
BIOMASSA PRODUZIDA DE FOLHAS DE MANDIOCA 
POR FUNGOS' 
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RODOLPHO DE CAMARGO 3  

RESUMO - Folhas de mandioca (Maniliot esculenta Cranta) foram testadas como fonte de nitrogônio 
para a produção de biomassa pelos fungos Áspergilius niger IZ-9, Aspergillus wentii 1Z-1625 e Fusa-
dum sp., na faixa de pH de 1 a 9, usando raízes de mandioca como fonte de carbono. Os resultados 
se mostraram promissores. Os melhores foram obtidos pelo A. niger IZ-9, nos valores de pH 3,0; 7,0; 
8,0 e 9,0; pelo A. wentil IZ-1625, em p11 3,0;e pelo Fusarium sp., na faixa de pi-!  de 3,0 a 9,0. Entre-
tanto, estudos são ainda necessários para a otimização do processo. 
Termos para indexação :Manihot escu lenta Crantz, biomassa fúngica, nitrogênio/crescimento microbia-
no, pu/cresciniento microbiano, transporte de metabólitos em microrganismos, amilase, protease. 

BIOMASS PRODUCTION FROM CASSAVA LEAVES 6V FUNGI 

ABSTRACT . Cassava (Manjhot escu/enta Crantz) leaves were tested as nitrogen source for biomass 
production by the fungi Aspergi//us niger IZ-9, Aspergil/us wentü IZ-1625 and Fusarium sp., at pH 1 
to 9, using cassava roots as carbon source. The resulta havo been shown as promising. The best ones 
wero obtained by A. niger IZ-9 at pH values 3.0; 7.0; 8.0 and 9.0; by A. wentli IZ-1625 at pH 3.0; 
and by Fusarium sp., at p11 3.0 to 9.0. However, studies are still necessary for the optimization of the 
process. 
Index terms: Manibot esculenta Crantz, fungal biomass, nitrogen/microorganism growth, pH/microor-
ganisrn growth, nietabolite transport in rnicroorganisms, amylase, protease. 

INTRODUÇÃO 

A necessidade crescente de alimentos de elevada 
qualidade nutritiva para atender à demanda popu-
lacional é um alerta constante para que o mundo 
se prepare para o surgimento de novas indústrias 
capacitadas para a produção de proteína de fontes 
não-convencionais. 

Os microorganismos, apesar de usados desde a 
antiguidade, só nos últimos anos é que vêm as-
sumindo uma posição de destaque como uma nova 
fonte potencial de alimento. Entre eles, os fungos 
filamentosos apresentam certas vantagens que re-
sultam na diminuição dos custos de produção, tais 
como: maior facilidade de recuperação do micélio, 
não necessitando de equipamentos dispendiosos; 

Aceito para publicação em 26 de agosto de 1982. 
Parte do trabajho de dissertação apresentado pela pri-
meira autora à Escola Superior de Agricultura "Luis 
de Queiroz", na Univ. de São Paulo, para obtenção do 

2 
título de Mestre. 
Bioméd., M.Sc., Unidade de Execução de Pesquisa de 
Ambito Estadual (UEPAE) - EMBRAPA, Caixa Postal 
130, CEP 95700- Bento Gonçalves, RS. 
Eng?- Agr?, Ph.D., Prof. Adjunto do Depart. de Tecno- 
logia Rural, ESALOJUSP, CEP 13400- Piracicaba, SP. 

estrutura filamentosa, em culturas contínuas, que 
permite seu manufaturamento como produtos ali-
mentícios texturados sem necessidade de extração 
da proteína; e baixo teor de ácidos nucléicos, ao 
contrário dos encontrados em bactérias e levedu-
ras, que exigem um tratamento especial para redu-
zi-los a níveis aceitáveis. 

As folhas de mandioca, apesar de possuírem um 
elevado teor protéico e um bom perfil de amino-
ácidos, apresentam uma deficiência em aminoáci-
dos sulfurados, o que compromete a qualidade e a 
utilização líquida da proteína (Adegbola 1977 e 
Khajarern et ai. 1977). Considerando que a trans-
formação da proteína vegetal em microbiana pode 
melhorar a qualidade do alimento, este trabalho 
objetiva investigar a utilização de folhas de man-
dioca, como fonte de nitrogênio, por fungos dos 
gêneros Aspergiflus e Fusarium, tendo as raízes 
como fonte de carbono, bem como determinar o 
pH ótimo para seu crescimento em tal meio. A es-
colha do Aspergillus se deve ao fato de que este gê-
nero tem sido usado para a fermentação da man-
dioca, por diversos pesquisadores, com bons resul-
tados (Barton et aI. 1969, Stanton & Wallbridge 
1969, Venosa etal. 1975, Balagopal &Maini 1976, 
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Gregory et ai. 1976 e Martins eta1. 1976). O Fusa-
num, por sua vez, resultou de um isolamento a par-
tir

. 
 de raiz de mandioca em deterioração, onde uma 

linhagem, identificada como pertencente ao gênero, 
desenvolvia-se exuberantemente. 

MATERIAL E MÉTODOS 

A pesquisa foi conduzida no Departamento de Tecno-
logia Rural da Escola Superior de Agricultura Luiz de 
Queiroz (ESALOJ, Piracicaba, São Paulo. 

As folhas e as raízes de mandioca foram cedidas pela 
Estação Experimental de Piracicaba, sendo das variedades 
lACJaçani (X-352-7) e 1AC-Yara (1416-67), respectiva-
mente. As folhas foram desidratadas em estufa com circu-
lação de ar forçada a 45°C, moídas e passadas em penei-
Ia de 150 meshes. Das raízes foi extraída a fécula, por via 
seca, tendo a desidratação se processado também a 45 0C. 
Foi determinado o teor de nitrogênio total pelo método 
lCteldahl. 

Duas linhagens de Aspergillus (.4. niger lZ-9 e A. 
wentii 1Z-1625), da Coleção do Departamento de Tecno-
logia Rural da ESALQ, e uma isolada de raiz de mandioca 
em deterioração, pertencente ao gênero Fusarium, foram 
cultivadas em p11 de 1,0 a 9,0, segundo esquema fatorial 
3 x 9 com três repetições. 

O meio de cultura foi preparado com folha em pó e 
fécula de mandioca, nas quantidades suficientes para for-
necerem, respectivainente, 0.08% de nitrogênio e 3% de 
carboidrato. Foi gelatinizado entre 60-70 0C durante 
quinze minutos, resfriado em água corrente e teve o p11 
ajustado para os valores de 1,0 a 9,0, com ácido sulfúri-
co 2N e hidróxido de sódio 2N. Em seguida, foi distribuí-
do em frascos de Erlenmeyer de 250 ml (50 ml de meio/ 
frasco), onde foi autoclavado. 

Os inóculos foram obtidos de culturas de quatro dias, 
desenvolvidas em malte-ágar, em placas-de-petri, toman-
do-se discos de 5 mm de diâmetro da periferia das colô-
nias. 

Após a inoculação, os frascos foram colocados em agi-
tador regulado para 120 batidas por minuto. A temperatu-
ra foi mantida entre 28 e 30°C. Após quatro dias de incu-
bação, mediu-se o p11 e as culturas foram filtradas em tela 
de náilon. Para determinação do peso seco, o micélio foi 
desidratado em estufa até peso constante, na temperatura 
de 60°C, de modo a garantir que não houvesse alteração 
no perfil de aminoácidos (Spicer 1971). 

Na análise estatística, foram usados o teste F para a 
análise de variáncia e o teste de Student-Newman-Keuls 
para a comparação das médias. 

RESULTADOS 

Os teores de nitrogênio total na folha em pó e 
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na fécula de mandioca foram, respectivamente, 
3,90% e 0,23%. 

As duas linhagens de Aspergillus testadas apre-
sentaram crescimento a partir do p11 2,0, enquanto 
que o Fusarium sp. apenas a partir do pH 3,0. Por 
este motivo, os tratamentos com os valores de pH 
1,0 e 2,0 foram des,rezados da análise estatística 
reduzindo, assim, o fatorial para 7 (valores de pH) 

3 (fungos). Os resultados foram tomados em 
relação ao peso seco expresso em gramas por litro 
(Tabela 1). 

A análise de variância revelou diferença alta-
mente significativa tanto entre fungos, como entre 
valores de pH. Houve também uma interação alta-
mente significativa entre esses fatores. A análise 
do efeito do pH  mostrou que A. niger IZ-9 e A. 
wentii IZ-1625 responderam ao pH com uma di-
ferença altamente significativa, enquanto que o 
Fusarium sp não apresentou nenhuma variação 
significativa. Através da comparação das médias, 
observou-se que os melhores resultados foram pro-
duzidos pelo A. niger IZ-9, nos valores de pH  3,0; 
7,0; 8,0 e 9,0;pelo Fusarium sp., em todos os valo-
res de p11 analisados; e pelo A. wentii IZ-1625, no 
pH 3,0; não tendo havido diferença significativa 
entre esses tratamentos. Todos os demais apresen-
taram diferença altamente significativa quando 
comparados com a maior média, que foi alcança-
da pelo A. niger IZ-9 em pH 3,0. Ainda em relação 
aos melhores resultados, o A. niger IZ-9 em p11 
4,0 não diferiu do A. wentii IZ-1625 em pH 3,0 
nem do Fusarium sp. nos valores de pH 4,0; 5,0; 
6,0; 8,0 e 9,0. 

Os resultados mostraram que os três fungos em 
teste reagem de maneira distinta à variação de pH. 
Assim, o Fusarium sp. foi o mais sensível ao pH 
excessivamente ácido e apresentou uma estabilida-
de na produção de biomassa na faixa de pH de 3,0 
a 9,0, com uma tendência a neutralizar o meio, O 
A. niger IZ-9 apresentou um pico de produção em 
pH ácido (pi-!  3,0) e outro em pH  neutro a alcalino 
(pl-I 7,0 a 9,0) com uma tendência a acidificar o 
meio, de modo que, no final do experimento, o 
pH dos dois picos foi o mesmo (pH 3,7). Além 
disso, embora não tenha havido diferença signifi-
cativa entre os resultados obtidos nestes dois picos, 
observou-se, no desenrolar do experimento, que a 
fase "lag" ocorrida em pH  neutro a alcalino foi 
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TABELA 1. Produção de biomassa, expressa em peso se (gramas/litro), por Furar/um sp., Aspergilius niger IZ-9 e 
Áspergiuius wentil IZ-1625, em meio de raiz e folha de mandioca, na faixa de p11 de 1,0 a 9,0 e valores do 
p11 final do meio (médias de três repetições). 

pH 
inicial pH 

final 

Furar/um sp. 

Peso seco 
(gil) 

pH 
final 

A. niger IZ-9 

Peso seco 
(gil) 

A. wentii lZ-1625 

pH 	 Peso seco 
final 	(gil) 

1,0 1,3 0,00 1,4 0,00 1,3 0,00 
2,0 1,7 0,00 1,8 7,98 1,8 4,04 
3,0 4,1 13,55 3,7 15,16 4,2 12,18 
4,0 6,2 11,29 4,6 8,62 5,5 4,00 
5,0 6,8 10,47 5,1 7,35 5,5 5,75 
6,0 7,0 12,75 6,7 5,47 5,7 4,48 
7,0 7,1 13,82 3,7 13,34 5,8 5,32 
8,0 7,3 11,19 3,6 13,24 5,8 6,99 
9,0 7,3 11,69 3,7 13,34 6,2 7,01 

mais pronunciada do que no pH ácido. O A. wentü 
11-1625, por sua vez, mostrou um comportamento 
geral, como produtor de biomassa, inferior, com 
um bom resultado apenas em pU  3,0 e uma ten-
dência a levar o p11 para cerca de 5,5. 

DISCUSSÃO 

A redução ou o não-crescimento dos fungos em 
determinados valores de pH  pode ser explicada por 
uma ação sobre os sistemas de transporte de meta-
bólitos. Embora seja um tema bastante discutido, 
não existe, até o momento, um consenso sobre o 
mecanismo de transporte de metabólitos através de 
membranas. Vários modelos têm sido propostos, 
muitos dos quais envolvendo proteínas como agen-
tes transportadores (Harold 1972 e l-lamilton 
1975). Com base em tais modelos, algumas hipó-
teses para explicar a ação do pH sobre o processo 
podem ser aventadas, tais como:alteração no esta-
do iônico das moléculas envolvidas, afetando a 
interação transportador-substrato ou, até mesmo, a 
solubilidade do substrato; alteração na mobilidade 
do complexo transportador-substrato ou do trans-
portador livre através da membrana; bloqueio da 
dissociação do substrato na superfície interna da 
membrana; ou, ainda, redução na eficiência do 
sistema de produção de energia. 

Outro modelo que tem merecido a atenção de 

muitos pesquisadores é o que se baseia na hipótese 
quimiosmótica, segundo a qual o fluxo de metabó-
litos através da membrana é regulado por uma for. 
ça próton-motiva (Ap), que é dependente de um 
gradiente de potencial de membrana (At) e de 
um gradiente de pU  (Apu). Segundo o modelo, o 
transporte de substratos neutros se efetua por um 
mecanismo de co-transporte ("proton-symport") e 
depende tanto de ApH como de A '1'. Os £nions são 
transportados pelo mesmo mecanismo, porém de-
pendem de ApH, e os cátions são transportados 
isoladamente, dependendo somente de A 111. As 
contribuições de Api-! e de A'!' para a força pró-
ton-motiva final variam com o organismo e com as 
circunstâncias (Harold 1972), o que apóia o fato 
de que cada fungo testado neste trabalho tenha 
reagido de maneira distinta à variação do pH. 

Neste experimento, proteínas foliares foram 
utilizadas como principal fonte de nitrogênio, de-
vendo ser hidrolisadas a aminoácidos, os quais, sen-
do substâncias anfóteras, seriam incorporados à cé-
lula como substratos neutros, ánions ou cátions, 
dependendo de seus pontos isoelétricos e do pH do 
meio. A fonte de carbono, fornecida como amido, 
teria que ser hidrolisada, sendo a glicose resultante 
incorporada como uma substância neutra. É prová-
vel que, em determinados valores de pi-! e com a 
esterilização do meio, algumas dessas hidrólises 
tenham ocorrido espontaneamente, como é sabido 
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ocorrer a hidrólise ácida de proteínas e amido a 
elevadas temperaturas. Nos valores de pH que não 
favorecem a hidrólise espontânea, os fungos teriam 
que liberar enzimas proteolíticas e amiolíticas a 
Fim de tornar as fontes de nitrogênio e de carbono 
disponíveis. A produção de tais enzimas tem sido 
descrita tanto para o gênero Aspergiius (Mense 
et al. 1947, Erb et ai. 1948, Tsuchiya et aI. 1950, 
Linebacic et ai. 1966, Sadir 1966, Barton et ai. 
1969, Park 1969170, Nakadai et al. 1973a, b e c, 
Sekine 1973a, b e c, Reade et al. 1974, Thorbek & 
Eplov 1974, Park 1975, Sekine 1976 e Ghildyal 
et ai. 1980), como para o gênero Fusarium (Nakao 
etal. 1973 e Suzuki etal. 1976). 

Considerando-se os melhores resultados obtidos, 
os três fungos podem ser igualmente utilizados 
para a produção de massa micelial. Similarmente 
ao encontrado por Christias et aI. (1975) o Fusa-
num sp. revelou ser um ótimo produtor de biomas-
sa e apresentou, ainda, a vantagem de se desenvol-
ver bem em uma ampla faixa de pli. Ao contrário, 
do observado por Reade et al. (1974) para o Fusa-
num graminearum IM 154209, a linhagem testada 
cresceu bem em amido. A sua tendência a neutra-
lizar o meio, no entanto, pode ser uma desvanta-
gem, pois, a nível industrial, problemas com conta-
minação poderão advir. O A. niger IZ-9, com a cvi-
dência de que prefere pI-I ácido para o seu desen-
volvimento, oferece a vantagem, a nível industrial, 
de uma redução nos custos com aeração e assepsia, 
pois, em pH ácido, a disponibilidade de oxigênio é 
maior que em pH alcalino e os problemas de conta-
minação são minimizados. A demora no início do 
desenvolvimento do fungo na faixa de pli de 7 a 
9 e a acidificação do meio sugerem uma produção 
inicial de ácidos, a fim de tornar o pH favorável 
ao processo. É sabido que o A. niger é um bom 
produtor de ácido cítrico, sendo, inclusive, o fun-
go de eleição na sua produção industrial. A depres-
são entre os dois picos pode ser causada pela não-
-disponibilidade, dependente de pH, de um ou 
mais elementos inorgânicos, tais como ferro, zin-
co e cálcio, podendo o suprimento do elemento, 
em forma utiizável, eliminar esta depressão 
(Cochrane 1958). O A. wentii IZ-1625, por sua 
vez, apresentou um comportamento geral inferior, 
com um bom resultado apenas em pH 3,0 e uma 
queda brusca em pH 4,0. 
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Como visto, folhas dc mandioca foram utiliza-
das por fungos na produção de biomassa, o que 
pode representar uma alternativa para a cultura da 
mandioca, uma vez que este material, geralmente, 
é desperdiçado. A nível industrial, esta fonte de ni-
trogênio poderia ser alternada com outras fontes 
naturais, tidas como subprodutos de culturs ou 
resíduos industriais, a fim de garantir a continui-
dade do processo durante os períodos de entres-
safra- Estudos, no entanto, são ainda necessários 
para a otimização do processo. Uma outra aplica-
ção prática, decorrente do presente estudo, seria a 
utilização de folhas de mandioca como meio dc 
cultura natural para microorganismos, por consti-
tufrem um material rico em proteínas, vitaminas 
e sais minerais. 

CONCLUSÕES 

1. Folhas de mandioca podem ser utilizadas 
como fonte de nitrogênio para o crescimento de 
microorganismos, conforme ficou demonstrado 
pelo uso dos fungos Fusarium sp., Aspergiliu niger 
IZ-9 e Aspergilius wentii IZ-1625. 

2 Dentre os fungos ensaiados, o Fusanium sp. 
se  mostrou o mais estável na faixa de pH de 3,0 a 
9,0, tendo apresentado bons resultados, com uma 
tendência, porém, a neutralizar o meio, o que pode 
acarretar problemas de contaminação, quando o 
processo é transferido para escala industrial. 

3. O A. niger 11.9 apresentou bons resultados 
nos valores dc pI-1 3,0; 7,0; 8,0 e 9,0, com a vanta-
gem de acidificar o meio, o que reduz os custos de 
produção a nível industrial. 

4. O A. wentii 11.1625 foi, em termos gerais, o 
que apresentou resultados menos satisfatórios, 
tendo, porém, em pH 3,0, mostrado uma produ-
ção dc biomassa similar aos melhores resultados 
obtidos com os outros dois fungos. 
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