 14.800
Indonésia 1.324 1.242 1.420 9.812 9.845 9.859 12.988 12.229 14.000
Nigéria 1.250 1.150 1.250 9.360 8.552 9.440 11.700 9.950 11.800
Tanzania 450 450 450 11.111 12.000 12.444 5,000 5.400 5.600
fndia 310 302 305 17.060 17.709 19.041 5.292 5.341 5.800
China 249 252 252 14.933 15.398 16.13¢% 3.718 3.880 4.067
Vietnan 480 485 500 5.552 5.567 5.800 2,665 2,700 2.900
Paraguai 141 145 150 14,972 14.483 14,667 2.111 2.100 2,200
Colombia 207 207 210 >9.662 0.662 10.000 2.174 2.180 2,100
Filipinas 224 210 250 8.871 9.524 8.000 1.987 2,000 2,000
Mundo 15.283 14.879 14.151 -8.547 8.277 9.117 130.627 123,153 129.020

FONTE: REIS

85

Ot
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ma Tabela 1, o Brasil apresentava segunda maior area cultivada
permanecendo nesta posicao de 1982 a 1984. Com relagao ao ren-
dimento, o Pais ocupava o sexto lugar. Segundo pesquisas do
IBGE em todo o territdrio brasileiro, publicada em Agnoanalysis
2, dezembro de 1988, a produggo nos anos 1985 e 1986 foram dg
respectivamente, 23.124.782t e 25.620.600t. Os dados prelimina
res do comportamento das safras de 1987 e 1988 apresentam uma

queda na produgao, passando do 32 para o 42 lugar entre as

principais culturas, conforme mostra a Tabela 2.

TABELA 2. Principais Culturas Brasileiras, 1985-1988

PRODUCAO
CULTURA 5
1.985 1.986 1.987 1.988
Arroz2 9.024.555 10.374.,030 10.425.100 11.816.985
Cana-de-agucar 247.199.474 239,178,319 268.584.836 276,592,760
Laranjal 71.071.533 66.872.216 73.352,391 76.615,131
Mandioca 23,124,782 25,620.600 23,499.957 21.418.422
Milho® 22.018.180 20.530.960 26.786.647 24.714.182
soja’ 18.278.585 13.330.22% 16.978.832 18.060.002
Trigo® 4.320.267 5.689.680 6.099.111 5.479.781

FONTE: AGROANALYSISZ.

lmil frutos;
2
em casca;

3 -
em grao.

Os Estados brasileiros maiores produtores de mandioca, em nu-
mero de onze, estao relacionados na Tabela 3, com suas respec
tivas producdes no periodo de 1980 a 1984. Bahia, Maranhao,Pa
ra e Pernambuco foram os guatro maiores produtores; em 1984,
produziram 43,03% da produgdo nacional. O Parand, neste ano
ocupou a quinta posicao com 6,80% da produgao nacional e uma

drea plantada de 73.688 ha. A safra de 1987 no Parana foi de
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1.853.950t, representando um aumento de 28,19% em relagso a sa
fra de 1984 com uma area cultivada de 85.445ha (representa um
aumento de 15,96% em area cultivada), o que evidencia um maior
rendimento (kg/ha). A estimativa de area e produgao para 1988/
89 é de, respectivamente, 90.000 ha e 1.845.000/2.000.000t, se
gundo avaliacao feita pelo IBGE em 30/11/88, como mostra a Ta-
bela 4. Dentro desta previs%o, a mandioca se situa em quarto lu
gar, sendo precedida pela cana-de-agucar, milho e soja2.Parané
Sao Paulo e Bahia, nesta ordem s3ao os estados brasileiros que

tém apresentado maiores produtividades. O Parana apresentou em

1987, 21678 Kg/ha, como rendimento.

TABELA 3. Produgao Brasileira de Mandioca e os Principais Estados Produtores, 1980-1964

PRODUCAO
t
ESTADOS
1980 1981 1982 1983 1984
Bahia 4.880.000 5.600.000 4.439.200 3.960.000 4.350.804
Maranhdo 3.279.641 3.112.240 3.493.621 2.439.249 1.647.785
Para 1.239.392 1.524,046 1.681.529 1.647.765 1.645.339
Pernambuco 1.508.649 1.442.776 1.666.248 1.356,612 1.516.320
Parana 907.310 1.100.380 1.218.470 1.383,000 1.446.258
Rio Grande do Sul 1.700.198 1.685.198 1.685.263 1.672.264 1.410.255
Minas Gerais 1.939.585 1.864.622 1.362.729 1.281.27% 1.103.060
Santa Catarina 995,195 1,274.881 1.141.097 999.746 1.090.968
Amazonas 827.403 835.680 860.748 882.264 908.736
Ceara 1.085.000 800.000 577.214 442,088 884.197
Piaui 833.96%6 884,684 1.048.950 580,992 673.376
Outros (15) 4.269.310 4.391.853 4.897.251 4.923.498 4.612,049
Brasil 23.465.649 24.516.360 24.,072.320 21.568.757 21.298.147

FONTE: REIS85

No mundo, a mandioca é mais utilizada na alimentagEo hu

mana, sendo que em cerca de 14 paises ela € alimento predomi-
5 17,24,57 _

nante na dieta de 700 milhoes de pessoas . No Brasil,

constitui hdbito alimentar em todas as regioes, principalmente

as do Norte e Nordeste. A forma preponderante de aproveitamen-
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to da cultura é a farinha de mandioca, ou de mesa, sendo utili-
zada "in natura" e no preparo de raspas, farinha de raspas, pé-
letes, farelo, flocos de mandioca, sagu, fécula ou polvilho, ta

pioca, aguardente, bem como, no preparo de ragoes para animais

24,72,85,88
. Em escala bem menor sao obtidos diversos outros

. . . . . (4 .
produtos, incluindo alguns nitidamente indigenas, tais como o

7 N5 .
Taruba e o Carima . De todos os produtos da mandioca, apenas um
24,72,
se destaca do ponto de vista comercial, a farinha de mesa

85,88

TABELA 4. Estimativa de Area e Produgao de Produtos Selecionados (*), no Parana, 1988-1989

AREA PRODUGAO
PRODUTO ha t
1987/88 1988/89 1987/88 1988/89
Algodao 470.000 410,000 903.107 720.000/820.000
Arroz de Sequeiro 171.100 157.000 212,3C0 235.000/225.000
Cana-de-aglcar 165.000 170.000 15.200.000 13.000.000/14.000.000
Feijao (&guas) 705.800 500.000 420.600 330.000/370.000
Milho (safra normal)| 2.075.000 2.,000.000 5.305.000 5.000.000/5.500.000
Mandioca 86.600 90.000 1.850.000 1.845.000/2.000.,000
Soja 2,120.000 2.320.000 4.800.000 5.000.000/5.400.000

FONTE: AGROANALYSIS 2

*a) segundo avaliagao em 30/11/88

b) produtos cujo calendario agricola jé permite realizar estimativas.

A farinha de mesa € obtida, na sua maior parte,em cen-

tenas de "fabriquetas" caseiras de fundo de quintal, ou seja,

sob processos rudimentares e primitivos. AS indistrias sao de
pequena e média capacidade, e localizam-se, principalmente, na
Regidio Centro-Sul do pais. Na época da 22 Guerra Mundial (1939
/45) a producao de fécula alcangou, no Brasil, apreciavel ex-

pansao, gracas ao interesse dos norte-americanos em adquiri-la.
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Esse fato determinou a implantagao de virias fecularias nos Es
tados de Sao Paulo e Santa Catarina, sendo que esse dltimo pas
sou a liderar a produgao e exportacao de fécula, Contudo, os
nossos produtos de exportacao nao tem constantemente alcangado
os requisitos minimos de qualidade e a dificil posigao de sua
competicao se deve também aos custos de produgao. O comércio in
ternacional de derivados (farinha, fécula, raspa e péletes),em
bora pequeno, apresentou um movimento de 6,5 milhoes de tonela
das de raspa, farinha e fécula, em 1978, tendo a Tailandia ex-
. 17,24,72,85,117
portado 6 milhoes .

Sob o ponto de vista de uso, as cultivares de mandioca
podem ser classificadas em industriais, para mesa, para forra
gem e mistas. As cultivares do grupo das bravas sao preferidas
para uso industrial, porque sao as mais difundédgz e que geral
mente acusam maior produtividade que os aipins l . 0 maior
ou menor teor de acido cianidrico é considerado de importancia
secunddria em certas industrias, desde que este é eliminado no
armazenamento, na descortigéo, cozimento, secagem e nas opera-
gBes de extraggo do amido. ADRIAENS, citado por JOHNSON55, em
estudos sobre a toxidade da mandioca, conclui que 12% e 60% de
800 mg de &cido cianidrico presente em 1 Kg de mandioca sao e~
liminados apés armazenagem, respectivamente, em 1 e 24 horas,a
25-272eC. VITTI et alii119 consideramque em 15 minutos de fervu
ra o teor de acido cianidrico diminui consideravelmente. As pe
les, periderme e casca primaria, segundo WOOD124, possuem até
dez vezes mais acido cianidrico do que a polpa. A maioria dos

5,14,24,35,51,73,88,106,124 ~
autores concordam que as operagoes

de processamento que envolvam acao do calor sao suficientes pa

. . « ’ . . £ .
ra eliminar a maior parte do acido cianidrico presente na man-
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dioca, e para a variedade mansa, usada como alimento, sem pro-
cessamento, basta ser cuidadosamente descascada e cozida. A
proporgao de acido cianidrico por quilo de raizes frescas va-
ria de autor para autor, ficando posicionada na faixa de 15 a
400 mg. COURSEY, em citagao de HOHNHOLZSl, diz que em casos ex
cepcionais o limite maximo da faixa pode chegar a 2000 mg. A

Tabela 5 mostra os teores de acido cianidrico presentes nas par

tes da planta de mandioca amarga e da mandioca doce.

TABELA 5. Teor de Acido Cianidrico na Mandioca,

ACIDO CIANIDRICO

%

PARTE DA PLANTA

Mandioca Mandioca

Amarga Doce
Folhas adultas 00,0410 0,0216
Caule verde 00,0240 0,0144
Caule lenhoso adulto 0,1130 0,0430
Porgao interna do lenho 0,0027 0,0072
Medula 0,0760 0,0190
Raliz fresca (casca) 0,0055 0,0147
Raiz fresca (parte interna) 0,0530 0,0048

106
FONTE: TELES

’
A dose letal para um adulto, de acordo com os autores, e de 60
;. ot 106
mg de acido cianidrico. Segundo TELES sabe-se apenas que Co-
mumente o gado sofre acidentes fatais com o uso da mandioca fres
ca, e mesmo as pessoas, ainda que raramente, sofrem intoxicagoes

com a ingestao dessa raiz. Em ambos oOS casos isso ocorre se a
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mandioca for usada sem os cuidados necessarios.

A parte mais importante da raiz da mandioca é a polpa ou
parenquima que estd basicamente constituida de vasos de xilema,
distribuidos em forma de estrias nas quais se encontra o amido.
No centro da raiz encontram-se os vasos xilogenos e fibra, e na
periferia se localiza o coértex ou casca, constituida por capas
superpostas de tecidos, fibras esclerenquimatosas, vasos com Lé

tex e cambio (Figura 2)24'57.

1. periderme ou casca

2. esclerenquima

3. parenguima cortical

4, floema

5. cambio

6. parenquima (armazenamento do amido)
7. vasos do xilema

8. vasos xilogenos e fibra

FIGURA 2. Segao Transversal da raiz de mandioca.

FONTE : KAT057.
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A composicao quimica da planta Manihot esculenta Crantz

é dada na Tabela 6, bem como a composicao da farinha

do, seus derivados. Seu valor como sexto mais importante

mento basico no mundo é devido ao fato de que suas

tem 20-30% amido (quando fresca) e que 63 a 85% da

de mandioca é comestivel comparada com 36% no caso

. s . . L4
A raiz e rica em amido mas pobre em proteina. Para

.117

mandioca foi evidenciado por VITTI et alii

6,9 e temperaturas de gelatinizagao de 60 a 652C.

TABELA 6. Composigao Quimica da Planta Manihot esculenta Crantz

e do ami

ali-
[4

ralzes con-

massa seca

do trigosl.

o amido da

, pPH entre 4,5 e

TUBERCULO

COMPOSICRO FARINHA AMIDO VERDE
POR 100g Fresco Seco Fermentado

Calorias, cal 135 335 174 363 354 60
Umidade, % 65,5 15,7 56,1 9,1 12,0 81,0
Proteinas, g 1,0 1.4 0,5 1,1 0,5 6,9
Lipidios, g 0,2 0,5 0,1 0,5 0,5 1,3
Amido, g 32,4 80,6 42,5 88,2 86,9 9,2
Fibras, g 1,0 1,2 - 2,2 - 2,1
Cinzas, g 0,9 1,8 0,8 1,1 0,3 1,6
Calcio, mg 26 96 30 84 o} 144
Fésforo, mg 32 81 30 37 0 68
Ferro, mg 0,9 7.9 0 1,0 o] 2,8
sédio, mg 2 - - 11 - 4
Potissio, mg 394 - - 926 - 409
Vitamina A, mg - - - - - 8.280
Tiamina, mg 0,05 0,06 0,07 0,02 0 0,16
Vitamina B,, mg 0,04 0,0% - 0,03 o] 0,32
Niacina, mg 0,6 c,8 - 0,6 o] 1,8
Vitamina C, mg 34 o] - - o] 82

FONTE: HOHNHOLZsl
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, 08 cinco principais produtos tropicais

ricos em fecula, de importancia mundial, sao a mandioca, inhame

cara, batata inglesa e batata doce. Seus valores nutritivos sao

apresentados na Tabela 7.

TABELA 7.

Principais Produtos Amilaceos de Importancia

Mundial,

COMPOSICAO POR

igggiégifte co MANDIOCA INHAME  CARA Igégggi ggggTA
Calorias, kcal 149 135 120 75 116
Proteinas, g 0,8 2,3 2,0 1,8 1,3
Lipidios, g 0,3 0, 0,1 0,1 0,3
Carboidratos, g 36,0 31, 28,4 17,9 28,6
cdlcio, mg 35,0 28,0 22,0 0,6 31,0
Fésforo, mg 46,0 52,0 39,0 40,0 37,0
Ferro, mg 1,1 1,6 1,0 0,8 1,0
Vitamina A, mg 2,0 2,0 2,0 - 300
Vitamina Bl' mg 0,06 0,05 0,10 0,09 0,11
Vitamina B2, mg 0,04 0,03 0,04 0,03 C,04
Niacina, mg 0,70 0,05 0,07 1,50 0,08
Vitamina C, mg 39,0 12,0 8,0 16,0 31,0

FONTE : IBGESB.

A composicdo centesimal de diversas farinhas é mostrada

na Tabela 8. A farinha de mandioca, sob o aspecto nutritivo, é

a mais pobre das cinco tabeladas, sendo que seu consumo

total

interno estd em torno de 5,6 milhoes de toneladas, e seu consu

mo "“per capita" de 55,9 Kg/ano, segundo a SECRETARIA NACIONAL

DE ABASTECIMENTO,

em 1981,

1lle

citada por VILELA & JUSTE JUNIOR .
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TABELA 8. Composicao Centesimal de Diversas Farinhas.
COMPONENTES TRIGO MILHO ARROZ MANDIOCA SoJa
Carboidratos 72 - 76 73 - 75 74 - 75 82 - 84  12-18"
Protidios 10 - 11 - 8 7 - 8 1,5-2,5 41-44
Lipidios 1,1-1,2 - 3 1,5-2,5 0,1-0,5 18-21
Cinzas 0,5-1,0 06 -~ 14 - 1,2-2,0 4-5
Umidade 12,0-130 10,0-12,0 110-120 12,0-150 7-8

* 18-28% se for incluido o teor de celulose, hemicelulose, pen

tosanas, etc.

24

FONTE: CONCEICAO

Datando de época mais recente, surgem as qualidades até

entao inexploradas dos alimentos orientais, como um campo com
. . 16 25 36

grande potencial, como salientam BORZANI™ , DABBAH ~, GRAY ,

HESSELTINEQ*'49, KHILBERGSB, SALESSg, SALES & MENEZESgO,SOCCOLIJ

101 105 114 115

, TANNENBAUM . VAN VEEN , VENOSA , dentre outros auto

res de diferentes partes do mundo. Os trabalhos que evidenciam
a importancia tecnoldgica da mandioca se sucedem, dando rele-

~ . . . . ’ .
vancia cada vez maior ao estudo ao enriquecimento proteico da

mandioca mediante fermentacao. Esse processo de enriquecimento

da mandioca para alimento humano vird suprir, ou ajudar a su-
. ~ . 4
prir, a nossa carencia de proteinas.
Evidencia-se, portanto, que a mandioca e abundante como

. . . (4 [ 4
matéria-prima para o fornecimento de proteinas em nosSso pais,

estabelecendo essa abundancia como ponto de partida deste tra-

balho.
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2.2 FERMENTAGAO NO ESTADO SOLIDO (FES)

2.2,1 Definigao do termo

A fermentagdo constitui a classe de reacioes bioldgicas
de oxidagéo—redugéo produtoras de energia nas quais os compos-
tos organicos servem de receptores finais de elétrons. Os com-
postos organicos receptores de ions dao origem a produtos de fer
mentagac, que se acumulam no meio de cultivo. Esses produtos
Sao numerosos e determinados pelo tipo de microrganismo que rea
liza a fermentagao, pela natureza do composto organico e, em al
guns casos, por fatores ambientais como temperatura e pH66.

Na terminologia industrial, seguhdo 0 mesmo autor, a pa=-
lavra fermentagao & usada para referenciar a todos os proces-
SOs nos quais ocorre uma modificagao de estrutura quimica por
enzimas de origem microbiana. Assim, por exemplo, o processode
producao do dcido glucdnico de glucose por bolores & descrito
livremente como fermentaggo.

Fermentacdo no estado sélido, fermentagao em meio sélido
e fermentagao de substrato solido sao termos utilizados por di
versos autores, mas, eles sao essencialmente o mesmo.

O termo fermentacao no estado sélido tem sido aplicado pa
ra diferentes tipos de processo, tornando seu significado exa-
to obscuro, No correto uso do termo, fermentagao no estado s6-
lido refere-se ao crescimento de microrganismos em materiais sd
lidos, sem a presenga de agua livre3:20:48,60,68

Enquanto a presenca de 4dgua é necessdria na fermentagao
no estado sélido, ela existe na forma de dgua de constituigao
ou complexada na massa matriz.

FES nio se refere a fermentacdo de substrato sélido em
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. (4 . ’ ~
um meio liquido nem tambem se refere a fermentagao de "slurri-

2C D e
es". CANNEL apresenta uma definigao para o termo ”slurry“:Li

quidos com altos teores de sdlidos insoluveis.

Para o propdsito deste trabalho o termo significa fer-

mentagao

que tem lugar em substrato sélido, o qual serve de

principal fonte de nutrientes para um microrganismo, que se as

. (4 s . . .
socia nas superficies e intersticios do material.

2.2.2 Vantagens e Desvantagens da FES

Em comparagao com fermentagao em meio liguido aerada ou

agitada (FML), a FES oferece as seguintes vantagens

3,20,26,42,

46,48,68,78,109

1)

2)

O volume do meio por grama de substrato é sensivel-
mente reduzido, devido a auséncia de agua livre.
Esse fato traz Obvios beneficios:

- o0 espag¢o ocupado pelo equipamento de fermentagao é
pequeno, relativamente ao superior rendimento do pro
duto:

- geralmente nao sao produzidos liquidos residuais;
- em varios casos nao ha necessidade de filtragao,
pois o produto é concentrado no substrato e pode ser
usado diretamente;

- sendo necessaria a extragao do produto do substra-
to, menos solvente é requerido;

- 4rea de armazenagem utilizada imediatamente apds a

fermentacao é grandemente reduzida.

Desde que bactérias requerem agua livre para se de-

senvolver, a FES reduz grandemente o problema da con
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taminacao bacteriana. A maior parte dos processos em

FES nao requerem medidas de esterilizagao.

3) 0 meio é relativamente simples como o é usualmente um
natural, enquanto que a FML utiliza meios elaborados.
Eventualmente, outros nutrientes podem ser adiciona-

dos.

4) Desde que os esporos podem ser usados diretamente no
material a fermentar, tanques semente nao Sao neces-—

sarios.

5) A aeracao é facilmente obtida pela passagem do ar
entre os espagos deixados pelas particulas do subs-
trato. Mistura (revolvimento) continua nao é frequen
temente necessarias um ocasional revolvimento é sufi

ciente.

6) O produto desejado pode sexr prontamente removido do
vaso fermentador e ha melhora na recuperagao do pro-

duto.

7) Eliminac3o do problema da formagao de espuma.

8) Gastos com controle rigoroso de poucos parametros sao

eliminados.

9) Na disposicao dos residuos sdélidos, o volume do mate

rial é reduzido. O produto & também fisicamente mais

FML - Fermentacao em Meio Liquido.
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estavel do que o material original.

10) A FES é adaptavel para os processos continuos e de

batelada, e a complexidade nao € maior que a reque-

rida para a FML.

Contudo, existem algumas importantes desvantagens em

3,20,26,42,45,48,68,78,109

FES, que devem ser trazidas a luz .

1)

3)

4)

Os tipos de microrganismos que podem ser usados sao
limitados aqueles que podem crescer em reduzidos te
ores de umidade, como os fungos e algumas leveduras
Se o organismo requer agua livre, como as bactérias,

por exemplo, entao a FML deve ser usada.

Em produg%o em grande escala, o calor gerado pela
respiragao do microrganismo deve ser removido, Isso

pode ser mais dificil na FES do que em FML.

Na FML, o fator limitante é comumente a transferen-
cia de oxigenio para o volume do meio. Para um cer-
to volume, essa é uma variavel controlada. Pelo au-
mento da velocidade de agitagao e/ou taxa de alimen
tagao de oxigénio, a transferéncia de oxigénio. Na
FES, contudo, a transferencia de massa intra—parti—

cula é usualmente o fator limitante.

O substrato deve ser pré-tratado antes da fermenta-

ggo (p.ex: moagem, descasque ou cozimento), como em

outros Ccasos.
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5) Os controles de umidade, pH, taxa de oxigenio, taxa

de dioxido de carbono e estimativa do crescimento do

micélio sao mais dificeis na FES.

No todo, a FES é aplicada quando a demanda para o produ
to é limitado, como é o caso de algumas enzimas industriais.Re
centemente, tem havido um renovado interesse de varios grupos
de pesquisadores pela FES, com o intuito de produzir alimentos

fermentados.

2.2.3 Tipos de Fermentadores

Diversos pesquisadores tem usado diferentes equipamen-
tos para executar a FES. HESSELTINE4O, em 1972, sugere que a
FES pode ser classificada naqueles onde o substrato é conduzi-
do a fermentar sem agitacao, com ocasional agitagao e continua
mente agitado, o que definira o tipo de fermentador a ser uti-
lizado.

CANNELzl, em 1980, sumariza os diferentes tipos de rea-
tores, que podem ser utilizados em FES, da seguinte maneira:

a) bandeja;

b) pilhas;

c) torres;

d) leitos com reciclagem de ar;

e) cilindro rotativo;

£) tanque agitado.

Os tres primeiros tipos sao sistemas de batelada, en-

~ - . ~ . ~ <
guanto os tres ultimos sao convenientes para operagoes contl-

nua ou em batelada.
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A escolha entre esses tipos basicos de reator, segundo
o mesmo autor, pode ser feita da seguinte maneira:
a) listagem dos objetivos da fermentagcao em questao e
entae avaliar cada tipo de reator e sua capacidade

para alcangar os objetivos propostos;

b) conduzir trabalho de laboratdrio para  selecionar
qual reator € mais conveniente para O microrganismo

em questao;

~ "~ N - 4
c) avaliagao economica para determinar qual reator e
factivel com respeito ao capital e custos de ope-

ragao;

d) decisdo de quanto de controle de processo é neces-

sario.

LONSANE et alifafazem uma revisao dos aspectos de enge
nharia dos nove maiores tipos de fermentadores ja utilizados,
apontando suas vantagens e desvantagens. Existem varios tipos
de fermentadores para escala de laboratdrio, mas o problema
com a maioria deles é a mudanca de escala (scale up).

AIDOO3 sumariza os diferentes tipos de reatores com os
diferentes tipos de processos de FES (Tabela 9).

Segundo DURAND26, em escala de laboratdério, é possivel
o uso de diferentes equipamentos, mas para plantas semi-comer
cial e comercial, alguns fatores importantes devem ser consi-

derados:



TABELA 9. Tipos de Fermentadores Utilizados em Fermentagao no Estado Sélido.

FERMENTADOR CAPACIDADE

PROCESSO FERMENTATIVO

Bandeja de madeira

Cilindro rotativo

Frasco fernbach

Panela de aluminio
Vaso horizontal
Cilindro Horizontal

Misturador de cimento

Misturador de massa de pao

Caixa ou cela

Vaso horizontal com péas

208 1
20 1

3-4 1
26 1

70 1

114 1

10 Kg

5,5mde g
contendo
1.266 bushels*
de milho

20 1

Fermentagao

Compostagem
Fermentacao

Produgao de

Produgac de

Producac de
Produgao de

Produgao de

tipo Koji com A. oryzae

tipo Koji com A. oryzae
enzima com A. oryzae

aflatoxina com A. parasiticus

esporos fungicos
enzima com A. oryzae

ochratoxina com A. ochraceus

Continuo, utilizando residuos de forragem e milho

Grande escala, utilizando residuos de forragem e

milho
Fermentagao

de palha com Aurecbasidium pullulans,

Candida utilis e Trichoderma viride

Enriquecimento protéico de materiais amildceos com

A. niger

Produgao de

Fermentagao

aflatoxina com A. f£lavus

tipo Koji com A. oryzase

* bushel - medida de cereais, correspondente a 35,2381 1

3
FONTE: AIDOO .

9¢
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1) Homogeneidade do meio de cultura é importante para
prevenir aglomeragao das particulas do substrato du-

rante a fermentagao.

2) Agitagao conveniente para o substrato, nao destruti-

va, para Os microrganismos.

3) Redugao em areas pelos incrementos de altura da cama

da e transferencia de calor e oxigenio.

4) Esterilizacao.

5) Inoculacgao.

6) Monitoramento e controle dos parametros da fermenta-

ggo, PH, umidade e aeragéo.

As caracteristicas construtivas e de processo dos prin-
cipais tipos de vasos fermentadores, levantadas por LONSANE et

. -68 ~ .
alii , sao mostradas a seguilr:

a) Cilindro rotativo

Cilindro construido em vidro, ago inox ou ceramica, de
capacidade de até 114 litros, 70 Kg, ou do tamanho conveniente
para produggo em escala industrial. Dotado de sistema de rota
c3o, com velocidade variando desde 1 rpm até 188 rpm. Equipa-
do com entrada e saida de ar. Altas velocidades de rotagao im-
plicam em menor crescimento do microrganismo, e altos fluxos
de ar conduzem a grande eSporulaggo, de acordo com oS experi-

26
mentos realizados por strmant0. a aeracao, segundo DURAND ,
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é necessaria para manter as condigOes aerdbicas, regular a tem
peratura e a umidade do substrato durante o curso da fermenta-
Gao. Para manter o equipamento em temperatura constante,SILMAN
100 76
o manteve em sala com temperatura controlada e NISHIO ~,em
banho termostatico.
40 s

HAN utilizou como vaso fermentador um misturador de
cimento de 115 litros de capacidade, com velocidade de rotagao
de 1 rpm, mantidos em ambiente com temperatura controlada.

LINDENFELSER67 utilizou um cilindro rotativo de 33cm de
didmetro, composto de quatro segoes de 7,6 cm, espagadas entre
si, munidas de passagem para ar estéril e velocidades de rota-
¢ao variando de 1 a 40 rpm. As unidades do fermentador podem
ser prontamente desmontadas para limpeza e esterilizacao.

GRAJEK34 utilizou uma unidade de fermentagao composta de
seis fermentadores, com 60 litros de volume cada. Os cilindros
continham vasos internos, removiveis, com fundo falso, com ca-
madas de até 40 cm.

O crescimento microbiano em cilindro rotativo mostrou-se
rapido e uniforme. Dificuldades foram encontradas na mudanga
de escala, devido a destruigéo do microrganismo durante os pri
meiros estagios de crescimento causada pelo tombamento das par
ticulas. Os problemas aumentaram com o aumento do tamanho do
cilindro. Outros fatores como o controle da temperatura, agre-

gag%o do meio e retardamento do crescimento, devido ao atrito

1, 4 A
entre as particulas, tambem ocasionam problemas.

b) caixa ou cela

Caixa de madeira de 12x12x12 pol (4,72x4,72x4,72 cm ),

com camadas de até 10 pol (3,94 cm), provida de fundo falso,
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entrada e salda de ar e infraestrutura para saturagao do ar
com umidade a temperatura desejada. Essa caixa pode ser também
inclinada, em um angulo de até 452, de forma a eliminar o pro-
blema de empacotamento do substrato na cela, facilitando a ali
mentagao e a retirada do material, que foram evidenciados na
cela anterior, principalmente, nas de maior dimensao.

NARAHARA75 colocou o fermentador dentro de outra caixa

para manter a temperatura constante. DURAND26 utilizou um rea-
tor de 2 m de comprimento, 0,8 m de largura e 2,3 m de altura,
construido em ago inox. O fundo falso inclui duas telas de di-
ferentes aberturas. A malha mais fina, inferior, serve paradig
tribuir igualmente o ar através do fermentador, enquanto a se-
cunda, mais grosseira, sustenta 1,0 m de camada de substrato.
O uso de fermentador tipo caixa, é associado com bom
crescimento e melhor reprodutibilidade. As celas inclinadas fo

ram utilizadas satisfatoriamente em bateria em uma planta semi

-comercial, mas nao satisfatoria para uso industrial.

c) Panela coberta

construida em aluminio com dimensoes de 7 pol (2,75 cm)
de diadmetro e 4 1/2 pol (1,77 cm) de altura, tendo fundo per-
furado, usualmente equipada para aeracao sobre pressao e facil
reversao do fluxo de ar e controle de temperatura. O fermenta-
dor é mantido coberto por tecido de algodao para prevenir con-
taminacao. A panela coberta oferece varias vantagens, tais co-
mo: necessidade de menos espago, crescimento mais uniforme, al
to e consistente rendimento e eliminagao das necessidades de
rotacao. Contudo, esse tipo de fermentador ndo é conveniente pa

ra outras escalas gue nao seja a de laboratodrio.
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Bandejas contendo 1l aZ2pol (254a5,08 cm) de camada de
substrato sao mantidas em uma sala ou cimara onde os parametros
Stimos de crescimento s3o mantidos para obtengao de elevado ren
dimento. O fermentado é umidificado pela passagem de ar umido.
Bandeja, com carcaga de madeira e com fundo em tela metadlica ou
bandeja metalica com fundo perfurado sao comumente empregadas.A
malha (ou abertura) que segura o substrato, tem os fios metadli-
cos pintados com verniz de baquelite para protegao contra corro
sao. As aberturas permitem a aeracao da superficie inferior do
substrato nas bandejas. A sala ou camara de fermentagao pade
ser similar aquelas dos secadores por circulagao forgada de ar.
Estes fermentadores sao usados com sucesso em escala de labora-
tdrio, planta piloto, planta semi-comercial, bem como em plan-
ta comercial.

As bandejas fermentadores sao de operacao simples (se
comparada com celas com aeragao forcada) e dao um produto fi-
nal mais uniforme em natureza e com elevada atividade enzimati-
ca. Contudo, a necessidade de uma grande area € uma de suas des
vantagens.

PAMMENT ' © utilizou bandejas em aco inox, de dimensoes
40x32x8 cm , com tampa e fundo perfurado e camada de 1 cm. Arxr
Umido e estéril era introduzido através do fundo falso.

¥ fizeram usos de bandejas de ma

MARTINELLI & HESSELTINE6
deira e de ago inox (com ou sem fundo perfurado), cobertas com
diversos tipos de materiais (folha de aluminio, tecido de algo-
dao, folhas de plastico) para prevenir a perda de umidade e a
contaminagao durante o curso da fermentagao.

(o]
SHIBASAKI9c recomenda, ao se usar pandejas de madeira,
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que essas sejam umedecidas antes de preenche-las com o substra
to, para evitar a perda da umidade junto a madeira e,consequen
temente, a inibicao do fungo nessa regiao.

LAUKEVICS63 utilizou bandejas com fundo perfurado,acon-
dicionadas em camara climatizada e equipadas com ventilador.

No fermentador tipo bandeja o acesso de oxigenio é faci
litado, freguentemente, pelo revolvimento periodico. Uma cons
tante mistura pode prejudicar a transferencia de oxigeénio,e
além disso diminuir a porosidade (espagos vazios) do substrato
e prejudicar o micélio do fungo. A mistura, por outro lado, a-

juda na remogao do calor e distribuigao de aditivos, tal como a

4dgua para controle de umidade ou solugoes nutritivas.

e) Correias transportadoras

0 método envolve o uso de uma série de correias trans-
portadoras no decorrer da fermentagao. A tecnologia desenvolvi

da envolve as seguintes etapas:

elevagao da temperatura do substrato ao redor de 852C
mantendo-o nessa temperatura por 15 minutos, na pri-

meira correia transportadora;

- resfriamento dos sdélidos a temperatura desejada pela
vassagem de ar frio e estéril, na segunda correia

transportadoras

- inoculagao do material resfriado pela pulverizagao de
. ~ ~ N . ’
esporos ou por alimentacao mecanica continua de indcu

lo seco;

~ distribuigdo dos sdélidos inoculados em bandejas meta-
licas com fundo perfurado através de um espalhador me

canico;
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- disposicao das bandejas em vagonetes e seguindo para

I'd .
o tunel de crescimento;

- umidificagao do tunel de crescimento pela circulacgao

de ar Umido a temperatura desejada:

- transferéencia do vagonete para tunel de secagem, de
dois estagios, trabalhando em contra-corrente e cor-

rente paralela de ar de secagem;

- esterilizacao das bandejas vazias pela passagem atra-

vés de um forno a 155°C/3min antes de reutilizad-las.

O sistema tem as Sbvias vantagens de alto grau de meca-
nizac3ao, se comparada com outros métodos, mas as desvantagens
incluem a incompleta esterilizacao do substrato a 85°C/15 min

e a dificuldade nc controle da temperatura.

£) Coluna

Esse tipo de fermentador consiste de uma coluna de vi-
dro ou pléstico, munidas de entrada e saida de ar. Para contro
le da temperatura, a coluna ¢ mantida em ambiente com tempera-
tura controlada ou pela passagem de dgua através da camisa da
coluna. E utilizada para trabalhos em pequena escala, e pode o
ferecer sérios problemas em mudanga de escala.

CARRIZALEZ et alii22 manteve seu fermentador em banho
termostatico para controle da temperatura.

RAIMBAULTSO construiu uma unidade incubadora composta

por 24 colunas, mantidas em um banho de agua com temperaturare

gulada.
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Sao torres com 2 a 6 divisdes, onde o material & trans
ferido de uma divisao a seguinte, do topo ao fundo, fermentado
por um periodo de tempo especifico em cada divisZo (comumente
um dia). O material descarregado é amontoado por 2 a 4 sSemanas.
A aeragao é realizada pela transferéncia de uma divis3do a ou-
tra. O processo & mais utilizado para a elaboragcao de composta
gem.

Seja qual for o tipo de fermentador, o importante é que
os aspectos de engenharia sejam levados em consideracgao. Pois,
destes, depender%o o desenho do fermentador, monitoramento e
controle de parametros e a automagao da fermentagao.

As condigoes sécio-econdomicas de cada pais definirao
quais os aspectos de engenharia que lhes serao mais convenien
tes.

Dentre os fermentadores estudados, o que apresenta uma
maior simplicidade quanto aos aspectos de engenharia e requer
um baixo investimento em capital para montagemde uma planta, é
o tipo bandeja, em sistema estatico. Plantas em escala semi-
comercial, ja& em operacao em varios paises que utilizam este
tipo de reator, tém conduzido a obtengao de um produto final
rico em proteina, como consequéncia de um crescimento unifor-
me e consistente de microrganismos.

Visto que, os paises do terceiro mundo S3aoc oS que apre
sentam uma evidente caréncia em proteinas, torna-se necessario
ent3o a obtengdo de um produto rico em proteinas a um baixo
custo.

Aliando-se a abundincia da mandioca como matéria-prima

com a simplicidade deste tipo de fermentador, pode-se obter um
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produto de elevado teor protéico, acessivel a este contingente

de paises do terceiro mundo.

2.2.4 Caracteristicas de Processo
2.2.4.1 Substrato

A utilizacao das matérias-primas como substrato de pro-
cessos fermentativos em meio sdlido, de acordo com a sua evolu
cao, pode ser dividido em dois periodos: pré-Pasteur e  pds-
Pasteur.

No periodo pré-Pasteur, os substratos restringiam-se ao
uso do trigo, da soja, do leite, do peixe, do chd, enfim, bqug
les envolvidos nos tradicionais processos orientais de fermen-
tacgao.

A utilizagao de maior diversificagao de substratos ini-
ciou-se por volta de 1960, ou seja, no Periodo pds-Pasteur. En
tre 1860 e 1900 os efluentes domésticos passaram a ser utiliza
dos em uma variante do processo conhecido como "gerador de vi-
nagre" (Mc LOUGHLIN7O). A produgao de acidos organicos trouxe
o uso da polpa de beterraba ou de cana de agicar para o rol
dos substratos solidos.

Mas, a diversificagao do uso, para a produgao de alimen
tos surgiu na década de 60. Cereais, graos, amidos de fontes
diversas, sao alguns dos principais substratos sdlidos que sao
preparados e usados para fermentagoes no estado sélido. A fer-
mentacdo do cacau, usada em varios paises, incluso o Brasil, é
um exemplo de alimento fermentado por FES.

A fermentacdo da mandioca, em meio sélido, € processo
comum de obtencdo de alimentos fermentados em varios paises da

10 4

Africa Oriental3' . AKINRELE , em 1964, iniciou os estudos ci
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entificos da FES da mandioca, determinando as condigoes de pro
cesso envolvidas na obteng%o do "gari", um dos alimentos fer-
mentados.

Outros exemplos de substratos, mais recentemente utili-
zados em FES, para obtencao de alimentos ricos em proteina, vi
sando o uso na alimentagao humana e animal,s3do obtidos de resi
duos industriais e da agricultura, tais como: palha de centeio

40, hidrolisados de celulose e serragem78, residuo de processa

76 . 2,64,68

mento de frutas ~, palha de trlgo4 164,06 .
Os substratos solidos em FES sao poliméricos em nature-

. . . . ’ »

Za e se caracterizam por suas insolubilidades em agua, uma 1na
bilidade a penetracao e ao ataque do microrganismo nos esta-
gios iniciais de crescimento. Assim, em FES, se faz necessario
o pré-tratamento do substrato, de maneira a atenuar a modifica

gao microbiana, pela formagao de pequenas moléculas permeaveis,

para aumentar os sitios de ataque microbiano, para dar estrutu

8. o pré-trata

ra fibrosa ou trazer gelatinizagao e inchamento
mento pode ser fisico ou quimico, ameno ou drastico, e inclui,
maceragao, cozimento, moagem, perolamento, quebra, picagemfrag
mentagao, trituragao, peneiramento e tratamento com alcali ou
cloreto de sédiol'B'26'46'60'63'68‘102.

Peritos em Tecnologia da Fermentaggo, Microbiologia e
Nutricao, oriundos de diversas partes do mundo, reuniram-se pa
ra formar um Comite das Nagoes Unidas, e o denominaram de Pro-
tein Advisory Group (PAG). Em encontro realizado em Moscou, em
1971, o Comité concluiu, baseado em extensivas evidéncias, que
trés substratos s3ao, pelo menos nos proximos anos, seguros pa-
ra produgéo de alimento humano: etanol, metanol e carboidratos
102 102

. Baseado nesta conclusao, SPICER direcionou seus estu-
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dos para o uso de carboidratos como substratos, selecionando as
trés principais,fontes para suas investigagoes: polimeros da
glucose (ocorrendo como amido em plantas como a mandioca, bata

ta, graos, etc), sacarose (melagos) e lactose (soro de leite).

2.2.4.2 Microrganismos

Durante séculos, os microrganismos tem sido utilizados
pelo homem nos processos fermentativos de alimentos. Contudo,
somente nos ultimos 50 anos, em virtude das dificuldades de se
produzir alimentos em quantidade suficiente para atender as ne
cessidades bésicas da populagao, é que os microrganismos come-

. . 36
caram a ser realmente investigados como fontes de proteinas !

49

Os estudos desenvolvidos em FES para produgao de biomas
sa protéica fazem uso dos fungos e de algumas leveduras e bac-
térias. Esse fato é uma decorrencia do baixo teor de umidade
disponivel no substrato 5611302047,

A classe de microrganismo mais comumente utilizada € a
dos fungos. Com a utilizagao de substrato amilaceo, sem hidrd-
lise prévia, os estudos se concentraram nos fungos filamento-
sos, termotolerantes e amiloliticos.

1062

Segundo SPICER , os fungos filamentosos tém as seguin

tes vantagens sobre os demais microrganismos:

a) cresce na natureza em substratos sdélidos;

b) possui melhor perfil de proteinas (Tabelas 10 e 11);

c) a obtengao do produto final é mais facil e menos cus
tosa do que para os demais microrganismos;

d) na fase de crescimento constante, a estrutura fila-~

mentosa permite a elaboragao de alimentos texturiza-
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dos sem necessidade de extragao, como no caso de ou
tras formas de proteinas;

e) os fungos, como parte integrante da dieta alimentar
diaria, sao aceitos em varias partes do mundo;

f) O NPU* da proteina da levedura esta em torno de 35-
40%; enquanto que, o NPU das proteinas fungicas atin
ge 70-75%, que suplementada com 0,2%de metionina, al
canga o equivalente a 100%, padrao de qualidade da

proteina do ovo.

TABELA 10. Composicao Média de Fungos Filamentosos.

COMPONENTES g/100g de material celular seco
Nitrogenio 5 a 8

Gordura 2 a8

Cinza 9 a 14

FONTE: ZE(HILBERG58 .

*NPU - net protein utilisation (coeficiente de utilizagao protéi
ca).



TABELA 11.

Composicao em Aminoadcidos de Diferentes Fontes de Proteinas (g/100g de proteinas)

AMINOACIDOS

(1)

(2)

(1)

(1)

(2)

S. cerevisae A.oryzae trigo ovo Fa0
integral inteiro
Lisina 7,7 7.1 2,8 6,5 4,2
Treonina 4,8 4,3 2,9 5,1 2,8
Metionina 1,7 1,3 1,5 3,2 2,2
Cistina - 0,% 2,5 2,4 2,0
Triptofano 1,0 1,0 1,1 1,6 1,4
Isoleucina 4,6 4,5 3,3 6,7 4,2
Leucina 7,0 7,2 6,7 8,9 4,8
Valina 5,3 5,2 4,4 7,3 4,2
Fenilalanina 4,1 4,2 4,5 5,8 2,8
(1) 58
FONTES: -KIHLBERG ,
(2) 102

SPICER .

8¢
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Os géneros de microrganismos mais utilizados para a pro

ducao de biomassa protéica19‘58sgo;
~ bactérias: Bacillus, Hydrogenomonas, Methanomonas, Me

thylomonas, Pseudomonas:

- leveduras: Candida, Rhodoturula, Saccharomyces, Endo

mycopsis;
- fungos: Aspergillus, PFusarium, Penicillium, Neurospo-
ra, Rhizopus e Mucor.

A producao de esporos para inoculagao da FES,  segundo

26 . . . . ~
DURAND ", é muito atrativa por varias razoes:

. ~ . ’ L4
- oferece padronizagao do inoculo; com esporos, o nivel

de indculo pode ser controlado;
- esporos podem ser preservados por varios meses.

Os processos para preparag¢ao do inoculo de forma a per-
mitir a inoculacdo direta podem ser realizados em meio liquido

10.80 _ cm meio sdlido, como no tradicional processo do "tane-

*
1 j."l,98,99.
A sequéncia de crescimento microbiano em FES, em condi-

~ ‘o . 61,110
goes otimas de processo, envolve as seguintes fases :

a) fase lag ou de indugao;
b) fase de crescimento exponencial ou fase lag;
c) fase constante ou estaciondria;

d) fase de declinio.

Relacionando a sequencia do crescimento microbiano com
o tempo de fermentacao, sob as mesmas condigoes, tem-se a fa

se lag com duracao de 16-18h, onde a germinagao dos esporos

* .. C e s
tane~-koji - iniciador ou starter



40
ocorre nas 3-4h iniciais; um gradual aumento de temperatura de
pois de 5-5h devido ao inicio do metabolismo; um gradual au-
mento da taxa nas proximas 15-20h; seguida pela fase exponenci
al com duragéo de 20-22h, prosseguindo com as fases estaciona-
rias e de decliniot?/%8,

As fases de crescimento podem ser também relacionadas com
a visualizacdo domicélio a olho nu. Nenhum crescimento é visua
lizado até 16h, algum crescimento € notado apés 16h. Depois de
20h o substrato fica quase totalmente coberto pelo micélio. A
formagdo de esporos nao é perceptivel no produto fermentado por

40h e alguma esporulacao é evidenciada depois de 43h12‘121.

2.2.4.3 condigoes de cultivo

Devido as condigoes altamente seletivas de crescimento
dos fungos filamentosos, termotolerantes e amiloliticos, o sis

~ ~ . 3
tema de fermentagao nao asseptica pode ser usado 9,36

. A pro-
priedade desses fungos trazem grandes vantagens para a produ-
cao de proteina de biomassa microbiana, a partir de substratos
amildceos em processos descontinuos de FES, sem o uso de condi
goes assépticasi®3,

A FES raramente requer extensiva preparagao do meio.Usu
almente, o substrato contém todos os nutrientes necessarios pa
ra a fermentagao. Em adigcao, algumas vezes, certos compostos-
comumente amdnia ou nitratos - sao acrescentadoszl.

O teor de umidade do substrato é um dos fatores chaveda
FES, e é governado pela natureza do substrato, o tipo de produ
to final e pelas necessidades do microrganismo. A umidade dos

substratos em FES varia de 30 até quase 8C%. Uma umidade alta

resulta em um decréscimo da porosidade, baixa difusao de oxige
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nio, um risco de contaminagao por bactérias e aumento de for-
magao de micélio aéreo. Uma baixa umidade leva a um crescimen-
to sub-6timo, um baixo grau de intumescimento e alta tensdo de
égua8’68’75.

A capacidade de retengao de agua pelos substratos amild
ceos é pobre e geralmente nao excede a 1,0 - 1,2g J4&gua/g de
solidos (5C a 55% de umidade)77. Para evitar a perda de umida-
de do substrato durante a fermentagao, o fermentador deve ser
mantido em atmosfera umidificada entre 90-97% de umidade rela-
tiva68.

A porosidade do meio de cultura € influenciada pela ho-
mogeneidade do substrato. Se a homogeneidade nao é alcancgada,
havera aglomeracao do meio em grumos, diminuindo, consequente-
mente, a porosidade do meio. O tamanho da particula e a porosi
dade do meio governam a area de superficie acessivel ao micror
ganismo e a proximidade do organismo. O grao inteiro de arroz
€ o tipo ideal de particula26’46’6o.

A temperatura de incubaggo em FES varia de 20 a 35°C,de
pendendo da utilizagao do fungo e da natureza do substrato®®.
As temperaturas baixas, em torno de 20°C, favorecem a produggo
de proteaselzo. O crescimento microbiano € um processo exotér-
mico, e o calor gerado deve ser dissipado, visto que, altas tem
peraturas nao sao favoraveis ao crescimento do microrganismolo?
O calor metabdlico é diretamente relacionado com as atividades
metabdlicas do microganismo e a espessura da camada de substra
to; um gradiente de 3°C/cm tem sido observado em um fermenta-
dor com 6,5 cm de espessura de camada68.

O pH dos sélidos em FES se situa na faixa de 3,5-5,0 pe

lo ajustamento durante a preparagao do meio. Quando a adigao



42
de sais nutritivos se faz presente, ha necessidade de acidifi-
cagSo do meio para corregao do pH, principalmente quando esses
sais sao basicos. O monitoramento e controle do pH durante a
FES nao é usualmente realizad019’68’80.

Os sistemas de FES sao altamente aerdbicos em natureza.
Dessa maneira, a fragao de vazios, o grau de mistura e aeragao
sao fatores importantes. A fragao de vazios é a fragao de volu
me gue € ocupada pelo ar dentro da massa do substrato e é fun-
cao da umidade e da natureza do substrato. Para uma dada fra-
gao de vazio, a transferéncia de oxigénio intraparticula é ob-
tida pela mistura e aeracao. Em FES, essas operagoes  ocorrem
simultaneamente e em alguns processos sao termos sinonimos (ex
bandeja). Se a fragao de vazios é suficientemente alta, conti-
nuas mistura e aeragao nao Sao necessarias, pois os vazios con
tém oxigénio suficiente para suportar o crescimento celular.Pe
riddicas mistura e aeragao sao necessarias para expelir o did-
Xido de carbono e realimentar os vazios com ar frescozl‘47. Pe
quena espessura de camada do substrato no fermentador, uso de
bandejas perfuradas ou vaso fermentador com fundo falso em te-
la, também facilitam a transferencia de oxigeénio. A mistura (ou
revolvimento) traz outros efeitos benéficos a massa fermentan-
te, tais como: prevencao de formagao de agregados,exposigao de
particulas individuais a atmosfera de fermentaggo, efetiva dis
tribuigdo do indculo e promogdo de crescimento em particulas in

dividuais do substrato46’68.

.~ . ~ 4 .
O consumo de oxigenio e a formagao do dioxido de carbono
s3o muito mais altos em FES. Em vasos fermentadores com sistema
~ ’ . . o~ . dIn- .d
de aeracao fechado e estatico, o oxigenio deve ser admitido con

~ « -
forme consumido, e de acordo com sua formagao, o dioxido de
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carbono deve ser eliminadolz’32.

Ressaltada foi a importancia da mandioca como matéria-
prima para a obtengao de um produto rico em proteina, utili
zando um vaso fermentador simples guanto aos seus aspectos de
engenharia e economico, como a bandeja.

Necessario torna-se agora, adaptar as condigbes de cul
tura a estes, dentro das efetivas disponibilidades de cada

¢

pais.

2.3 A MANDIOCA E A FES

A utilizagao da mandioca como substrato solido para pro
cesso de fermentagao iniciou-se nos paises da Africa Oriental.
O "Kokonte" (Ghana), o "Lafun" (Nigéria), o "Tape Ketella" (In:
donésia) e o "Gari" (Nigéria) sao exemplos de alimentos fermen
tados tendo como base a mandioca. O "Gari", & componente da
dieta alimentar didria de vérios paises da costa oriental da A

frica3’42.

A fermentagéo da mandioca para producao do "Gari" segun
do AKINRELE% tem sido muito estudada pois ela promove aredug%o
da toxidez da mandioca (pela liberacao do acido cianidricoa pH
baixos, combinado com a atividade fungica), e também pelo de-
senvolvimento de sabor caracteristico. O trabalho desenvolvido
pelo autor, em 1964, procura estabelecer as condigoes Otimas
nas guais a mandioca poderia ser utilizada em uma industria mo
derna, baseada na FES. A fermentagao ocorre melhor a temperatu
ra proxima de 35°C, e com polpa inoculada com suco fermentado
de mandioca. Durante a fermentagao, a desinfecgao do meio ocor
re gradualmente, pela formagao dos acidos férmico e latico. A

mistura da massa e a exposigao a luz parecem acelerar a fermen
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tagao, obtendo-se satisfatdrio produto em aproximadamente 15h.
Essas foram as condigoes identificadas pelo autor no processo
de obtencao do "Gari".

O primeiro trabalho publicado sobre experimentos comman
dioca visando o seu emprego como uma possivel fonte de protei-
na de baixo custo, para os paises sub-desenvolvidos, deve~-se a
GRAY & ABOU ~EL-SEOUD>®, em 1966.

Os autores reportaram-se ao fato de que a deficiencia
protéica evidencia-se nas areas de cultivo da mandioca e a sua
grande produtividade, baseando seus experimentos nestes fato-
res. Os resultados obtidos no trabalho, mostraram ser a man-
dioca uma fonte de carboidrato de consideravel potencial em um
processo envolvendo a sintese de proteina, pelo fungo, onde se
evidencia ser mais econdmico o uso da raiz fresca em relagao
ao uso da farinha, e também pela apresentacao de melhores ren-
dimentos em proteina.

Em 1969, BROOK et aliilg, utilizando a mandioca como
substrato para a sintese de proteina, compararam os dois pro-
cessos de fermentacao: FES e FML. A mandioca enriquecida por
uma derivagao do processo de obtencao do "Tempeh"*, da tradi-
cional FES, ¢ indicada para direta incorporacac na alimentagagq
e a implantagao do processo é recomendada como industria arte-
sanal, onde os equipamentos, trabalho e capital necessarios es
t3ao na mais simples forma.

A revista NEW SCIEETISTS28 publicou, em 1970, um artigo
sobre o enriquecimento protéico da mandioca por FES. Andlises
dos "queijos" de mandioca obtidos pelo Tropical Products Insti
tute, de Londres, indicaram que as concentragoes de proteinano

"queijo" final podem alcangar 3,25% em comparagao com 0,5% da

*
Tempeh - queijo vegetal obtido a partir da fermentagao da soja.
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farinha inicial.

A composicao de lipidios foi estudada na mandioca e no
produto fermentado por HARRIS41, em 1970, concluindo o autor
que o conteido total de lipidios cai com a fermentagao, enquan
to que o glicosideo esterol presente na matéria original nao
é metabolismo e torna-se o maior componente da composigao dos
lipidios no produto final.

As vantagens do enrigquecimento da mandioca com biomassa
protéica foram enfaticamente enumeradas por STRASSER104, em
1970, O autor salientou que apesar da longa lista de vantagens

poucos estudos tém sido desenvolvidos no campo do enriguecimen

to protéico da mandioca, propondo a utilizagao desse processo

\
1

de elevacao protéica na elaboragao da farinha de mandioca.
Uma descrigao suscinta do processo de obtengao do "Gari"
foi dada por AYRESg, em 1972. A importancia de pesquisas no mé
todo de fermentagao controlada e o uso de cultura pura para pro
dugao do "Gari" e outros produtos similares foram enfatizadas.
TREVELYANlog, em 1974, apresentou uma critica sobre as
recomendagoes de que a mandioca, mediante tecnologia apropria-
da, pode-se transformar em um alimento nutritivo e rico em pro
teina, de textura e sabor atrativos. Fatores esses que se lo-
grariam mediante a FES com fungos. Dois pontos foram investiga
dos experimentalmente: que nivel de proteina podia ser estabe-
lecido mediante a FES e que a eficiéncia da conversao do car-
boidrato em proteina microbiana. Verificou que fermentando-se
farinha de mandioca com um teor original de C,6% de proteina,
obtinha-se um produto com, 4,3% de proteina; e, que a conver

sao do carboidrato a proteina microbiana foi tao eficiente co-

mo em FML, porém so demonstrando a metade da eficiencia quando
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realizada em cultivo continuo.

Um processo simples, nao asséptico, de baixo custo para
conversao do amido da mandioca em proteina microbiana, para u-
SO na alimentaggo animal, foi estudado por READE & GREGORY3%
em 1875, Os resultados desse estudo sugeriam que os fungos fi-
lamentosos, termotolerantes e amiloliticos, os quais sao capa-
zes de crescer a altas temperaturas e a baixo pH, podem ser
utilizados, com sucesso, na produgao de biomassa protéica.

O uso de tais microrganismos resulta em economia, pois
a hidrdolise do amido de mandioca antes da fermentagao nao se
faz necessjria. A assepsia durante a fermentagao também & des-
nessaria.

Procedimento para direto enriquecimento protéico da man
dioca pela FES foi descrito por SENE296, em 1979, O fungo sele
cionado foi o Aspergillus niger devido a sua alta atividade a-
milolitica e sua composicao em aminodcidos. Os dados  obtidos
mostraram que em 30h de incubaggo, o produto fermentado apre-
senta em média 20% de proteina e 25% de aglicar redutor  resi-
dual. Comparando, sobre o aspecto agro-economico, a produtivi-
dade de proteina por hectare, o autor concluiu, baseado em re-
sultados experimentais, que a mandioca enriquecida estd na re-
lagao de guatro para um com a soja.

RAIMBAULT & ALAZARDBO, em 1980, estudaram o crescimento
microbiano em FES, utilizando a farinha de mandioca cozida co
mo substrato. A influéncia dos fatores ambientais e as  condi
¢coes Stimas de processo foram determinadas. A temperatura de
incubacao e a umidade do material influiram na produgao de pro

teina, a quantidade de esporos e de nutrientes também influi-

ram. Durante o processo fermentativo, evidenciou-se variagBes
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de pH e na umidade do material. A taxa de crescimento e o ren-
dimento mostraram-se quase similar aqueles descritos para FML
em condigoes otimas, de acordo com a avaliacgao dos autores.

A determinagao do crescimento especifico de fungo em
FES foi realizada, em 1982, por CARRIZALEZ et alii22, através
do cultivo de Aspergillus niger em farinha de mandioca gelati-
nizada e peletizada. Os resultados obtidos no trabalho demons-~
traram a influéncia da adigao de sais de amdonia como nutrien-
tes no crescimento microbiano, e que a altas concentragoes
desses sais o sistema exibe inibigao do substrato.

vaNNESTET1?, em 1984, comparou quatro métodos de fermen
tacao da mandioca, utilizando fungos filamentosos, quanto a sua
eficacia de enriquecer a mandioca em proteinas e a possibilida
de de sua utilizagao a nivel de aldeia. Foram comparados os
dois processos fermentativos, FML e FES, sendo que nesse ulti-
mo foram utilizados tres métodos diferentes: em barris, em be~
toneira e estatico em bandejas. Dos métodos estudados, a fer-
mentagao estatica em bandejas apresentou um melhor rendimento
em proteina.

Fungos isolados de tradicionais alimentos fermentados fo

81, em 1985, pela sua

ram selecionados por RAIMBAULT et alii
habilidade em converter amido em proteina, em cultura liquida,
tendo como fonte de amido a farinha de mandioca. Dos 32 fungos
inicialmente selecionados, somente 24 tiveram observavel cres-
cimento em cultivo liquido. Os fungos selecionados dessa manei
ra foram testados no enriquecimento protéico da mandioca pela
FES. Tipicamente, mais de 18 cepas podem crescer bem em mandio

ca cozida. A composicao da mandioca enriquecida variou de 1G9

a 16,5% em proteina e de 28,2 a 45,2% em agucares residuais.
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Onze dessas cepas aumentaram o conteido de proteina acima de
14%. Os resultados indicaram que o processo de enriquecimento
da mandioca através da FES pode ser aplicado, com sucesso,para
vérias cepas de fungos. Essencialmente cepas de Aspergillus 8p
dao os melhores resultados, nas condigoes padrao de estudo,con
cluiam os autores.

Estudos envolvendo a utilizagao da mandioca como subs-
trato soluvel tem sido desenvolvidos paralelamente aos estudos
como substrato sélido, visando a utilizagao dos residuos de fe
cularias de mandioca na produgzo de concentrados protéicos mi-
crobianos: SALESag, 1972: BORZANIl6, 1975 VENOSAllS, 1975;GRE
GORY et alii39, 1976; SALES & MENEZESgO, 19767 MEIERING & GRE~

10 84
GORY71, 1978; AZOULAY et alii , 1980; REVUZ & VOISIN , 1980

29 4
FERNANDES & NICOLO , 1981; MUINDI & HANSEN7 , 1981; SANTOS &

91,92 ) 103
GOMEZ , 1983; STEVENS & GREGORY , 1987.
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2.4 ALIMENTOS FERMENTADOS

Um alimento fermentado, de acordo com a definicao de VAN
113 . .
VEEN . € aguele alimento que teve alterado guimicamente um
ou mais de seus componentes, pela agao de microrganismo. Alimen
tos fermentados contém significativa quantidade de massa celu-
lar de microrganismos, tao diversos como bactérias, leveduras e
fungos.

Assim, é importante reconhecer que algumas formas de pro
teina microbiana tém sido utilizadas como alimento humano  por
milénios.

No passado, os microbiologistas devotavam a maior parte
de seus esforgos na consideragao dos danos que os microrganis-
mos p»oderiam causar ao homem. Entretanto, eles deveriam aprovei
tar esses organismos de maneira positiva, investigando como eles
poderiam ser utilizados para servir aos interesses do homem.
Essa era a idéia que GRAY36, em 1552, defendia. A deficieéencia
protéica, o aumento da populacao mundial e o decréscimo das &-
reas agriculturaveis, eram os pontos bases para defender o apro
veitamento racional dos microrganismos, como futura fonte de
proteina.

Uma listagem dos alimentos fermentados, com cerca de 180

44, em 1955. Nessa pu

denominacoes, foi divulgada por HESSELTINE
blicacao, o autor descreveu as fermentacoes de alimentos, real-
cando a melhora do sabor, textura e digestibilidade e salientan
do que a fermentacao é uma maneira de preservar os alimentos por
varios meses.
. 37 .
Em 1966, GRAY™ ', voltou a defender seu ponto de vista,

dessa vez, recomendando o uso de proteina microbiana diretamen-
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te na alimenta¢ao humana, principalmente, nos paises subdesen-
volvidos, onde a deficiéncia protéica era evidente. A Serra
Leoca foi citada como exemplo desse quadro. Uma das possiveis
matérias-primas para substrato da fermentagao foi apontada co-
mo sendo a farinha de mandioca, principal alimento do pais.

BRESSANT -° sugeriu uma serie de critérios cque devem ser
seguidos para o desenvolvimento e introducao de novos alimentas
ricos em proteinas. Primeiramente, que os materiais basicos em
pregados devem:

-~ ser disponiveis ou produzidos no local;

- ser produtos que ainda nao estejam satisfazendo o seu

potencial maximo como alimento humano;

- ter as especificacoes exatas nas qualidades e condi-

goes de processamento.

Finalmente, que os alimentos envolvidos e processados
devem:

- estar dentro dos recursos economicos da populagaoc que
Se pretende servir;

- ser facilmente transportados e ter vida longa de arma
zenamento nas condicoes ambientes normais;

- ser isentos de materiais tdxicos ou nocivos:

- possuir proteinas de qualidade nutritiva relativamen-
te certa:

- possuir sabor e aroma agradaveis, assim como outras
caracteristicas fisicas que os tornem aceitaveis e de

facil preparo.

Os trabalhos que evidenciam a importancia das fontes nao

convencionais de proteina se sucederam incluindo sempre e dando
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importancia cada vez maior ao estudo dos alimentos fermentados
enriguecidos em proteinas e a producao de biomassa protéica:

AU & FIELDS7, BEUCHATlS, DABBAHzS, HESSELTINE49'50, KHILBERGS%

SPICERlOZ, STRASSER104, TANNENBAUMlO5 e VAN VEENll4.
Infelizmente, porém, ainda permanece um obstaculo a ser

superado, a barreira socioldgica.Apesar dos alimentos orientais

fermentados terem alcangado grande popularidade, atualmente, no

mundo Ocidental, a aceitagSo do microrganismo como parte inte-

grante do alimento, ou mesmo como alimento, nao foi alcancgada.
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Matéria-Prima

Os estudos foram conduzidos usando tubérculos de mandio
ca, Manihot esculenta Crantz, como substrato sdlido da fermen-
tacao.

A mandioca, proveniente das zonas agricolas préximas a

cidade de Curitiba e colhida nos anos de 1988/1989, foi adqui-

rida junto ao comércio local, na forma de raizes frescas.

3.1.2 Microrganismos

A escolha das cepas de fungos foi realizada com base na
sua capacidade de utilizacdo da mandioca, como unica fonte de
carbono e pelo seu elevado contetdo em proteina.

Desse modo, foram empregadas as seguintes cepas:

Aspergillus oryzae 1) cepa ne ETF-20, do Acervo do La
boratdrio de Microbiologia In-
dustrial da Universidade Fede-

ral do Parana.

2) cepa n2 46244 (NRRL 3485), da
American Type Culture Collection

(ATCC), Maryland - USA.

Aspergillus niger cepa n2 2003, da Colegao de Mi-
crorganismos do Departamento de
Antibidticos da Universidade Fe

deral de Pernambuco.
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Rhizopus stolonifer cepa n¢ (€276 (NRRL 1478),da Co-
legao de Culturas Tropicais da

Fundagao Tropical de Pesquisase

Tecnologia "André Tosello".

3.1.3 Xutrientes

Salis nutritivos foram utilizados como fontes de enxofre
fésforo, nitrogenio e potéassio.
A adicao dos nutrientes verificou-se pelo emprego dos

seguintes sais:

fosfato de ambdnio secundirio: (NH,), HPO,

fosfato de potdssio primdrio: KH,PO,

sulfato de amonio: (NH4)2SO4

~NH

™ N

2
2

s .
urelia: Oo=C

Esses sais foram adicionados em diferentes proporgoes,

sobre o peso da mandioca cozida.

3.1.4 Fermentador

O tipo de fermentador selecionado para o desenvolvimen-
to deste trabalho foi o tipo bandeja, em sistema estatico.

Bandejas em aluminio, com dimensoes de 22,4x17,0x3,0 cm
e 60x40x10 cm foram empregadas. Também, utilizou-se uma bande
ja de madeira com dimensoes de 100x60x10C cm . Peneiras de uso
corrente, nos diametros de 22 e 50 cm, malha 16, foram usadas.

Quando da necessidade de amostras menores, fez-se uso
de placas de Petri e de copos de béguer como recipientes de
fermentacao, sendo que esses recipientes mostraram-se excelen-

' . ’ .
tes para ensaios de laboratorio.
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Nos ensaios de laboratério, o processo fermentativo foi
desenvolvido em estufa de incubagao FANEN.

Em escala piloto, o processo fermentativo foi desenvol-
vido em camara de fermentagao, construida nas dimensoes de
3,00x1,70x2,20 m, com suas paredes e tetos totalmente azuleja-
dos, o que proporcionou facilidade de limpeza e assepsia. Os
pontos de energia constituem-se em tomadas de 110 e 200 V.

O sistema de iluminagao, esta composto de quatro lampa-
das, duas fluorescentes e duas ultravioletas, dispostas no cen
tro do teto. As lampadas ultravioletas, GERMICIDAL GL-30, de
30 W de poténcia, servem ao intuito de se obter ambiente esté-

ril antes do inicio da fermentacao (Figura 3).

FIGURA 3. Camara de incubagao: lampadas ultravioletas.
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Durante o curso da fermentagéo, os fermentadores foram
cobertos por um tecido leve de algodao.

Para acompanhamento da temperatura e umidade relativa
do ar, na camara, fez-se uso de um higrometro de cabelo PRAZI
SIONS. A manutengao das condigoes ambientais foi realizada pe
la evaporacao de agua (para umidade relativa do ar), pelo au-
xilio de aquecedor ambiental elétrico BRITANIA (para tempera-
tura)e ventilador BRITANIA (para troca da atmosfera gasosa).

Quando da mudanga da atmosfera gasosa da camara, pela
movimentacao do ar através de ventilador, a porta era mantida
aberta. Nessa ocasiao, os fermentadores eram cobertos com pa-

pel de emdbrulho e a luz ultravioleta mantida ligada.

3.2 METODOS

3.2.1 Preparo da Matéria-Prima

O preparo da mandioca, para posterior utilizacgao no
processo fermentativo, consistiu basicamente da sequeéncia de

operacoes mostrada no fluxograma da Figura 4.

RAIZES
AGUA ~————w LAVAGEM —— AGUA DE LAVAGEM
DESCASCAMENTO —— CASCAS
AGUA ——— LAVAGEM ————— AGUA DE LAVAGEM
AGuA ———» COZIMENTO ——— AGUA DE COZIMENTO
RESFRIAMENTO
RALACAO

MANDIOCA COZIDA E RALADA

FIGURA 4. Fluxograma do preparo da mandioca para processo fer

mentativo
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0 método de preparo da mandioca é o mesmo utilizado do-

mesticamente para o consumo da mandioca "in natura'", incluindo

-se as etapas de resfriamento e ralagao.Uma descrigcao suscinta

do método é dada a seguir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

s ’
As ralzes foram lavadas, sob agua corrente, para re-

mocao da terra.

Id (4 0 .
Apos a lavagem, as railzes foram descascadas, utilizan
do-se facas em ago inox, removendo-se totalmente a

cascCa.

Para remocao das sujeiras remanescentes e dos residu
os de casca, as raizes foram novamente lavadas. As

raizes foram entdo cortadas em pedagos de aproximada

mente 10 cm.

(4 .
Os pedagos de raizes foram levadas a cozimento em pa
nela de aluminio, com volume de &gua necessario para

cobrir todas as raizes, sob pressao ambiente.

Terminado o cozimento, a égua foi drenada, e a pane-

la coberta com tecido de algodao e resfriada.

Apés o resfriamento, a operagao seguinte foi a rala-
cao, levada a efeito através de um multiprocessador
doméstico. As particulas produzidas foram semelhan —
tes aquelas do queijo parmesao, grosseiramento rala-
do. A mandioca, assim obtida, foi utilizada direta-

mente no processo fermentativo.
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Para a obtengao dos indculos foi seguida a técnica

descrita por SHIBASAKI & HESSELTINE

SOCCOLlOl.

ARROZ INTEGRAL

. Acua
D
HIDRATACAO FRIA
. AGUa DE
FILTRAGAO ™ HIDRATACKO

COZIMENTO SOB VAPOR

|

RESFRIAMENTO

, ja disciplinada por

ESPOROS SELECIONADOS
DE MICRORGANISMOS

DESENVOLVIMENTO EM
AGAR DEXTROSE BATATA

REPASSE COM ALGCA DE
PLATINA PARA FRASCO COM
AGUA DESTILADA ESTERIL

AGITAGAO

INOCULACAO <

l

INCUBACAO

|

SECAGEM

|

EMBALAGEM

INICIADOR
oU
INOCULO

FIGURA 5. Fluxograma de obtencgao do indculo.

r~ . ’
Todos os materiais envolvidos na preparagao do inoculo

foram previamente esterilizados em autoclave por 15min e 1l atm

de pressao.
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Em linhas gerais, obteve-se o indculo como segue:

1) Esporos selecionados do microrganismo foram desen-~

3)

4)

5)

6)

volvidos em tubos inclinados contendo agar dextrose
batata, com pH 3,5. Os tubos foram incubados em es
tufa a 28°C por 5 dias. Os esporos, assim obtidos,
foram transferidos, com o auxilio de alga de plati

na, para frasco contendo agua estéril.

Arroz integral, bem lavado em agua corrente, foi hi
dratado por cerca de 1l6h, a temperatura ambiente,em
volume de dgua 5 vezes maior que o seu proprio. A
hidratagao foi necessaria para fornecer ao arroz u

ma umidade de 35%.

O arroz, apds eliminagao da agua de hidratagao, foi
levado a cozimento sob vapor, a 96°C de temperatura
e a pressio ambiente, contando-se 130min apdés o ini

cio da operacao.

ApOs cozimento, os graos de arroz foram recebidos em
bandeja de aluminio e dispostos em camada de até 2
cm. A bandeja foi entao coberta com tecido de algo-
dao.

Os graos de arroz, assim preparados, foram deixados

rd (4 ’ .

até que a temperatura cailsse proximo a 30°C, ponto
em que teriam perdido o excesso de umidade, prejudi

cial a fermentagao.

Os graos de arroz resfriados foram entao inoculados
com agua contendo esporos (do item 1). A distribui-

cao efetiva dos esporos foi obtida pelo revolvimen-
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to uniforme do material.

7) O material inoculado foi imediatamente conduzido a
incubagao a 28°C e 92% de umidade relativa, por 5
dias, Durante a incubaggo o material foi revolvido

2 vezes ao dia.

8) Findo esse periodo, onde hd o desenvolvimento e es-
porulagao do microrganismo, o produto foi levado a

secagem em estufa a 50°C por 72h.

9) 0 produto seco, acondicionado em embalagens de vi-

. . . ’ - . .
dro, constitui-se no inoculo ou iniciador.

Os microrganismos selecionados para a elaboragao deste
trabalho tiveram sua preparagéo conforme a metodologia descri

ta.

3.2.3 Obtencao da Farinha de Mandioca Enriquecida

Para a obtencgao da farinha de mandioca enriquecida foi
seguido o método descrito para a obtencao do iniciador, porém,
com algumas modificacoes. Substitui-se o preparo do arroz pe-
lo da mandioca, e a agua estéril com esporos fungicos pelo i-
néculo. Acrescentou-se, ainda, as etapas de adigao de nutrien
tes e esterilizagdo. O fluxograma da Figura 6 mostra o método

de obtencao da farinha de mandioca enriquecida.
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RAIZES
AGUA ———= LAVAGEM — AGUA DE LAVAGEM
DESCASCAMENTO —w CASCAS
AGUA ———— LAVAGEM — AGUA DE LAVAGEM

l

AGUA ———» COZIMENTO ~— AGUA DE COZIMENTO
RESFRIAMENTO

RALAGCAO

MANDIOCA COZIDA
E RALADA

ADICAO DE NUTRIENTES

;

DESINFECGAQO EM
LUZ ULTRAVIOLETA

INOCULO ——» INOCULAGAO
FERMENTACAO

CONTROLE. DO
GANHO PROTEICO

SECAGEM
MOAGEM
EMBALAGEM

FARINHA DE MANDIOCA ENRIQUECIDA

FIGURA 6. Fluxograma de Obtengao da Farinha de Mandioca Enri

quecida.
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As primeiras etapas do processo constam do preparo da
matéria-prima (item 3.2.1). Com as modificagoes efetuadas,o mé

todo apresentou a seguinte linha de preparagao:

1) Preparo da matéria-prima, com a consSeguente obtenggo

da mandioca cozida e ralada.

2) Sais nutritivos foram adicionados diretamente a man-
dioca cozida e ralada, e o material, bem misturado,pa

ra a distribuicao uniforme desses sais.

3) 0 material foi entao levado a desinfecgao, pela ex

posicao a luz ultravioleta, em um periodo de 15 min.

4) O material desinfetado constituiu-se no subtrato,

que recebeu o inoculo.

5) O substrato, apds inoculagao, foi coberto com tecido

leve de algodao e deixado a fermentar.

6) A fermentagao foi encerrada quando do desenvolvimen-

to abundante de micélio, compactando a massa toda.

7) O produto fermentado foi entao seco, em estufa a

50°C, até umidade préxima a 6%.

8) O produto seco foi moido, em moinho de discos, e em-
balado em saco de polietileno, constituindo-se na

farinha de mandioca enriquecida.
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3.2.4 Anadlises Fisico-Quimicas

3.2.4.1 Coleta de Amostras para Andlise

Amostras foram coletadas desde as primeiras etapas do
processo.

Durante o tempo de fermentagao, foram retiradas amos-
tras, em intervalos registrados, para posterior avaliaggo de
suas variagoes no decorrer do processo.

Tratando-se entao de uma avaliagao das variagoes ocor-
ridas no decurso da fermentacao, necessario evidenciou-se pa-
dronizar as amostras. Para as determinagoes analiticas, excetu
ando-se umidade e pH, as amostras recolhidas foram preliminar-
mente secas em estufa a 60°C por 48 horas, moidas, embaladas e
catalogadas.

As amostras para determinacao de umidade e pH, quando
nao analisadas imediatamente, eram embaladas, rotuladas e con-

geladas.

3.2.4.2 Determinagao da Umidade

A umidade foi determinada por dessecagao em estufa a

105eC até peso constante®’ 3%,

3.2.4.3 Determinag3o Eletrométrica do pH

Dez gramas de amostras foram suspensas em 100 ml de
dgua destilada, e deixadas em repouso por 30  minutos. O pH
foi determinado no liquido sobrenadante, através de potenciome

tro marca PROCYONBl.
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3.2.4.4 Determinagao das Proteinas

Sendo a avaliagao das alteragoes sofridas no conteudo
de proteinas um dos principais objetivos a serem alcangados
neste trabalho, necessario se fez a diferenciagao entre os di
ferentes tipos de nitrogénio.

Para a determinagao do nitrogenio total, utilizou-se
o método de KJELDAHL, como descrito por FREITAS et alii 31,

O nitrogenio inorganico, ou seja, aquele proveniente
do sulfato de amonia, foi determinado pelo método ja citadg
porém sem a prévia digestaozz.

O nitrogenio organico foi obtido efetuando-se a dife-
renca entre os valores do nitrogenio total e do inorganico.

A multiplicagcdo do nitrogénio organico ou protéico pe

lo fator 6,25 resultou no conteudo de proteinas.

3.2.4.5 Determinagao do Amido

Essa determinacido foi realizada através do emprego do

licor de Fehling, conforme método descrito por FREITAS et alii
31

3.2.5 andlises Microbioldgicas

3.2.5.1 Contagem Total de Bactérias

Na farinha de mandioca enriquecida procedeu-se a ava-

liacdo da populacdo de bactérias, segundo técnicas do Bacte-

riological Analytical Manuallll.



04

3.2.5.2 Contagem de Bolores e Leveduras

A contagem de bolores e leveduras foi efetuada nos ind-
culos e na farinha de mandioca enriquecida, pela contagem pa-

drao em placa554'62’lll.

3.2.5.3 Numero mais Provavel (N.M.P.) de Bactérias do Grupo

Coliforme.

Foi utilizada a técnica descrita por GELLI33 para as de
terminacoes do numero mais provavel de bactérias do Grupo Coli
forme. Essa determinacao foi realizada por tratar-se de um dos
indicativos de contaminagao, exigidos por lei, para alimentos
conforme publicacao no Diario Oficial da Uniao de 12 de Feve-

. . . . P 2
reiro de 1987, citado em MINISTERIO DA INDUSTRIA E COMERCIO7 .

3.2.6 Determinacao da Aflatoxina

A farinna de mandioca enriquecida foi analisada, pelor@é
52
todo de cromatografia delgada, para verificagao da aflatoxina .
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PREPARO DA MATERIA-PRIMA

As determinagoes analiticas realizadas na mandioca cozi
da, obtida pelo processo artesanal mostrado na Figura 4 (item

3.2.1), sao apresentadas no Quadro 1.

QUADRO 1. Composicao Quimica da Mandioca Cozida.

MATERIAL UMIDO MATERIAL SECO
COMPONENTES % %
Umidade 60 -~ 70 - - -
Amido 21 - 33 70,00 - 82,50
Proteinas 0,36 - 1,16 1,20 - 2,90
Lipidios 0,16 - 0,25 0,53 - 0,62
Fibras 0,30 - 0,72 1,00 - 1,80
Cinzas 0,26 - 0,60 6,87 - 1,50

Na realizacao deste trabalho, o substrato apresentou u-
midades que variaram de 60 a 70% . Devido a esse fatg a composi
¢ao quimica da mandioca foi determinada como o mostrado no Qua

dro 1.

Em todos os métodos de preparo da mandioca, descritos

: 1,96,109 . .
nas literaturas Consultada522'80'8 120 ,a umidade foi conse
guida pela posterior adigao de agua a valores de 50 - 55%. O

cozimento ou o tratamento térmico utilizado visava promover a

esterilizacdo, a gelatinizagao parcial do amido e tornar o ma-
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terial suscetivel ao ataque das enzimas fungicas.

Em ensaios de laboratdrio, realizados anteriormente,ve
rificou-se que o cozimento & uma das operagses mais importan-—
tes do preparo da matéria-prima. Mandioca crua, com e sem se-
cagem; mandioca cozida, em diferentes tempos, maiores e meno-
res do que o selecionado, foram testadas em processo fermenta-
tivo para verificacao de sua influéncia no desenvolvimento do
microrganismo. Dos ensaios realizados, resultou ser a mandioca
cozida em um tempo de 2C min a uUnica que possibilitava o cres-
cimento fungico. As demais, em maior ou menor grau, mostraram-se
negativas ao crescimento fungico. Colocando-as em uma escala

decrescente, guanto ao crescimento fﬁngico, obteve-se:

cozida: 20 min > cozida: 30 min> cozidas: 10 min >

::> crua: com secagem::> Crua: sem secagem.

A mandioca selecionada foi cozida em panela de alumi-
nio em um tempo médio de 20 mim, contados a partir da ebulicao
da agua de cocgao. O final do cozimento foi dado quando as rai

2es se apriam em duas metades.

4,2 1INOCULO

Os indculos obtidos,conforme processo anteriormente des
crito no item 3.2.2, apés a etapa de secagem, apresentaram oS
nimeros de esporos vidveis, pelo método dos esporos viavedis, e

teores de umidades mostrados no Quadro 2.



67

QUADRO 2. Numero de Esporos Vidveis dos Indculos e Teores de

Umidade.
Microrganismo Indculo Umidade
Ne esporos/g %
Aspergillus oryzae cepa ETF-20 38 x 107 5,1
Asperglllus oryzae cepa 46244 74 x 10’ 4,4
Aspergillus niger cepa 2003 33 x 10° 4,1
Rhizopus stolonifer cepa 0276 13 x 108 4,2

Os esporos de A. oryzae cepa n2 ETF-20, na forma de ind
culo, foram obtidos hd tres anos e conservados em recipiente de
vidro, na auséncia de luz. A redugao observada no numero de es

poros foi da ordem de 5%, baixando de 40 x 107 para 38 x 107

esporos/g de indculo. soccor.®! havia observado essa redugao
com o envelhecimento.

Os indculos utilizados, nos diferentes experimentos de
enriquecimento protéico da mandioca, se encontravam na forma de
suspensao. 0s indculos eram mantidos refrigerados, a 492C, wcom
um periodo maximo de validade por 6 meses. Esses estudos indi-~
caram ser a adiggo de 2 x 107 esporos/g de substrato o nivel

idea122:26,76,77,80,81,83

Estudos foram conduzidos para verificagao do nivel ideal
de indculo. 0Os resultados obtidos mostraram ser elevada a adi-
950 de 2 x 107 esporos/g substrato. Com esse valor, a contagem
do numero de unidades formadoras de colonia (esporos) resulta-
va alta no produto final. RedugOes sucessivas desse valor e

contagens dos esporos remanescentes na farinha de mandioca per
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L . o ~ 6
mitiram a identificagao de 1 x 10  esporos/g substrato, para a
inoculacao.
7 6 .
Valores entre 2 x 10" e 1 x 10~ conduziram a fermenta
¢Ooes normais, sem a inibigdo do meio pelo excesso do indculo e
sem contaminag¢ao do substrato pelo baixo nivel de esporos. Se-

19

gundo BROOK et alii~”, pequena quantidade de indculo possibili

ta a contaminacao do meio e grande quantidade de indculo a ini

bigao do substrato. RAIMBAULT et alii80

encontrou, para o A.ni
~

ger, valores da ordem de 4 x 10°a 4 x 107 esporos/g de substra
to, sendo que no limite maximo ja& era notada uma pequena quan-

tidade no teor de proteinas final, pela inibigao do meio.

4.3 NUTRIENTES

Os sais nutritivos, fosfato de amonio secundario, fosfa
to de potédssio primdrio, sulfato de amdnio e uréia, foram tes-
tados quanto a sua influencia na produgao final de proteinas,e
em que niveis se obteria um dtimo rendimento.

Todos os ensaios elaborados com uréia, sozinha ou asso-
ciada, mostraram-se negativos. Com o decorrer da fermentagaqg O
pH elevou-se consideravelmente, atingindo valores de até 8,6,
que associado com uma umidade de 63,33%, possibilitava contami
nacio do substrato por bactérias. Testes com adigao de 1% V/P
de 4dcido lidtico e abaixamento da umidade até 54,6% e com adi-
ggo de 1% P/P de uréia, apresentaram 3,93% como valor final em
proteinas. Dessa maneira, a uréia foi descartada para uso como
fonte de nitrogenio.

Os resultados obtidos para os demais sais encontram- se
sumarizados no Quadro 3.

Para a obtencao dos dados constantes do Quadro 3, © pro



QUADRO 3. Efeito da Adicdo de Vérios Sais na Produgao de Proteinas pelo

Fungo A. oryzae ATCC cepa 46244

SAILS NITROGENIO PROTEINAS
% %
(§H,),S0, KH,PO,  (NH,),HPO, total inorganico organico (N x ;,25)
- - - C,7776 - C,7776 4,86
1 - - 0,9776 - 0,9776 6,11
2 - - 1,1696 - 1,1696 7,31
2 0,5 - 1,4992 - 1,4992 9,37
2 1,0 - 1,9168 - 1,9168 11,98
2 1,5 - 1,9520 - 1,9520 12,20
2 2,0 - 1,9760 - 1,9760 12,35
5 2,5 - 2,7328 - 2,7328 17,08
10 5,0 - 3,0320 0,7232 2,3088 14,43
20 10,0 - 3,4469 2,3280 1,1216 7,01
2,5 2,5 2,5 1,9680 0,1568 1,8112 11,32
- 5,0 2,5 1,9280 0,1808 1,7472 10,92

69
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cesso fermentativo foi desenvolvido em estufa de incubacao: a
28eC e 92-95% de umidade relativa; com substrato contendo 60,19%
de umidade e 1,23% de proteinas; indculo de 1 x 10° esporos /g
substratoe tempo de fermentagéo de 40h.0 produto fermentado foi
seco a 60¢C por 72 horas, moidos e analisados.

As Figuras 7, 8 e 9 mostram o efeito da adigao de sais
no rendimento final de proteina, da farinha de mandioca enrique
cida. A Figura 7 apresenta a influéncia da adigao de KH,PO, no
conteldo protéico final, mantendo-se constante a adigao de

(NH,),S0,. Pela figura, observou-se que adigbes de 1% de KH,PO,

4
proporcionavam um aumento em torno de 1,64 vezes, enquanto que
adicbes de 2% elevam em 1,67 vezes o teor de proteinas. A adi-
cao de mais 1% desse sal ao meio ndo trouxe consideradvel aumen-
to em proteinas (0,37%), estabelecendo-se assim a relagao de 5%:
2,5%, para adigaes de, respectivamente, (NH4)ZSO4 e KH2 PO4.E§

. ~ ~ 7 .
tabelecida essa relagao, estudou-se a elevagao proteica pela va

riacao desses sais.

)
[9))]
[
2
"]
B 10
(@]
o4
o™
5 . i ) )
0 1 KH, PO, (%)

FIGURA 7. Infludncia da Adigao de KH,PO, no Teor de Proteinas

Mantendo-se a Adicao (NH,),S0, em 2%.
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Observando-se a Figura 8, verificou-se ser benéfica adi
coes de até 5% de (NH,) ,S0,, mantida a relagao de 2 : 1 com

KH PO ao substrato. Valores acima de 5% nao conduziram a con

2774
siderdvel aumento de proteinas, sendo que para o valor maximo
de adicao (20%) o teor de nitrogenio inorganico  representou

67,48% do teor de nitrogenio total.

15+

PROTEINAS (%)

104

o

0 ' 10 ! 20
(NH,),S0, (%)

FIGURA 8. Influéncia da Adigao de (NH,),SO, e KH,PO,, na

Proporgdo de 2 : 1, no Teor de Proteinas.

.
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A Figura 9 resume as variagoes sofridas pelo teor em pro

[4 . .
telnas, mostradas nas Figuras 7 e 8.

X
93]
ISy
Z
S
His
Q
o
s N
10
5. o
] (NH,),S0, (%)
l 10 \ 20
0 . 1 ' 2

KH, PO, (%)

FIGURA 9. Influéncia das Adigoes de (NH4)2S(D4 e KH,PO, na
Producao de Proteinas pelo A. oryzae ATCC 46244,
o—o:(NH4)ZSO4, 2%; KH2P04, 0-2%),
x—x:(NH4)2SO4 e KH2PO4 na relagao de 2:1, com va
riacoes desde O até 20% para o (NH4)2SO4 ede O

a 10% para o KH2P04.



HPO, também mostrou-se

A adigao de (NH4)2 4
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benéfica. Com-

paragoes nas mesmas pProporgoes que o (NH,),80, foram efetuadas

5% (NH4)2HPO4 e 2,5% de KH,PO, proporcionaram um teor em pro-

teinas de 10,92%. Esse valor foi 36,07% menor do que o obtido

com a adicao de (NWH (17,08%). Adicionando

412504
sal (NH4)2HPO4, (NH4)2SO4 e KH2PO4 obteve-se um

(de 10,92% para 11,32%) no teor de proteinas.

2,5% de cada

aumento de 3,56%

Dessa maneira, ficou evidenciado que quando houve adi-

cao de 5% de (NH4)2504

oca cozida, a elevacao do conteudo em proteinas

e 2,5% de KH2P04, sobre o peso da mandi

foi mais acen-

tuada. De acordo com os valores mostrados no Quadro 3, a eleva

cao de 1,23% para 17,08%, representou um aumento de 1388 vezes

para o teor de proteinas nas condigoes do experimento.

Esses sais foram utilizados por diversos

19,22,80,81,83,86,90,109,112’ nas mais variadas
do que o (NH4)2SO4 e o KH2PO4 normalmente foram

sociados com a uréia.

4.4 ESPESSURA DA CAMADA DE SUBSTRATO

Ensaios envolvendo a espessura da camada

pesguisadores
proporcoes, sen

empregados as-

de substrato fo

ram desenvolvidos. Os resultados obtidos para umidade, pH e pro

teinas sao apresentados no Quadro 4.
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QUADRO 4. Influéncia da Espessura da Camada na Umidade, pH e

Proteinas.

CAMADA UMI DADE pH PROTEINAS

cm % %

()" 60,55 5,80 2,42
1 38,70 2,37 12,88
2 54,53 2,38 12,80
3 59,02 2,40 12,67
4 60,95 2,47 11,77
5 62,58 2,78 10,72

* . ~ a . . .
Condigoes iniciais do substrato

A partir dos dados constantes do Quadro 4 foram construi
dos os graficos das Figuras 10 a 13.

Pela observaggo da Figura 10, verificou-se que a umidade em
camadas de 1 cm caiu até prdéximo de 38%, e de 5 cm elevou-se em
torno de 63%. Da visualizacao da Figura 11, verificou-se que
quanto menor a espessura da camada, mais baixo era o pH. O teor
de proteinas, dado pela Figura 12, é menor para espessuras mai-
ores. Colocando as tres curvas em um unico grafico (Figura 13)
obteve-se uma visao melhor do efeito da camada sobre os itens
estudados. Pela Figura 13, poderia se inferir ser a camada de
1 cm a ideal para o desenvolvimento do microrganismo, mas deve-
Se acrescentar a essas as observagoes decorrentes da visualiza-

cao do processo fermentativo. Em camadas de 1 cm, a perda
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excessiva de umidade conduz a uma esporulacac em tempo menor,
em prejuizo do produto final. As camadas de 2 e 3 cm proporcio
naram crescimento otimo e conduziram a uma maior elevagao pro
téica. Camadas acima de 3 cm nao conduziram todo substrato a
fermentacgdo, devido ao fungo crescer nas superficies mais ex-—
ternas do substrato, permanecendo a parte mais interna sem se
evidenciar o crescimento fungico.
Dos resultados e observagSes decorrentes dos ensaios,

optou-se por camada de 2 a 3 cm de espessura, devido a condu-
zirem a uma maior elevacgao protéica sem esporulagao e diminuin

do o risco de contaminagao.
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4.5 SELEQAO DO MICRORGANISMO

0 microrganismo selecionado fol aquele que mos-—
trou acentuada elevagao protéica associada com uniformes modi-
ficagoes na umidade, pH e ainda, com a produgao de uma fari
nha de mandioca de coloracao clara.

Os ensaios foram conduzidos em camara de incubacao e
tiveram a manutengao das condigoes ambientais conforme ante-
riormente descrito no item 3.1.4. O Quadro 5 mostra as condi
goes de cultivo para a fermentagao estatica em meio sdlido, u-

tilizando bandejas de aluminio como fermentador.

QUADRO 5. Condigoes de Cultivo para o Enriquecimento Protéico

da Mandioca.

COMPOSIQ&O DA MANDIOCA COZIDA:

Umidade - 060 - 70%
Proteinas -~ C,36-1,16%
Amido - 21 - 33%

COMPOSIGAO DO SUBSTRATO:

Mandioca Cozida - 10Cg

(NH,) S0, _ 5g

KH,PO, - 2,5¢g

Camada(espessura)- 2-3 cm
CONDIGOES DE CULTIVO:

Temperatura - 20-30°C

Umidade Relativa - 85-100 %

Indculo 1,0 x lO6esporos/g

pH - 4,5 - 5,5




8l

Sob as condigoes de processo constantes do Quadro 5, fo
ram elaborados ensaios simultaneos com os quatro microrganis-~
mos. Os resultados obtidos encontram-se representados nas Figu
ras 14 a 29.

As Figuras 14 a 17 referem-se as variagoes de umidade do
substrato durante a fermentacao. A fermentacao pelo A. oryzae
cepa ne 46.244, Figura 14, mostrou-se relativamente uniforme no
decorrer do processo, apresentando uma curva descendente para a
variagao da umidade. Pela observacao da Figura 15, verificou -
se que com o uso do A.oryzae cepa n°ETF-20 ocorreram variagoes
irregulares durante o processo fermentativo, mantendo, em mé-
dia, a umidade inicial e agumentando no final.

Durante o processo fermentativo com o R. stolonifer, Fi
gura 16, a umidade apresentou-se como para O A. Ooryzae cepa ne
ETF-20, permanecendo um pouco acima da média e decrescendo le-
vemente no final. Na Figura 17, durante a fermentagao com o
A. niger,evidenciou-se um decréscimo de umidade na primeira me
tade do processo, seguido de uma elevacgao nas proximas 12 h e
finalmente um decréscimo mais acentuado nas ultimas 17h.

Dos quatro fungos testados, o que apresentou maior varia
c3o na umidade do substrato em relagao ao teor inicial, foi o
A. niger (9,1%). A cepa n2 ETF-20 de A. oryzae apresentou uma
variagao negativa, isto é, aumentou o teor de umidade do subs-

trato em 1,2%.
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FIGURA 14. Variacao da Umidade do Substrato com o
Tempo de Fermentagao.

A. oryzae cepa n2 46.244
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A. oryzae cepa n2 ETF-20.
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FIGURA 16. Variacao da Umidade do Substrato com o
Tempo de Fermentagao.

R. stolonifer cepa ne 0276
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FIGURA 17. Variagao da Umidade do Substrato com o
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A. niger cepa n2 2003.
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As Figuras 18 a 21 relacionam o pH com o tempo de fermen
taggo. Em todos os processos,o pH final resultou menor que o i-

nicial, Na Figura 18, durante o processo fermentativo com o A.

oryzae Ccepa n® 46244, o pH permaneceu constante nas primeiras
12h, caindo levemente nas proximas Sh, e abruptamente nas 23h
seguintes. Was ultimas 7h, permaneceu praticamente constante.Pa
ra O processo com O A. oryzae cepa ne ETF-20, Figura 19, o pH
permaneceu igualmente constante nas 12h iniciais, nas seguintes
19h elevou-se, para depois decrescer. A variagao do pH, na Figu
ra 20, na fermentagao com o R. stolonifer, nas 12h iniciais o
pH decresceu levemente, ficando constante por 5h, para depois
cair sensivelmente, até o final do processo. O A. niger em pro-
cesso fermentativo, Figura 21, conduziu a pequeno abaixamento do
pH em 21h e grande em 16h; nas 6h seguintes a variagao foi me-

nor, para nas 7h finais aumentar levemente.
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FIGURA 18. Variagao do pH com o Tempo de Fer-
mentagao.

A. oryzae cepa n2 45244.
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FIGURA 20. Variacao do pH com o Tempo de Fer-
mentagao.

R. stolonifer cepa ne 0276.
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As Figuras 22 a 25 referem-se ao enriquecimento protéi-
co obtido a partir dos diversos fungos. A farinha de mandioca
enriquecida pelo uso do A. oryzae cepa n? 46244 apresentou o
maior teor em proteilnas, como mostra a Figura 22. O valor obti
do foi de 14,98%, enquanto que para os demais fungos foram: A.
Oryzae cepa n® ETF-20, 4,56% (Figura 23); R. stolonifer,1l1,43%
(Figura 24):; A. niger, 12,80% (Figura 25).

A elevagao do conteldo protéico é uma consequéncia do
crescimento do microrganismo no substrato. Assim, quanto menor
o teor em proteinas, menor tera sido o desenvolvimento do fun-
go. Dessa forma, o A. oryZae cepa n® ETF-20 fol o que menos se
desenvolveu e o A. oryzae cepa n? 46244 o que mais cresceu.

As diversas fases do crescimento microbiano puderam ser
identificadas somente através da observagao dessas figuras. Em
termos de visualizaggo do micelio, a olho nu, nada se pode con
cluir, pois para os fungos A. niger e R. stolonifer nao houve
formagSo perceptivel, enquanto que para as cepas de A. oryzae
houve visualizag¢ao do micélio. Entre essas duas cepas, a de n®
46244 apresentou abundante formagao de micélio, que cobriu to-
do o substrato; e a de n2 ETF-20 apresentou formaggoapenaspeg
ceptivel. Quanto ao A. niger, o crescimento microbiano foi evi
denciado pela mudanca de coloragao do substrato, que passou do
creme-claro para o amarelo-cinzento. Mudanga de coloragao tam-
bém foi evidenciada para o R. stolonifer, passando do creme-cla
ro ao amarelo esverdeado.

As Figuras 26 a 29 mostram as modificagoes ocorridas nos
valores de umidade, pH e proteinas para os quatro fungos.

As fases do crescimento microbiano, para cepas de
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FIGURA 25. Elevagao Protéica com o Tempo de Fer-
mentacao.

A. niger cepa n2 2003.
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A. oryzae n° 46244, de A. niger e R. stolonifer, puderam ser
identificadas pelo abaixamento do pH durante o processo fermen
tativo. Na Figura 26, fazendo-se comparagoes das modificagodes
ocorridas no pH e no teor de proteinas durante o tempo de fer-
mentagao, foram evidenciadas serem modificagoes proporcionais
nas primeiras 12h.Tanto o pH, como as proteinas permaneceram
praticamente constantes; das 12h até as 21h,houve ligeiro a-
baixamento do pH e elevacao das proteinas; a partir das 21h, o
PH caiu rapidamente e a proteina elevou-se consideravelmente.
Esse abaixamento em pH e elevagcao em proteinas prosseguiram a-
té proximo de 43h, qgquando iniciou uma fase quase constante. A-
pds 48h,houve um ligeiro acréscimo no pH e decréscimo das pro-
teinas. Nas Figuras 28 e 29, evidenciou-se as mesmas fases,com
mudanga de poucas horas, em relagao ao ocorrido na Figura 26.
Determinagoes de aflatoxina, nas farinhas de mandioca en
riquecidas, pelos quatro microrganismos, foram realizadas. Os

resultados obtidos sao mostrados no Quadro 6.

QUADRO 6. Determinacoes de Aflatoxina na Farinha de Mandioca

Enriquecida.

FARINHA DE MANDIOCA ENRIQUECIDA

AFLATOXINA
Microrganismo utilizado
Aspergillus oryzae cepa n2 45.244 negativo
Aspergillus oryzae cepa n2 ETF-20 negativo
Aspergillus niger cepa n2 2003 negativo
Rhizopus stolonifer cepa ne 02756 negativo
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Tratando-se de fungos utilizados tradicionalmente em a-
limentos fermentados, esses resultados foram os previstos.

WILSON et alii'?® estudaram 29 espécies de fungos, en-

contrando somente a sintese de aflatoxina para o Aspergillus

flavus e A. parasiticus.

Os resultados obtidos evidenciaram que, dentre todos os
fungos ensaiados, o Aspergillus oryzae cepa ne 46.244 mostrou
maior uniformidade dos resultados, embora todos os fungos te-
nham apresentado elevagao protéica.

Dessa maneira, a selegcao do A. oryzae nao foi, portantg
senao a escolha do que mostrou maior uniformidade dos resulta-
dos, associada a acentuada elevagao protéica, dentro das condi

coes de cultivo pré-fixadas.
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4.6 FERMENTADOR

A realizacao de ensaios com os diversos tipos de fermen
tadores selecionados, para processo em escala piloto, possibi-
litaram resultados pouco diversos entre si. A elevagao protéi
ca, obtida em bandejas de madeira e de aluminio, foram seme-
lhantes, nao resultando em diferenga expressiva (0,3%). Compa
rando a fermentagao em bandeja com a em peneira, obteve-se uma
diferenga de no maximo 1% no conteido protéico, em favor da pe
neira. Como as diferencas nao foram acentuadas, analisou-se em
funcao da recuperagao do produto final e da facilidade de assep
sia do fermentador. Nesse sentido, as bandejas de aluminio apre
sentaram-se mais vantajosas, pois além de permitirem a secagem
direta do material apds a fermentaggo, possibilitaram pronta
remocao do material e facil assepsia.

Deve-se ressaltar ainda que o uso de peneiras conduzem a
uma perda de umidade, de até 8% de diferenca, em relagao a ban

deja, no final da fermentaggo, como mostra a Figura 30.
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FIGURA 30. Variacao da Umidade em Fungao do Tipo
de Fermentador Utilizado, em Relagao
ao Tempo de Fermentacao.

—— Dbandeja de aluminio

-—-— peneira

Essa diferenga tornou-se significativa quando da utili

zagéo de substratos com umidade inicial proxima a 60%. A espo

rulacdo do fungo iniciou-se em 38h de fermentagao, enguanto
que ,no exemplo da Figura 30,a esporulacao iniciou apds 44h.
Com o uso de bandeja,a esporulacao sé foi evidenciada apos

48n de fermentagao.

A mandioca fermentada em peneira e mostrada na Figu-

ra 31.
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FIGURA 31. Fermentacao da Mandioca em Peneira.

A. oryzae cepa n° 46 .244

4.7 FERMENTAGCAO

As condicoes de processo para O enriquecimento protéico

da mandioca sao mostradas no Quadro 7.
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QUADRO 7. Condicoes de Processo para o Enriquecimento Protéico

da Mandioca.

COMPOSIQAO DA MANDIOCA COZIDA:

COMPOSIGCAO DO SUBSTRATO:

FERMENTADOR :

MICRORGANISMO:

CONDICOES DE CULTIVO:

Umidade (B.U.) 60-70%
Proteinas (B.S.) 1,40-290%,
Amido (B.S.) 70-825%
Mandioca cozida 1C0g
(NH4)2504 5g
KH, PO, 2,59
Camada (espessura) 2-3cm

Bandeja de aluminio

Aspergillus oryzae cepa 45244 da
ATCC

Temperatura 20-30¢ecC
Umidade Relativa 85-100%
Inoculo 1 x 106esporo$b
pPH 4,5-5,5
Tempo de fermentagao 40h

COMPOSICAO DA FARINHA ENRIQUECIDA:

Umidade 5-8%

Proteinas 10-17%
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Sob as condigoes de processo constantes do Quadro 7, de
senvolveu-se processo fermentativo que permitiua elaboragao do

Quadro 8.

QUADRO 8. Composigao Quimica da Farinha de Mandioca Enriqueci

da pelo A. oryZae cepa n¢ 46.244 da ATCC.

COMPONENTES %

Umidade 7,32
Proteinas 16,98
Amido 48,38
Lipidios 2,00
Fibras 7,68
Cinzas 3,82

As condicoes iniciais do substrato foram:
- umidade: 60,55%
- proteinas: 2,42%

- amido: 81,58%

A fermentac3o foi desenvolvida em bandeja de aluminio,
mantida coberta durante o desenvolvimento do processo, COmMO

mostra a Figura 32.
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FIGURA 32. Fermentador Coberto Durante o Processo

Fermentativo.

A cada 12 horas,o material foi revolvido e a atmosfera
gasosa trocada.

Apos 40h de fermentagao,o material se encontrava pron-
to, como na Figura 33, bastando ser seco e moido.

Durante essas 40h, foram retiradas amostras, que depois
de analisadas permitiram a construgao das curvas de variagao
da umidade, do pH, das proteinas e do amido durante o processo

fermentativo. Essas curvas encontram-se nas Figuras 34 a 38.
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FIGURA 33. Mandioca Fermentada.
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FIGURA 34. Variacgao da Umidade em Fungao do
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A. oryzae cepa n2 46244.
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A mandioca fermentada foi seca em estufa a 60°C, até umi
dade inferior a 10%, e moida.

A farinha de mandioca enriquecida foi entao avaliada quan
to a populagao de fungos e bactérias. A determinacao do numero
mais provavel de bactérias do grupo coliforme fecal foi também
realizada. Os resultados obtidos sao apresentados no Quadro 9,

juntamente com os valores fixados por lei.

QUADRO 9. Microrganismos Presentes na Farinha de Mandioca Enri

quecida e os Permitidos na Farinha de Mandioca pela

Legislagao Vigente.

FARINHA DE FUNGOS BACTERIAS BACTERIAS DO
MANDIOCA Esporos/g Esporos/g GRUPO COLIFOR
Farinha Farinha ME FECAL

N.M.P./g farinha

Comum* 1 x 104 — 10

Enriquecida 3 x 104 1 x 10 ausente

. . < 72
*FONTE: MINISTERIO DA INDUSTRIA E DO COMERCIO .

O tratamento em luz ultravioleta, por 15 min, permitiu
a reducdo de 10% do numero de esporos viaveis de fungos e de
bactérias. Com essa redugao obteve-se as seguintes contagens,

- .
para os fungos e bacterias:

Fungos = 1x 103 esporos/g de farinha

Bactérias = 1 x 104 esporos/g de farinha
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Dessa maneira, o numero de esporos fungicos presentes na
farinha de mandioca enriquecida se enquadrou no padrao legal.
Quanto ao numero de esporos de bactérias presentes, na-
da consta no dispositivo legal. Procedendo-se a identificagao
da bactéria, constatou-se a presenca do Bacillus subtilis. Se-
88

gundo ROSEMBERG , essa bactéria é forma comum do solo,podendo

permanecer na farinha de mandioca apds processamento.
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5 CONCLUSOES

A mandioca, uma das principais culturas brasileiras,
possul relevante importancia no contexto nacional, mais pelo

seu emprego como alimento humano do que para outros fins.

Tratando-se de um tubérculo de baixo teor em proteinas,

. . .
este trabalho procurou estudar o seu enriquecimento proteico
pela fermentacao sdélida, em sistema estatico, utilizando fun

gos filamentosos.

Para a obtengéo deste enriquecimento, procurou-se a sim
plificagao do método, utilizando a mandioca cozida diretamen
te, como substrato. Foram utilizados egquipamentos simples, co
mo aquecedor ambiental, higrometro, lampadas ultravioleta,ban

dejas de aluminio, entre outros.

. . 7 .
Os valores obtidos para o enriquecimento proteico da
mandioca foram a niveis de 10 a 17%, nas condigoes de proces

so identificadas,

0 acréscimo no teor de proteinas foi de 558,54%, em mé
dia, passando de 2,05% da farinha de mandioca cozida para

13,50% na farinha de mandioca enriquecida.
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