BIOMASSA PRODUZIDA DE FOLHAS DE MANDIOCA
POR FUNGOS'

MARIA ANGELA AMAZONAS ALMEIDA DA SILVA, GILDO ALMEIDA DA SILVAZ e
RODOLPHO DE CAMARGO?

RESUMO - Folhas de mandioca (Manihot esculenta Crantz) foram testadas como fonte de nitrogénio
para a produ¢io de biomassa pelos fungos Aspergillus niger 12-9, Aspergillus wentii 12-1625 e Fusa-
ritem sp., na faixa de pH de 1 a 9, usando raizes de mandioca como fonte de carbono. Os resultados
se mostraram promissores. Os melhores foram obtidos pelo A. niger 1Z-9, nos valores de pH 3,0 7,0;
8,0 ¢ 9,0; pelo A, wentii 1Z-1625, em pH 3,0; ¢ pelo Fusarium sp., na faixa de pH de 3,0 2 9,0, Entre-
tanto, estudos sfo ainda necessirios para a otimizag¢fo do processo. i

Termos para indexacdo : Manihot esculenta Crantz, biomassa fiingica, nitrogénio/crescimento microbia-
no, pH/crescimento microbiano, transporte de metabolitos em microrganismos, amilase, protease.

BIOMASS PRODUCTION FROM CASSAVA LEAVES BY FUNGI

ABSTRACT - Cassava (Manjhot esculenta Crantz) leaves were tested as nitrogen source for biomass
production by the fungi Aspergilius niger \2-Q, Aspergillus wentii 1Z-1625 and Fusarium sp., atpH 1
to 9, using cassava roots as carbon source. The results have been shown as promising. The best ones
were obtained by A niger 12-9 at pH values 3.0; 7.0; 8.0 and 9.0; by A. wentii |1Z-1625 at pH 3.0;
and by Fusarium sp,, at pH 3.0 to 9.0. However, studies are still necessary for the optimization of the
process.

Index terms: Manihot esculenta Crantz, fungal biomass, nitrogen/microorganism growth, pH/microor-

ganism growth, metabolite transport in microorganisms, amylase, protease.

INTRODUGAD

A necessidade crescente de alimentos de elevada
qualidade nutritiva para atender 4 demanda popu-
lacional é um alerta constante para que o mundo
se prepare para o surgimento de novas indistrias
capacitadas para a produgio de proteina de fontes
ndo-convencionais.

Os microorganismos, apesar de usados desde a
antiguidade, s6 nos Gltimos anos é que vém as-
sumindo uma posi¢do de destaque como uma nova
fonte potencial de alimento. Entre eles, os fungos
filamentosos apresentam certas vantagens que re-
sultam na diminui¢do dos custos de produgdo, tais
coino: maior facilidade de recuperagio do micélio,
nio necessitando de equipamentos dispendiosos;
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estrutura filamentosa, em culturas continuas, que
permite seu manufaturamento como produtos ali-
menticios texturados sem necessidade de extragio
da protefna; e baixo teor de 4cidos nucléicos, ao
contririo dos encontrados em bactérias e levedu-
ras, que exigem um tratamento especial para redu-
zi-los a niveis aceitiveis.

As folhas de mandioca, apesar de possuirem um
elevado teor protéico ¢ um bom perfil de amino-
dcidos, apresentam uma deficiéncia em aminodci-
dos sulfurados, o que compromete a qualidade e a
utilizagzo liquida da proteina {Adegbola 1977 e
Khajarern et al. 1977}, Considerando que a trans-
formagdo da proteina vegetal em microbiana pode
melhorar a qualidade do alimento, este trabalho
objetiva investigar a utilizagio de folhas de man-
dioca, como fonte de nitrogénio, por fungos dos
géneros Aspergillus e Fusarium, tendo as raizes
como fonte de carbono, bem como determinar o
pH 4timo para seu crescimento em tal meio. A es-
cotha do Aspergillus se deve ao fato de que este gé-
nero tem sido usado para a fermentagio da man-
dioca, por diversos pesquisadores, com bons resul-
tados (Barton et al. 1969, Stanton & Wallbridge

1969, Venosa et al. 1975, Balagopal & Maini 1976,
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Gregory et al. 1976 e Martins et al. 1976). O Fusa-
rium, por sua vez, resultou de um isolamento a par-
tir de raiz de mandioca em deterioragio, onde uma
linhagem, identificada como pertencente ao género,
desenvolvia-se exuberantemente,

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Departamento de Tecno-
logia Rural da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz (ESALQ), Piracicaba, Sio Paulo,

As folhas e as raizes de mandioca foram cedidas pela
Estagdo Experimental de Piracicaba, sendo das variedades
TIAC-Tagand (X-352-7)} e IAC-Yara (1416-67), respectiva-
mente. As fothas foram desidratadas em estufa com circu-
lagio de ar forgada a 45°C, moidas e passadas em penei-
1a de 150 meshes, Das rafzes foi extraida a fécula, por via
seca, tendo a desidratagio se processado também a 45°C,
Foi determinado o teor de nitrogénio total pelo método
Kjeldahl.

Duas linhagens de Aspergillus (A. niger 1Z-9 ¢ A.
wentii 1Z-1625), da Colegio do Departamento de Tecno-
logia Rural da ESALQ, e uma isolada de raiz de mandioca
em deterioracio, pertencente ao género Fusarium, foram
cultivadas em pH de 1,0 a 9,0, segundo esquema fatorial
3 x 9 com trés repeticdes.

O meio de cultura foi preparado com folha em pd e

fécula de mandioca, nas quantidades suficientes para for- .

necerem, respectivamente, 0,08% de nitrogénio e 3% de
carboidrato. Foi gelatinizado entre 60-70°C durante
quinze minutos, resfriado em 4gua corrente e teve o pH
ajustado para os valores de 1,0 a 9,0, com 4cido sulfiri-
co 2N e hidréxido de sédio 2N. Em seguida, foi distribui-
do em frascos de Erlenmeyer de 250 ml (50 ml de meio/
frasco), onde foi autoclavado.

Os indculos foram obtidos de culturas de quatro dias,
desenvolvidas em malte-agar, em placas-de-petri, toman-
do-se discos de 5 mm de diimetro da periferia das cold-
nias.

Apés 2 inoculagdo, os frascos foram colocados em agi-
tador regulado para 120 batidas por minuto. A temperatu-
ra foi mantida entre 28 e 30°C, Apds quatro dias de incu-
bagdo, mediu-se o pH e as culturas foram filtradas em tela
de niilon. Para determinagio do peso seco, o micélio foi
desidratado em estufa até peso constante, na temperatura
de 60°C, de modo a garantir que nfo houvesse alteragio
no perfil de aminodcidos (Spicer 1971).

Na andlise estatistica, foram usados o teste F para a
andlise de variincia e o teste de Student-Newman-Keuls
para a comparagio das médias.

RESULTADOS
Os teores de nitrogénio total na folha em pé e
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na fécula de mandioca foram, respectivamente,
3,90% ¢ 0,23%.

As duas linhagens de Aspergillus testadas apre-
sentaram crescimento a partir do pH 2,0, enquanto
que o Fusarium sp. apenas a partir do pH 3,0, Por
este motivo, 0s tratamentos com os valores de pH
1,0 e 2,0 foram desprezados da anilise estat{stica
reduzindo, assim, o fatorial para 7 (valores de pH)
x 3 (fungos). Os resultados foram tomados em
relagdo ao peso seco expresso em gramas por lisro
{Tabela 1}.

A andlise de variincia revelou diferenga alta-
mente significativa tanto entre fungos, como entre
valores de pH. Houve também uma interagdo alta-
mente significativa entre esses fatores. A andlise
do efeito do pH mostrou que A. niger 1Z-9 e A,
wentii 1Z-1625 responderam ao pH com uma di-
ferenga altamente significativa, enquanto que o
Fusarium sp. nio apresentou nenhuma varia¢io
significativa. Através da comparagio das médias,
observou-se que os melhores resultados foram pro-

-duzidos pelo A. niger 1Z-9, nos valores de pH 3,0;

7,0; 8,0 e 9,0; pelo Fusarium sp., em todos os valo-
res de pH analisados; e pelo A. wentii 12-1625, no
pH 3,0; nio tendo havido diferenga significativa
entre esses tratamentos. Todos os demais apresen-
taram diferenca altamente significativa quando
comparados com a maior média, que foi alcanga-
da pelo A. niger IZ-9 em pH 3,0, Ainda em relagio
aos melhores resultados, o A. niger 1Z-9 em pH
4,0 nio diferiu do A, wentii 1Z-1625 em pH 3,0
nem do Fusarium sp. nos valores de pH 4,0; 5,0;
6,0;8,0e9,0.

Os resultados mostraram que os trés fungos em
teste reagemn de maneira distinta 3 variagfo de pH.
Assim, o Fusarium sp. foi o mais sensivel ao pH
excessivamente 4cido ¢ apresentou uma estabilida-
de na produgio de biomassa na faixa de pH de 3,0
a 9,0, com uma tendéncia a neutralizar o meio, O
A, niger 1Z-9 apresentou um pico de produgio em
pH dcido (pH 3,0) e outro em pH neutro a alcalino
(pH 7,0 a 9,0) com uma tendéncia 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 nio tenha havido diferenga 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. Produgdo de biomassa, expressa em peso seco (gramas/litro), por Fusarium sp., Aspergillus niger 12-9 e
Aspergillus wentif 1Z-1625, em meic de raiz ¢ folha de mandioca, na faixa de pH de 1,0 2 9,0 e valores do

pH final do meio (médias de trés repetigdes),

Fusarium sp. A. niger |12-9 A. wentii 12-1625
H

inFi'ciaI pH Peso seco pH Peso seco pH Peso seco

final {g/1) final o/ final {a/)
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 37 18,16 4,2 12,18
4,0 6,2 11,29 4,6 8,62 5,6 4,00
5,0 68 10,47 5,1 7,35 5,6 5,75
6,0 7,0 12,75 6,7 5,47 57 4,48
7,0 71 13,82 3.7 13,34 58 5,32
8,0 7.3 11,19 36 13,24 58 6,99
9,0 7.3 11,69 3,7 1334 6,2 7.01

mais pronunciada do que no pH 4cido. O A. wentii
1Z-1625, por sua vez, mostrout um comportamento
geral, como produtor de biomassa, inferior, com
um bom resultado apenas em pH 3,0 e uma ten-
déncia a levar o pH para cerca de 5,5.

DISCUSSAO

A redugdo ou o nio-crescimento dos fungos em
determinados valotes de pH pode ser explicada por
-uma agdo sobre os sistemas de transporte de meta-
bélitos. Embora seja um tema bastante discutido,
nio existe, até o momento, um consenso sobre o
mecanismo de transporte de metabdlitos através de
membranas. Virios modelos tdm sido propostos,
muitos dos quais envolvendo prote{nas como agen-
tes transportadores (Harold 1972 e Hamilton
1975). Com base em tais modelos, algumas hipé-
teses para explicar a agio do pH sobre o processo
podem ser aventadas, tais como: altera¢o no esta-
do idnico das moléculas envolvidas, afetando a
interagdo transportador-substrato ou, até mesmo, a
solubilidade do substrato; alteragio na mobilidade
do complexo transportador-substrato ou do trans-
portador livre através da membrana; bloqueio da
dissociagio do substrato na superficie interna da
membrana; ou, ainda, redug¢fo na eficiéneia do
sistema de produgio de energia.
Outro modelo que termn merecido a atengio de

muitos pesquisadores é o que se baseia na hipdtese
quimiosmética, segundo a qual o fluxo de metabd-
litos através da membrana é regulado por uma for-
¢a proton-motiva (Ap), que é dependente de um
gradiente de potencial de membrana (A¥) e de
um gradiente de pH (ApH). 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 & W. Os dnions sdo
transportados pelo mesmo mecanismo, porém de-
pendem de ApH, e os citions sio transportados
isoladamente, dependendo somente de AY. As
contribuigSes de ApH e de AW para a forga pré-
ton-motiva final variam com o organismo e com as
circunstincias (Harold 1972), o que apdia o fato
de que cada fungo testado neste trabalho tenha
reagido de maneira distinta 3 variagio do pH.
Neste experimento, proteinas foliares foram
utilizadas como principal fonte de nitrogénio, de-
vendo ser hidrolisadas a aminodcidos, os quais, sen-
do substincias anfoteras, seriam incorporados i cé-
lula como substratos neutros, dnions ou cdtions,
dependendo de seus pontos isoelétricos e do pH do
meio. A fonte de carbono, fornecida como amido,
terfa que ser hidrolisada, sendo a glicose resultante
incorporada como uma substincia neutra. E provi-
vel que, em determinados valores de pH e com a
esterilizagio do melo, algumas dessas hidrélises
tenham ocorrido espontaneamente, como é sabido
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ocorrer a hidrélise dcida de proteinas e amido a
elevadas temperaturas. Nos valores de pH que nio
favorecem a hidrélise espontinea, os fungos teriam
que liberar enzimas proteolfticas e amiloliticas a
fim de tornar as fontes de nitrogénio e de carbono
disponiveis. A produgio de tais enzimas tem sido
descrita tanto para o género Aspergillus (Mense
et al. 1947, Erb et al. 1948, Tsuchiya et al, 1950,
Lineback et al. 1966, Sadir 1966, Barton et al.
1969, Park 1969/70, Nakadai et al. 1973a, b e ¢,
Sekine 1973a, b e ¢, Reade et al. 1974, Thorbek &
Eplov 1974, Park 1975, Sckine 1976 e Ghildyal
et al. 1980}, como para o género Fusarium (Nakao
et al, 1973 e Suzuki et al. 1976). 7
Considerando-se os melhores resultados obtidos,
os trés fungos podem ser igualmente utilizados
pata a produgdo de massa micelial. Similarmente
ac encontrado por Christias et al. (1975) o Fusa-
rium sp. revelou ser um 6timo produtor de biomas-
sa e apresentou, ainda, a vantagem de se desenvol-
ver bem em uma ampla faixa de pH. Ao contririo,
do observado por Reade et al. (1974) para o Fusa-
rium graminearum IM 154209, a linhagem testada
crescett bem em amido. A sua tendéncia a neutra-
lizar 0 meio, no entanto, pode ser uma desvanta-

gem, pois, a nivel industrial, problemas com conta-

minagdo poderio advir. O A. niger 1Z-9, com a evi-'
déncia de que prefere pH icido para o seu desen-
volvimento, oferete a vantagem, a nivel industrial,
de uma redugio nos custos com aeragio e assepsia,
pois, em pH dcido, a disponibilidade de oxigénio é
maior que em pH alcalino e os problemas de conta-

minag¢io sio minimizados. A demora no infcio do -

desenvolvimento do fungo na faixa de pHde 7 a

"9 e a acidificagio do meio sugerem uma producio
inicial de 4cidos, a fim de tornar o pH favorivel
ao processo. E sabido que o A. niger é um bom
produtor de 4cido eftrico, sendo, inclusive, o fun-
go de elei¢do na sua produgdo industrial, A depres-
sio entre os dois picos pode ser causada pela nio-
-disponibilidade, dependente de pH, de um ou
mais elementos inorginicos, tais como ferro, zin-
co e cdlcio, podendo o suprimento do elemento,
em forma utilizdvel, eliminar esta dcpressi'o
(Cochrane 1958). O A. wentii 1Z-1625, por sua
Vez, apresentou um comportémento geral inferior,
com um bom resultado apenas em pH 3,0 ¢ uma
queda brusca em pH 4,0. .
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Como visto, folhas de mandioca foram utiliza-
das por fungos na produgio de biomassa, o que
pode representar uma alternativa para a cultura da
mandioca, uma vez que este matetial, geralmente,
¢ desperdigado. A nivel industrial, esta fonte de ni-
trogénio poderia ser alternada com outras fontes
naturais, tidas como subprodutos de cultur~s ou
resfduos industriais, a fim de garantir a continui-
dade do processo durante os perfodos de entres-
safra. Estudos, no entanto, sio ainda necessirios
para a otimizag¢do do processo. Uma outra aplica-
¢do prdtica, decorrente do presente estudo, seria a
utilizacio de folhas de mandioca como meio de
cultura natural para microorganismos, por consti-
tufrem um material rico em protefnas, vitaminas
e sais minerais.

CONCLUSOES

1. Folhas de mandioca podem ser utilizadas
como fonte de nitrogénio para o crescimento de
microorganismos, conforme ficou demonstrado
pelo uso dos fungos Fusarium sp., Aspergillu niger
1Z-9 e Aspergillus wentii 1Z-1625. '

2. Dentre os fungos ensalados, o Fusarium sp.
se mostrou o mais estdvel na faixa de pH de 3,02
9,0, tendo apresentado bons resultados, com uma
tendéncia, porém, a neutralizar o meio, o que pode
acarretar problemas de contaminagdo, quando o
processo & transferido para escala industrial.

3. O A, niger 1Z-9 apresentou bons resultados
nos valores de pH 3,0; 7,0; 8,0 ¢ 9,0, com a vanta-
gem de acidificar o meio, o que reduz os custos de
produgio a nivel industrial.

4. O A, wentil 12-1625 foi, em termas gerais, o

.que apresentou resultados menos satisfatérios,

tendo, porém, em pH 3,0, mostrado uma produ-
¢io de biomassa similar aos melhores resultados
obtidos com os outros dois fungos.
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