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1 , RESUt() 

O presente trabalho teve por objetivo investigar a utilização 

de folhas de mandioca, como fonte de nitrogênio, por microrganismos; estab� 

1ecer algumas condições Õtimas para tal fim; e determinar o efeito do pro

cesso sobre o perfil de aminoãcidos. 

Os resultados mostraram que fo1has de ma.ndioca podem ser uti-

lizadas como fonte de nitrogênio para micr0rganismos. Dos três testados 

(Aspergil1us niger IZ-9 , Aspergillus wentii IZ-1625 e Fusarium sp.) o Fu

sarium sp. foi o que mais biomassa produziu em um dos ensaios, porem mos

trou-se ser instivel, nao tendo apresentado nenhum crescimento num ensaio 

posterior, sendo, por este motivo. descartado. Entre o Aspergillus niger 

IZ-9 e o Aspergi11us wentii IZ-1625 o primeiro se comportou melhor em to-

dos os ensaios tendo sido, então, o microrganismo escolhido. Para este 

fungo, dois métodos de desidratação da folha (em estufa a 459C e por liofi-
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lização) foram testados, tendo o processo de desidratação em estufa aprese!:_ 

tado resultados superiores. Utilizando este processo foi determinado que 

um desenvolvimento do microrganismo é alcançado em pH 3 em meio de fo- 

lha e raiz de mandioca, nas concentrações suficientes para fornecerem 0,12 

gramas nitrogênio por cento e 1 ,5 gramas de carboidrato por cento, tendo 

a produção de biomassa alcançado o mãximo a partir de 84 horas e de protei-

na a partir de 60 horas, quando inõcu1os de 5 mm de diâmetro de cultu 

ras de 4 dias de idade foram usados para 50 ml de meio. Em relação ao pe!_ 

fil de aminoãcidos essenciais a desidratação da folha de mandioca em estufa 

a 459C reduziu sensivelmente o teor de treonina quando comparada com a 1io-

fi1ização.    Apesar disto, ofereceu melhores condições de crescimento aq As-

perginus niger IZ-9 tendo resultado num aumento de quase 100% no teor de 

alguns aminoãcidos essenciais como a própria treonina qüé atingiu niveis e,

quivalentes ao da folha liofilizada e a metionina que alcançou nível supe 

rior ao desta folha. 
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2. INTRODUÇÃO

A necessidade crescente de alimentos de elevada qualidade nu

tritiva para atender ã demanda populacional ê um alerta constante para que 

0 mundo se prepare para o surgimento de novas indústrias capacitadas para a 

produção de proteina de fontes não convencionais. 

Os microrganismos, apesar de usados desde a antiguidade, só

nos últimos anos é que vêm assumindo urna posição de destaque como uma nova 

fonte potencial de alimento. Em relação aos processos convencionais,a pro-

dução de proteina a partir. de microrganismos apresenta uma sêrie d.e van- 

tagens, ta;-s como: 

. Os microrganismos possuem um tempo de geração muito mais 

curto que as plantas e animais e, portanto, podem fornecer um rãpido aumen

to de massa • 

. Podem ser modificados geneticamente com muita facilidade e 

as mutações induzidas, seguidas de programas extensos de seleção, podem re

sultar em linhagens com qualidades adequadas, como taxa de crescimento mais 

rãpida ou capacidade de crescer em temperaturas mais altas e valores de pH 
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mais baixos ou, ainda, uma parede celular mais frãgil. Atê mesmo a compo

sição da proteína pode ser modificada por indução de mutação que afete o 

sistema enzimi co . 

• O teor proteico dos microrganismos e, geralmente, superior

ao da maioria dos produtos alimentícios convencionais . 

. A produção de proteína microbiana pode ser executada em sis 

temas continuas, sem a interferência de fatores climáticos, em equipamentos 

que permitem um controle rigoroso e exigem apenas uma pequena ãrea de terra 

e pouca quantidade de ãgua . 

. O substrato usado para tal fim pode ser baseado no aprovei

tamento de resíduos agro-industriais que sejam disponiveis em grandes quan

tidades na localidade. Com isto, o processo; alem de fornecer proteinas de 

boa qualidade, poderã contribuir para o controle de poluição ambiental, 

principalmente nos grandes centros industriais. 

As folhas de mandioca são ricas em proteína e estão disponí -

veis em grandes ãreas de todo o território nacional, principalmente nas re

giões norte e nordeste, a carência proteica en a população ê mais 

acentuada. · Por outro lado, a cultura da mandioca no Brasil enfrenta muitos 

problemas de carãter econômico por falta de alternativas que elevem seu PQ 

tencial de aplicação, de modo que a exploração de sua parte aérea na ali

mentação pode mudar o quadro de desprestígio da cultura. i-As folhas de man 

dioca, no entanto, apesar de possuírem um elevado teor proteico e um bom 

perfil de aminoãcidos, apresentam uma baixa digestibilidade e uma deficiên 

eia em aminoãcidos sulfurados, o que compromete a sua utilização na alime� 

tação humana e de alguns animais. Com base nestes fatos, levantou-se a 

hipótese de que este substrato pudesse ser utilizado como fonte de nitro -



gênio para o cresci111Bnto de microrganismos. Para evitar uma redução no 

teor de asn1noãc·ldos, foi incorporada uma fonte de carbono mais faci 1mente 

assimilãvel, obtida da própria mandioca: o amido de suas raízes. Sem dúvi

da, as folhas, devido ã sua rica composição, servirão tambêm como fonte de 

outros elementos, alem do nitrogênio, tais como fatores de crescimento e, 

ate mesmo, carbono. Entretanto, sendo o amido da raiz hidrolisado ã glico

se, acredita-se que esta fonte represente a maior contribuição para o su

primento do ultimo elemento. Sendo o meio de cultura constituído, fundame12 

talmente, de proteínas e amido, o microrganismo capaz de se desenvolver em 

tal meio deverã exibir atividades proteo1itica e amilolitica. Considerando 

que a transformação da proteína vegetal em microbiana pode melhorar a qua

lidade do alimento, o presente trabalho objetiva investigar a utilizaç�o 

de folhas de mandioca por microrganismos, como fonte de nitrogênio, bem co

mo estabelecer algumas condições Õtimas para tal fim e determinar o efeito 

do processo sobre o perfil de aminoacidos. 
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3. REVISAO DE LITERATURA

A mandioca, tomada na sua totalidade, pode ser consideraôa 

uma planta de alto valor nutritivo. Suas folhas são ricas em proteínas, v.:!_ 

taminas e s minerais, enquanto que as raízes apresentam um elevado teor 

de carboidratos. 

BANGHAM (1950) chama a atenção para a importância das folhas 

de mandioca salientando que seu valor nutritivo em relação ao  conteúdo de 

caroteno e proteína e superior ao das folhas da alfafa. 

MURILLO (1952) encontrou um valor de 16,94% de proteína em 

farinha de folhas e tJlos desidratados de mandioca com 5 meses de idade e 

ao redor de 20% tomando plantas de 3 meses. Averiguando o aproveitamento 

dos nutrien s do produto pelo gado, concluiu que o mesmo nao causa nenhum 

transtorno no organismo dos bovinos e que seu uso em rações de vacas leitei 

ras no lugar de farinha de fafa desidratada e recomendável economicamente 

na Costa Rica, onde ração ã base de folha de a1fafa e importada a um preço 

elevado. 
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NORMANHA ( 195 7) relata que folhas de mandioca podem conter 

atê 20% de proteína bruta, 2% de cãlcio e 0,5% de ãcido fosfórico 

ria seca. Encontrou no feno de farelo de hastes e folhas de uma

na mate

variedade 

de mandioca colhida aos 4 meses de idade um teor de 13,83% e 14,88% de pro

teína bruta nos anos de 1956 e 1957, respectivamente. 

ROGERS (1959) determinou o teor proteico das folhas de 107 

cu1ti vares de mandioca da Jamaica e obteve uma variação entre 20 ,6 e 36 ,4% 

de proteína bruta na matéria seca. As amostras foram tomadas de plantas 

maduras ou quase maduras ( 11 a 12 meses), porém o autor chama a atenção para 

a importância de-se determinar o teor proteico de folhas jovens (2 a 4 me

ses), quando a quantidade total de folhagem ê proporcionalmente muito maior. 

Afirma que seria valioso se fazer anãlises comparativas do teor de proteína 

bruta e aminoãcidos em plantas que são maduras para produção de raiz e pla� 

tas jovens que têm a mais alta proporção de superfície foliar por planta. 

Analisando o perfil de aminoãcidos da proteina foliar de 20 

cultivares de mandioca, sendo 10 provenientes da Jamaica e 10 do Brasil, 

ROGERS e MILNER (1963) verHicaram que o perfil de aminoãcidos essenciais 

das folhas frescas apresenta um n1vel criticamente baixo apenas de metioni

na. Os demais estão presentes em quantidades adequadas, sendo o nível de 

lisina alto, o que levou os autores a sugerirem que esta proteína pode for

necer um excelente suplemento, em dietas humanas, para proteínas de cere

ais, tais como as de trigo. milho e arroz. As amostras foram colhidas de 

p 1 antas com 10 meses de idade na esperança de que, se uma quantidade de pr� 

teína satisfatória pudesse ser obtida da folhagem neste estãgio, haveria a 

va ntagem de uma cultura fornecer, ao niesmo tempo, raiz e folhagem. Entre -

tanto, os autores salientam que se as folhas como fonte de protefna se tor-
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narem de maior importância é preferível que plantas num estãgio mais jovem 

{2 a 4 meses) sejam colhidas, considerando que hã relativamente mais folha 

por planta nestes estãgios que em estâgios mais maduros. 

JOHNSON e RAYMOND (1965), estudando a composição química da 

mandioca, encontraram na literatura que suas folhas frescas contêm em media 

77% de umidade, 8,2% de proteína bruta, 3,3% de carboidratos solúveis, 1,2% 

de gordura, 7,8% de fibra bruta, os constituintes minerais õxido de cã1cio, 

ãcido fosfõrico e óxido férrico, e as vitaminas ãcido ascõrbico, caroteno , 

B1, B2 e niacina. Concluíram, então, que as folhas de mandioca apresentam

um bom valor alimentar. 

BARRIOS e BRESSANI (1967), analisando a composição quimi ca 

das folhas de 8 variedades de mandioca cultivadas na Repiiblica da Guatemala, 

encontraram um teor proteico de 7 ,3% com base em matéria fresca e 28 ,8% em 

matéria seca. Além de serem ricas em protefoa, os autores acharam também 

que sao relativamente ricas em cinzas, cãlcio e extrato etéreo. Chamam a 

atenção para o fato de que a indústria do amido de mandioca pode ser suma -

mente provei tosa se todos os seus subprodutos forem uti1 i zados efi ci entemen 

te. 

ADRIAN et alii (1968}, num estudo nutricional da folha de ma� 

dioca, acharam um teor proteico de 32,3% e um teor de substâncias g1iddi

cas indigestTveis de 22 1 2% na matéria seca. Afirmam que a folha de mandio

ca segue a regra gera1 de que as protefnas das folhas tropicais são sempre 

caracterizadas por um forte deficit em metionina
1

0 que faz deste aminoãcido 

o fator 'limitante primãrio das folhas. As prote'
f

nas das folhas de mandioca 

apresentam um deficit em metionina de 67% em relação ao ovo, enquanto que 

os demais aminoãcidos essenciais não ultrapassam a 30% 1 o que faz com que 
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essas protelnas sejam consideradas bem equilibradas, destacando-se o alto 

teor de lisina. Esses dados estão de acordo com os apresentados por ROGERS 

e MILNER (1963), anterionnente citados, 

VITTI et alii (1971/72),pesquisando a viabilidade de utilizar 

folhas de mandioca desidratadas na alimentação humana, concluíram que hã 

uma grande poss·ibi1idade em vista dos teores proteico e de vitamina A do 

produto, Recomendaram que fossem feitos estudos para se detenninar a rela

ção existente entre a idade da planta e os teores de proteina e vitamina A, 

assim como sobre o aproveitamento do produto no preparo de sopas ou de mis- 

turas com outras .farinhas, O teor proteico obtido pelos autores girou em 

torno de 25% na matéria seca entre 6 variedades estudadas com 8 meses de 

idade, Os teores de vitamina 1� foram bem altos, tendo sido superiores aos 

do milho, do farelo de milho, da aveia e de alguns produtos vegetais usual 

mente consumi dos pe 1 a popu'! ação. 

FIGUEIREDO e REGO (1973), comparando o teor proteico e mine

ral de raízes e folhas de 7 variedades de mandioca, encontraram um teor pr_Q 

tei co nas ramas cte 14 a 15J; na matêri a seca, aproxi mada�nte oito vezes mai 

or que nas raízes; enouanto que o teor mineral (ferro, cobre, zinco e man- 

ganês) das raizes foi bem maior que o das folhas. Os autores não citam a 

época de colheita podendo, portanto, o baixo teor proteico encontrado, em 

relação a citações de outros autores, ter sido devido a uma colheita tardia 

do material analisado. 

HELLENDOORN et a1ii (1975) detectaram um teor de 39,5% de pr.!?_ 

teTna bruta altamente digestfvel (85,3% de digestibilidade) e uma elevada 

percentagem de resfduo indigestfvel (34,6%) em folhas de mandioca desidrata 

das. 
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KLIKG et alii (1976}, visando o aproveitamento industrial das

folhas de mandioca, fizer1m inicialmente um estudo sobre seu teor e quali

dade proteica, tendo encontrado um teor proteico nédio de 28,92%, sendo a 

proteína, em relação aos aminoácidos essenciais, rica em 1isina e deficien

te apenas em metionina, similarmente ao encontrado por outros autores, an

teriormente citados. 

O uso de proteínas e aminoácidos como substrato para o desen

volvimento de microrganismos tem sido relatado com certa frequência na li

teratura. Quando usados tanto como fontes de nitrogênio como de carbono, 

ou simplesmente como fontes de carbono, hã uma grande liberação de amônia 

no meio, o que eleva bastante o pH tornando as condições desfavoráveis p� 

ra aqueles microrganismos que nao suportam alcalinidade, como os fungos. Em 

pregados na presença de uma outra fonte de carbono, mais prontamente utili

zãvel não ocorre a arnonificação, pois, segundo NICHOLAS (1965), os aminoãci 

dos sao utilizados diretamente pela maioria dos fungos e hã evidências de 

que sao incorporados diretamente em proteínas, sem sofrerem desanimação. 

ZALESKI e PJUKOW ( 1914) , e itados por GOTTLI EB ( 1946) , sal i ent� 

ram que Aspergillus metabo1iza mais aminoácido na presença de uma fonte de 

carbono menos utilizãve1 que quando um açúcar mais prontamente assimilável 

es tã presente. 

WAKSMAN e LOMANITZ (1925), estudando a química da decomposi

çao de proteínas e aminoácidos por microrganismos na presença e ausência 

de dextrose, testaram o efeito da glicina, alanina, fenilalanina, ãcido gl� 

tâmico, asparagina e caseína sobre o crescimento de dois fungos (Trichoder

ma koningi e Zygorhynchus molleri), um actinomíceto (Actinomyces virido

chromogenus) e duas bactérias (Bacillus cereus e Bacteriurn fluorescens) , 
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todos isolados do solo. Verificaram que os microrganismos nao atacam pro-

. te1nas e aminoãcidos da mesma maneira. Os dois fungos utilizaram os vãrios 

aminoãcidos e a prote1na tanto como fontes de carbono como de nitrogênio. 

A intensidade de crescimento e o acumulo de amônia dependeram, entretanto , 

na ausência de dextrose, do carbono uti1izãve1 na molécula de aminoãcido. 

Foi encontrada uma relação definida entre a quantidade de'carbono utilizã -

vel da molécula de aminoãcido e o acumulo de amônia. Quando os aminoãcidos 

foram usados apenas como fontes de nitrogênio, ou seja, na presença de dex

trose, de uma maneira gera1, uma maior quantidade de protoplasma foi sinte

tizada, uma maior quantidade de nitrogênio foi reassimilada e uma maior 

quantidade de amônia foi acumulada no meio. A produção de micélio foi mui

to maior com o ãcido glutâmico que com glicina, alanina e feni1a1anina. Is 

to e atributdo, por um lado, ao fato da relação carbono/nitrogênio ser mui

to maior no âci do gl utâmi co que nestes outros ami noãci dos e, por outro 1 a

do, ao fato de que o ãcido glutâmico é muito favorãve1 ã respiração resu1 

tando na formação de muito pouco ãcido volãtil, Com a asparagina a produ 

ção de micélio foi muito pequena em comparação com a quantidade de amônia 

formada, sendo mais comparável ao decréscimo no teor de aminoãcido, Isto 

indica que o grupo amida se desprende mais facilmente que o grupo amino e 

que a rãpida alteração no pH para alcalinidade, devido ao acumulo de amo

nia, reprime o desenvolvimento posterior dos fungos, sendo as intensidades 

de crescimento e de amínoãcidos decompostos limitadas, A quantidade de ca_!:. 

bono utilizãvel na asparagina ê tão pequena, em comparação com o nitrogênio 

utilizável, que apenas uma Ínfima quantidade de crescimento pode ser obser 

vada. A caseína foi prontamente atacada pelos fungos, mas nao comp1et� 

mente decomposta a diõxido de carbono, âgua e amônia. Uma grande parte do 

nitrogênio foi deixada sob a forma de polipeptideos e outros derivados pro-
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teicos, os quais o organismo nao podia usar mais pronta e rapidamente como 

uma fonte de carbono. Na presença de dextrose, uma grande parte do nitrog§__ 

nio foi reassimilada e depois de toda a dextrose ter sido usada, amônia co 

meçou a se acumular no meio. Neste caso, apenas uma pequena parte de nitrE_ 

gênio estava presente na forma de polipeptídeos. As duas bactérias testa -

das se comportaram diferentemente. Bacil lus cereus foi incapaz de atacar 

glicina, alanina e feni1alanina, enquanto que o ãcido glutâmico e asparagi

na foram ativos atê certo ponto e a caseína foi decomposta mui to rapidamen

te. Bacterium fluorescens �oi incapaz de decompor caseína, mas agiu muito 

prontamente sobre os vãrios aminoãcidos usados. O actinomiceto foi capaz de

utilizar os aminoãcidos e a proteína como fontes de energia, com acumulo 

de amônia, mesmo na presença de dextrose, A utilização de determinados co� 

postos como fonte de energia ê um simples problema de metabolismo, o que e 

verdade não apenaspara microrganismos, mas para todos os seres vivos que 

dependem de substâncias complexas para retirar sua energia. Um ser vivo 

deriva sua energia a partir de uma substância que lhe ê mais utilizâvel e 

que pode ser específica para um organismo particular. Um grande numero de 

microrganismos prefere certos carboidratos simples a proteínas como fontes 

de energia e na presença destes, as proteínas serão usadas apenas como fon

tes de nitrogênio. Portanto, a amônia, que é, pri nci pa lmente, um produto da 

utilização de proteínas como fontes de energia, não se..-rã acumulada. 

Entre os microrganismos, os funqos parecem se destacar como 

bons utilizadores de protefoas e aminoãcidos. WASKMAN e STARKEY ( 1932 ) 

acharam que, em geral, os fungos parecem apresentar uma razão proteína de

gradada por substância celular microbiana sintetizada mais baixa que as 

bactérias e actinomicetos, ou seja, os fungos parecem produzir mais biornas-
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sa com menos proteína degradada, Mostraram tambêm que havia muito maior 

crescimento por unidade de proteína decomposta quando glicose estava pre

sente. 

ANDERSON e EMMART (1934) determinaram a utilização de alguns 

aminoãcidos (glicina, 1�1eucina, 1-tirosina e ãcido 1-asoãrtico) ror Fusa

rium oxysporum como fontes de carbono, através de medidas de respiração. 

Todos os aminoãcidos estudados foram utilizados pelo fungo e, com exceçao 

da leucina, eles foram mais eficientes na produção de micélio que a glicose. 

As culturas contendo glicose produziram muito mais dióxido de carbono que 

qualquer outra cultura contendo aminoãcido. Acido aspãrtico e g1icina pro

duziram o maior peso micelial ea maior quantidade de diõxido de carbono, e� 

quanto que 1eucina e tirosina retardaram a produção de dióxido de carbono . 

Como e de se esperar, houve uma grande variação de pH para alca1inidade,se� 

do a maior nas culturas contendo ãcido aspãrtico que variaram de pH 3,1 a 

8,0. 

STEINBERG (1942) estudou a capacidade do Aspergillus ni ger 

Van Tiegh de assimilar nitrog�nio de aminoãcidos na presença de sacarose e 

glicerol oomo fonte de carbono. Observou que quando a sacarose foi usada, 

os nitrogênios de alanina. arginina, ãcido aspãrtico, ãcido glutâmico, gli

cina, hidroxiprolina, ornitina e prolina foram tão eficientes quanto nitro

gênio de nitrato de amônia em quantidades equivalentes. Utilização modera 

da de nitrogênio ocorreu com serina, treonina e triptofano. O crescimento 

foi ainda mais pobre com isoleucina, 1eucina, metionina, fení1a1anina, ti

rosina e valina e muito pobre com os outros aminoãcidos naturais restantes. 

Exceto para hidroxiprolina, que contem o anel pirrolideno facilmente aberto, 

nenhum dos aminoãcídos contendo um grupo c1clico ou cadeia de carbono rami-
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ficada substituiu plenamente o nitrogênio inorgânico. Foi chamada atenção 

para a produçio aumentada de amido pela cisteina mesmo quando praticamente 

não houve crescimento. Nenhum dos aminoãcidos sulfurados f�i capaz de for

necer nitrogênio assimilãve1 apreciável. com exceção da metionina. A su

perioridade da metionina como fonte de nitrogênio, comparada com cisteina • 

foi atribuída ao grupo - CH2 - adicional que separa o enxôfre do nitrogênio. 

Entretanto, a homometionina que contém dois grupos - CH2 = adicionais foi 

praticamente insignifi"cante tanto como fonte de nitrogênio como de enxôfre. 

Quando o glicerol foi usado como fonte de carbono os resultados diferiram 

O crescimento mã�imo foi obtido quando o nitrogênio foi suprido com proli -

na, seguindo-se,ern ordem decrescente, ãcido glutâmico, alanina, leucina e 

acido aspãrtico. Arginina, glicina e hidroxiprolina deram resultados muito 

mais pobres que com sacarose, enquanto que com leucina e histidina as pro

duções foram as mesmas. Portanto, melhores resultados são obtidos quando a 

adição dos aminoâcidos ê combinada com uma boa fonte de carbono (no caso, 

sacarose) que com uma fonte pobre (no caso, glicerol). 

ROBBINS e MA (1945), estudando o comportamento de proteínas 

e aminoãcidos em relação ao crescimento de Trichophyton me:ntagrophytes ve

rificaram que a f onna norma 1 deste fungo foi incapaz de utilizar nitrato de 

amônia e cresceu muito mais rapidamente com peptona, hidr&lisado de caseí

na, hidrolisado de gelatina e outros produtos naturais, cemo fontes de ni

trogênio, que com asparagina. Como fonte de carbono foi usada a dextrose . 

Pensou-se que a ação benéfica desses compostos fosse causada pelos seus 

aminoácidos. Entretanto, embora misturas de aminoãcidos tenham sido bene -

ficas, nenhuma foi tão eficiente quanto hidrolisado de case=&ta. O fungo 

usou asparagina e 14 aminoâcidos (arginina, glicina, a - alanina, 1eucina , 
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tirosina, lisina. prolina, valini, isoleucina, ãcido glutâ�ico, ãcido aspar 

tií::o, hist·idina, serina e feni1alanina)testados isoladamente e em vãrias 

cont>inações. Nenhum composto isolado foi tão eficiente quanto misturas de!_ 

ses aminoãcidos. Triptofano, treonina� hidroxiprolina, cisteina e metioni

na, bem como a corrt>inação destes aminoãcidos, apresentaram efeitos inibitõ

rios, sendo a hidroxiprolina a mais prejudicial. Tanbém a adição destes 

aminoãcidos aos quatorze, previamente citados, fonnando um único grupo, re

duziu o cresciment�. A mistura dos quatorze aminoãcidos fei a que se apro

ximou mais do hidrolisado de casefoa, tanto em cirater c(}mo em quantidade 

de cresciirentQ. _Assim mesmo, o efeito de 10mg desta mistura foi equivalen

te ao de 2mg de hidrolisado de caseína. Vê-se claramente que este ultimo 

continua sendo mais eficiente. Nenhuma evidência para aminoácidos essenci

ais foi obtida. Sugeriu-se que a superioridad� de uma mistura de aminoãci

dos es tã re 1 acionada com a incapacidade do fungo de trans ferniar nitrogênio 

inorgânico, ou um composto nitrogenado orgânico simples, nos vãrios aminoã

cidos necessãrios para a formação de proteinasprotoplasmãticas tão rapida -

mente quanto eles podem ser usados se fornecidos pré..fonnados no meio de cu]_ 

tura. Um preparado sintético de hidrolisado de caseína a partir de aminoã

cidos não foi tão eficiente quanto o hidrolisado de caseína natural. Quan

do um mutante ou fonna pleornõrfica de.!_. mentagrophytes foi estudado, ob

servou-se que esta forma utilizava amônia e asparagina mais prontamente que 

a fonna normal. Extratos da fonna pleomõrfica favoreceram seu próprio cre� 

cimento e o de linhagens menos vigorosas. Sugeri u,-se que o p leomorfi smo de 

!· mentagro h tes envolve o desenvolvimento de um mecanisioo melhor para 

transformar amônia, ou uma fonte de nitrogênio orgânico simp.les, em substân 

eia celular. 
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         Mats tarde, ROBBINS e McVEIGH (1946) estudaram o efeito da

hidroxiprolina sobre o crescimento de I· mentagrophytes e outros fungos em 

�io sõlido contendo asparagina, dextrose e sais, ao qual foram adicionadas 

diferentes concentraçies de hidroxiprolina. Como no estudo anterior, veri 

ficaram que este aminoãcido possuía uma ação inibitõria sobre a linhagem 

normal de .!_. mentagrophytes e sobre outros dermatõfitos, tais como, Tri 

chophytan gypseum, T.richgphyton purpureum, Microsp0rum canis e F.pidenno 

phytan floccul esum, sendo a concentração encontrada inibi tõri a diferente P! 

ra cada um deles. Entretanto, umá linhagem pleom0rfica de .!_.mentagrophytes 

foi encontrada ser resistente a hidroxiprolina, mesmo em elevadas concentr! 

ções. Outros fungos, Agaricas campestris, Aspergilh.1s niger, Ceratostomel 

_l! ulmi. Neuros-par.a sitophi·l  a, Penicillium notatum, F>l':lycomyces blakesleea-  

nus, ,Rhodoterul a auranti a·ca. e Stereum murrayi, cresci dos a 20°c em meio 

sõlido contendo asparagina, uma mistura de vitaminas e três diferentes con 

centrações de hidroxíprolina, não apresentaram qualquer resposta a este  ami 
noicido. Pelyporous alboluteus, f. berkeleyi, f. circinatus, f. croceus, 

f_. obtusus, f. schweinitzii, f_. sguamosus, Fomes pini e _E,. pomaceus cresci 

dos a 25° c em meio sõlido basal sup_l  ementado com a mistura de vitamina e 

hidrolisado de caseina, contendo três diferentes doses de hidroxiprolina , 

também não apresentaram nenhuma resposta ao aminoãcido em teste, exceto o 

Polyporous squamosus qtJe não foi afetado a dosesde 0,1 ou 1,0mg de hidroxi 

prolina, mas foi visivelmente favorecido a 5,0mg. Em presença de peptona 

ou hidrolisado de caseína, a hidroxiprolina apresentou efeito prejudicial 

menos pronunciado que em presença d e  asparagina. Enquanto 0,4mg de hidro 

xiprolina foi suficiente para inibir completamente o crescimento da linha 

gem normal de T. mentagrophytes no meio contendo ·asparagina, com doses de 
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50mg deste aminoácido evidente crescimento subsuperficial do microrganismo 

foi obtido em meio contendo 1mg de caseina e consideráveis crescimentos sub

superficial e superficial foramobtidos-emmeinsuplementado com 5mg de hidro-

1isado de caseina, Resultados similares foram obtidos com quatro outros 

dermatõfitos: T. m_seum i l, .eurpureum, Microsporum canis e Epidennophyton 

flocculosurn, Para determinar os efeitos individuais dos aminoãcidos sobre 

a ação inibitõria da hidroxiprolina foi testada a ação de cada um dos qua

torze aminoácidos previamente encontrados como produtores de crescimento da 

forma nonna1 de L. mentagrophytes. Os resultados com 13 dos aminoãcidos fo 

ram simi hres aos obtidos com o meio basal contendo asparagina, Entretanto, 

a prolina superou, pelo menos em parte,o efeito inibitório da hidroxiproli

na. Testes para averiguar a relação existente entre prolina e hidroxiproli

na sugeriram que a prolina atua tornando a asparagina utilizâvel na presença 

de hidroxiprolina,pois mais crescimento foi obtido no meio contendo asparag.:!_ 

na,prolina e hidroxiprolina que nos que continham apenas prolina, Os efei -

tos da metionina, triptofano e treonina foram testados em meio sõlido basal 

com asparagina e hidrolisado de caseina, O triptofano não apresentou nenhum 

efeito visível, A ação inibitória da metfonina foi tão acentuada no meio 

contendo hidrolisado de caseína quanto no que continha asparagina. Resulta

dos similares foram encontrados com a treonina, Embora, nas condições do e� 

perimento, a treonina e a metionina tenham sido prejudiciais ao crescimento 

da linhagem norma1 de .I.: mentagrophytes, suas ações diferiram do efeito da 

hidroxiprolina. Suas eficiências aumentaram pouco quando suas concentrações 

aumentaram de 50 vezes. Al�m disso, o hidrolisado de caseina 1 na quantidade 

usada, não reduziu as ações inibitõrias da metionina e treonina como no caso 

da hidroxiprolina, 

GOTTLIEB (1946) investigou o uso de aminoãcidos apenas como 
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fontes de carbono e coroo fontes de carbono e ni troginio ao mesmo tempo. 

Achou que Fusarium oxysperum var. lycopersici e �enici11ium roquefortii uti 

1izam a maioria dos aminoãcidos como única fonte de �arbGno. lkYt estudo 

quantitativo da eficiência dos vários aminoãcidos no fornecimento de carbo

no ao Fusari um reve 1 ou acentuadas diferenças nas capacidades de promover o 

crescimento. O fungo produziu a maior quantidade de micilio a partir de 

d, 1-B-fenn11&nini, 1-pro'lina, valina e 1-hidroxiprQHni, cujas capacida � 

desde produzir cresciimnto foram, para os dois primeiros a�inoãcidos, mai.2_ 

res que a da dextrijse e, para os dois últimos, apreximad1mente tão eficien

tes quanto a da çlextrose. Três aminoãcidos contendo enxôfre { metionina , 

ci.steina e cistini) foram testados como fonte de carb0no para os dois fun

gas e nenhum crescimento foi observado. Seis outros fungos foram, então� 

usados �m experimentos similares a penas com metionina� sendo eles: Alter-

naria solani � HelR1inthosporiura sativum, Rhizoctonia solani, Fusarium moni

liforme, Chaetomium 9lobosum e Aspergillus niger. Nenhum desses fungos pro 

duziu micélio em meio com metionina. Segundo o autor, a falta de qualquer 

crescimento em meio contendo ami noãci dos sul furados nao parece ser devida a 

qualquer ação tõxica dos aminoácidos sobre o fungo, mas pode ser devido a 

incapacidade do fungo de quebrar a ligação carbono-enxofre, pois compostos 

muito similares a esses aminoãcidos são prontamente utilizáveis pelos ftm

gos. A lanina, na qual os organismos crescem rapidamente, se assemelha a ci� 

teina. Ambas são cadeias retas de três carbonos e diferem apenas pela pre

sença do grupo sulfidrílico no carbono$ da cisteína. Da mesma maneira, a 

leucina se assemelha ã metionina, pois ambas têm uma cadeia reta de cinco 

carbonos, diferindo pela presença de uma cadeia lateral met�lica na 1eucina 

e do enxofre na meti 0niíla. Quando tes tadoi tanto como fontes de carbono 

como de nitrogênio, foram usados quatro aminoâcidos: glicina, valina, ãcido 
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aspártico e arginina. Fusarium oxysporum var. lycopersici cresceu rapida 

mente em todos os quatro aminoãcidos, enquanto que o Penicillium roque 

fortii cresceu pobremente em va 1 i na, produziu apenas traços de mi cel i ó em 

glicina e micélio abundante em ãcido aspãrtico e arginina. 

KLING et a"lii (1976), anteriormente citados, utilizaram o li  

quido residual, resultante da coagulação das proteinas extraidas de folhas 

de mandioca, contendo 0,41% de proteina e 1,10% de açucares redutores,,para 

o cresciment0 de Candida ut·ilis. Obtiveram , apôs 23 horas de crescimento

e sem adição de nutrientes, uma massa de células cerca de 10 vezes superior 

ã inoculada, tendo havido um consumo quase total dos açucares redutores e 

de cerca de 50% de nitrogênio. 

A raiz de mandioca, devido ao seu alto teor de carboidratos , 

se constitui um excelente substrato para a produção de proteina microbiana. 

Em certas regiões do mundo, a mandioca tem sido tradicional - 

mente enriquecida pela fermentação microbiana. Na Nigéria, um produto fer 

mentado da mandioca, conhecido como "gari", é um alimento bãsico; resulta 

de uma fennentação de duplo-estãgio produzida por Corynebacterium manihot e 

Geotrichum candidum (COLLARD e LEVI, 1959).Estudando as reações bioquímicas 

que ocorrem durante a fermentação para produção deste alimento, AKINRELE 

( 1964) confi nnou que o processo ocorre em doí s es tãgi os, durante os quais 

a massa e gradativamente esterilizada contra crescirriento microbiano contami 

nante, através do abaixamento do pH, no primeiro estãgio, e produção de ga- 

ses, que levam ã anaerobiose no segundo estãgio.A.pesar de ser um alimento 

fermentado, o nivel proteico do gari ainda e muito baixo (MORSE e URAIH, 

1974). LIMA {1975) relata que a base para a elaboração deste alimento foi 

transferida-do Brasil para a região costeira da Africa Ocidental atravês 
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do método da "mandioca puba 11• A ocorrência de Geotri chum candi dum foi cons 

tatada pelo autor na fennentação da mandioca puba dos mercados do Recife. 

No sudeste da Ãsia, a mandioca é comumente misturada com bolo de amendoim e 

fermentada com Rhizepus e Neurospora sp. para produzir vãrias formas de ali 

mento para o consumo humano (VARGUESE et alii 1977). 

Nos últimos anos, diversos pesquisadores, em diferentes par -

tes do mundo, vêm utilizando esta cultura na produção de proteína microbia� 

na com sucesso. 

GRAYe ABOU-El-SEOU0(1966)afirmamque a mandioca tem um enorme 

potencial como fonte de carboidrato no processo que envolve a síntese de 

proteína por fungos. Em seus experimentos, conseguiram um aumento no teor 

proteico de aproximadamente seis vezes cultivando uma linhâgem de Cladospo

rium clad�sporioides em raiz de mandioca fresca adicionada de cloreto de 

amônio e 1icor de mi1ho. Salientaram que este aumento nao representa as me 

lhores produções alcanç'âveis e que investigações sobre as condições de cul

tura podem resultar em produções ainda maiores. 

STANTON e WALLBRIDGE (1969) relataram que a fermentação de t� 

berculos ami1âceos por fungos pode resultar num produto alimentício com au

mentos significantes no teor proteico. 

STRASSER et alii (1970), usando três linhagens de leveduras 

crescidas em mandioca hidrolisada obtiveram, com base em peso seco, os se

guintes teores proteicos (tomados como proteína bruta deterniinada pelo méto 

do de Kjeldahl): mandioca + Candida utilis - 35%, m�ndieca + Rhodotorula 

graci1is - 26,7% e mandioca+ Hansenula saturrius - 15,5%. Enfatizaram que 

o enriquecirrento da mandioca com proteína monocelular tem uma serie de van

tagens, tais como: 
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. O produto enriquecido pode ser preparado da mesma maneira 

que os alimentos tradicionais de mandioca, não sendo necessário mudar os hã 

bitos alimentares do povo. 

. Se a oca enriquecida com proteina for adicionada 

farinha de  mandioca não tratada, haverã pouca alteração no sabor . 

. Nenhuma técnica de lavagem e separação dispendiosa 

necessãria. 

a

sera 

Nos países tropicais, a produção industrial da mandioca 

processada esta apenas começando. Isto significa que muitas novas plantas 

industriais terão que ser construidas no futuro. E hã boas razões para e!!_ 

fatizar que novas plantas incluam o processo para enriquecimento proteico 

Isto teria uma vantagem·econômica definida. Serã mais dispendioso para a 

maioria dos países em desenvolvimento importar ou produzir proteina para en 

riquecimento em outras formas como, por exemplo, concentrado proteico de 

peixe ou proteína de semente oleaginosa . 

. O processo de enriquecimento da mandioca pode ser adaptado 

a condições locais em ãreas em desenvolvimento. Como um primeiro passo, 

p1antas piloto para estudo do processo deveriam ser construidas em centros 

de tecnologia de alirento ou instituições de pesquisa no próprio pais em 

desenvolvimento. Este trabalho serviria ao duplo propõsito de treinar pe� 

soal e, posteriormente, desenvolver o processo . 

. No estãgio experimental do desenvolvimento, a mandioca enri 

quecida com proteína pode ser usada muito bem para alimentar animais, partj_ 

cularmente aves domésticas e porcos. 

Os autores fizeram uma estimativa do custo de processamento 
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e concluíram que se C0111f1ara faveravelmente com os custos estimados para o� 

tras �reteinas alimentares, tais como farinhasde soja, algodão, amendoim 

e trigo, ·concentrado proteico de peixe e leite seco desnatado. 

MENEZES et alii (1971/72), comparando o desenvolvimento de 

três leveduras amilelíticas (Endemycopsis fibuligera, End0mycopsis capsu

laris e Schwanni0myces alluvius) em amido de mandioca não hidrolisado com 

uma não amilelítica (Rhodotõrula gracilis) cultivada em amido de mandioca 

hidrolisado, obtiveram os seguintes teores proteicos, em relação à matéria 

sesa, determinados pelo método de Kjeldahl: para�- fibuligera - 13,93%; 

E.. capsularis - 10,g()%; �- alluvius - 31,36% e B_. gracilis - 31,15% 

CONCEIÇÃO e GRAMACHO (1972) obtiveram 12,68% de proteína bru 

ta em meio contendo mandiaca inoculada com Rhi-zopus nigricans e 13,56% qua.!!_ 

do o mesmo substrato foi ineculado com Penicillium digitatum. 

TREVELYAN (1974,) cultivou Rhizopus oryzae em raiz de mandio

ca, usando o processo de fermentação semi-sõlida e obteve 9,38% de proteína. 

No Canadã, um 9"rupo de pesquisadores da Universidade de 

Quelph vem trabalhando na produção de proteina fungica utilizando raízes de 

mandioca, ureia e fosfato de potássio. 

Deste grupo, READE et alii (1974) chamam a atenção para três 

�roblemas c0mumente encontrados na produção de proteína micrabiana, em ge 

ral, e, em particular, na utilização de amido como substrato. O primeiro 

problema a ser enfrentado ê a dissipação do calor produzido pelo metabolis 

mo microbiano, pois os custos de resfriamento são altos nas zonas tempera 

ctas e podem ser proibi ti vos nos trõpi cos, onde a refri gera�ã© mecânica é 

nonnalmente necessãria. O segundo problema diz respeito ao elevado custo 

referente ao equipamento necessãrio para manter o processo livre de micror-
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ganismos contaminantes. E, finalmente, o terceiro se relaciona com o es

tigio de conversão do amido em glicose incluído na maioria das fermentações 

industriais que usam ami como substrato. Esses três problemas foram su

perados pela seleção de um fungo que cresce bem a temperaturas entre 45 e 

so0c, pH 3,5 e e produtor de lases extrace1u1ares. te fungo pertence 

ao gênero Aspergillus e foi desi�nado Aspergi11us I-21. Em 1975 os autores 

o identificaram como Aspergillus fumigatus e obtiveram um mutante não espo

rogênico designado�. fumigatus I-21 A, que vem sendo utilizado em traba

lhos posteriores. 

AZI et a1ii (1975) idealizaram um fermentador para ser uti1iz� 

do neste processo, cuja principal característica ê a sua capacidade de for

necer aeração e agitação através de uma única peça, evitando, assim, a ne

cessidade de um compressor de ar, o que representa urna redução nos custos 

de produção. 

GREGORY et a1ii (1976) relatam que o fermentador foi, inicial

mente, testado em escala laboratorial, através de modelos cujas capacidades 

foram aumentando sucessivamente de l a 120 litros. Finalmente, um modelo 

de 3.000 litros foi construído e enviado ao Centro Internacional de Agricu_!_ 

tura Tropical (CII\T), em Ca1i, Colômbia, para testes em escala de planta 

piloto. Quanto ao rendimento do processo em relação à mandioca total util_:!_ 

zada como substrato foram obtidos.em escala 1aboratoria1,24g/1 do produto, 

contendo 37% de proteína bruta, tomada em relação ao produto seco, 27% de 

proteína verdadeira, 49% de aminoãcidos totais e 1,8% de metionina em rela

ção ã protelna verdadeira. O valor nutricional da biomassa foi avaliado, 

tendo o teor de aminoãcidos essenciais sido satisfatório para o porco. com 

exceçao do nível de metionina, que foi considerado sub-ôtimo. Em testes 
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com ratos, a dieta fungica, quando não suplementada com metionina ou em com 

paraçoes baseadas em proteína bruta, foi sempre inferior a de referência 

contendo caseína e suplementada com metionina e triptofano. Quando a dieta 

fungica foi suplementada com metionina e todas as rações continham 10% de 

proteína verdadeira, entretanto, a relação de eficiência proteica {peso ga

nho por peso de proteína consumida) e os valores da taxa de prCJteina liqui

da para�- fumigatus I-21 A foram apenas ligeiramente inferiores aos valo

res obtidos com caseína, não tendo havido diferença significativa a nivel

de 5% de probabilidade entre as duas dietas. Os ratos aceitaram o micélio 

prontamente. Quanto ã avaliação toxicológica, extensos exames clínicos e

hematolõgicos feitos em ratos não revelaram qualquer anormalidade atribu1-

vel ã dieta. Foram feitos testes laboratoriais para seis micotoxinas e to

dos os resultados foram negativos. 

No processo de produção de proteína microbiana que estã sen

do realizado no CIAT, as raízes são lavadas, para remoção da terra aderida, 

e raladas mecanicamente inclusive com a casca. Em seguida, são colocadas 

no fermentador que contém ãgua até a metade de sua capacidade. O meio aqu..2_ 

so é submetido a uma temperatura de 65-70ºC para gelatinizar o amido e faci 

litar sua utilização pe1omicrorganismo. Adiciona-se mais ãgua ao meio atê 

chegar quase completamente a capacidade total do fermentador. A adição de 

ãgua reduz a temperatura do meio para 46 a 47°c e di1ui a concentração de 

carboidratos totais a aproximadamente 4%. O pH do meio ê reduzido para 3,5 

pela adição de uma solução de ãcido su1furico, a qua1 fornece também parte 

do enxofre requerido para o processo. Em seguida, adicionam-se uréia como 

fonte de nitrogênio e fosfato de potássio como fonte de fósforo. Os demais 

elementos minerais necessãrios ao processo são fornecidos pelas raízes de 
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mandioca. O inõculo, previanente preparado num fermentador de 200 litros, 

ê adicionado ao fermentador de 3.000 litros e o processo se desenvolve por 

cerca de 20 horas. No fim do processo, parte da biomassa �ode ser usada 

como cultura iniciadora para uma nova remessa e o restante ê recuperado por 

um sistema de prensagem e filtração, onde grande parte da porção liquida ê 

eliminada. A biomassa e colhida e deixada ao sol e ar para acabar de secar, 

apos o que ê misturada a mais mandioca ou qualquer outro ingrediente apro -

priado para baixar o teor proteico a um nivel desejãvel e servir como ração 

para porcos em crescimento. 

Um total de 10 fermentações executadas no fermentador de 200 

litros da planta piloto do CIAT forneceu os seguintes dados pre 1 i minares 

(Informe Anual do CIAT, 1976): Para 25�3 kg de mandioca fresca conseguiu-se 

uma quantidade de biomassa fina1 secada ao sol de 4,3 kg, um rendimento em 

peso da biomassa seca de 16,9% em relação ã mandioca fresca, 48,5% em  rela

ção ã matéria seca e 28,6% em relação ã proteína bruta, enquanto que a ní

vel de laboratório conseguiu-se uma biomassa com 37% de proteína bruta 

(GREG0RY et alii, 1976). A avaliação do valor nutritivo da biomassa seca em 

ratos, sem adição de metionina, mostrou uma relação de eficiência proteica 

de 1 ,8 comparada com 2,5 para a caseína, porêm, em escala laboratorial 

(GREG0RY et alii, 1976), a suplementação com metionina elevou o valor nutri 

tivo da biomassa tornando-o comparãvel ao da caseína. Os resultados preli

minares obtidos na planta piloto estão sendo checados sob condições mais 

padronizadas do processo. 

Em 1977, GREG0RY et alii noticiaram o estabelecimento da p1a!!_ 

ta piloto no CIAT. A plantai composta de dispositivos para lavar e raspar 

as raízes de mandioca,dois fennentadores do tipo idealizado por AZI et alii 
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(1975), sendo um de menor capacidade destinado ao preparo do inõcu1o, uma 

prensa de rolo para coleta da biomassa e uma unidade com cobertura corredi

ça para secagem do produto ao sol e ar, Como o processo resulta num grande 

v�h1me de Hquido efluente residua1, experiirentos f'oram desenvolvidos para 

deterniinar a viabilidade de reciclar parte do efluente em feni�ntações sub

sequentes, A reciclagem de 50% de efluente em fermentações sequenciais re

veleu um efeito acentuadamente tõxico para o microrganismo. O efeito da re 

ciclagem de 25% do efluente não foi determinado e e questionâvel se valeria 

a pena a reciclagem desta baixa percentagem. 

Nri Instituto de Tecnologia de Alimentos (S, Paulo) 1 SALES e 

MENEZES (1976) estudaram a consordação entre leveduras amiloliticas (Endo-
-.-

mycopsis fibuligera, Endomycopsis capsularis e Schwanniomyces alluvius) e 

nao amiloliticas (Candida uti1is e Rhodotorula gracilis) visando obter uma 

boa relação entre o açúcar co�sumido e a biomassa produzida em substrato de 

mandioca. Observaram que a consorciação entre I:. fibuligera e .f..:_, utilis foi 

a que apresentou melhor rendimento em biomassa, sendo da ordem de 14,9 g/1 , 

com um teor proteico de 56% na matéria seca, quando se empregou ureia como 

fonte de nitrogênio e 30 g/1 de açúcares totais. 

Na Malãsia, VARGHESE et alii (1977) relatam que tentativas pa 

ra produzir mandioca enriquecida com proteína, para alimentação animal, por 

fermentação sõl ida com 1 i nhagens locais de Rh i zopus, Aspergi 11 us e Neuros

pora mostraram que que os níveis proteicos dos produtos fermentados nao ex

cederam a 3%. Como este va" lor e baixo, os autores testaram a capacidade de 

suplementos nitrogenados naturais de aumentar a atividade microbiana. A su 

p1ernentação com 35% de esterco de galinha aurrentou os níveis proteicos para 

8-10,5% e com soja, amendoim e fare1o de abacaxi a 25% os níveis proteicos
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foram 40,10 e 7% respectivamente. Em combinação com esterco de galinha 

(12,5 + 12,5%) os valores proteicos variaram entre 8 e 18% para soja, 8 e 

10% para amendoim e 5 e 7% para farelo de abacaxi. Esses resultados indi -

cam que a suplementação aumentou a eficiência da fermentação e contribuiu 

para aumentar os valores proteicos. O processo foi desenvolvido como um 

estágio inicial visando o projeto de uma planta piloto para produção conti

nua do material. 

MENSE et a1ii (1947) encontraram que uma grande variedade de 

carboidratos, em conjunção com substâncias proteinãceas de orige1n animal ou 

vegetal, pode ser empregada para a produção de amilase por Aspergillus ni

� NRRL 337. Portanto, ê possível que a combinação de folhas de mandioca 

com suas raizes estimule a produção de enzimas amiloliticas favorecendo,con 

sequentemente, o desenvolvimento de microrganismos. 

PARK (1969/70), estudando a influência do nitrogênio orgâni

co sobre a produção de alfa-amilase fGngica, achou que caseina hidrolisada 

e vinhaça s2ca de desti1aria de cereais foram mais eficientes que caseína 

não hidrolisada e peptona, mostrando que as duas primeiras fontes de nitro

gênio orgânico se encontravam sob uma forma mais degradada e, portanto.mais 

facilrrente assimi1ãvel pelo microrganismo. 

Foi visto que bactérias, leveduras e fungos filamentosos de

gradam, isoladamente ou em associação substrato de mandioca como fonte de 

carbono e energia para o seu desenvolvimento. Entretanto, para a produção 

jndustrial de proteína, os fungos filamentosos parecem apresentar certas 

vantagens. SPICER (1971) mostra uma sêrie de vantagens dos fungos sobre os 

organismos unicelulares, tais como: 

º Os fungos possuem um melhor perfi1 proteico. Aminoácidos 
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essenciais, tais como i metionina e cistina podem estar presentes em concen 

trações maiores, acima de 4% da proteina total, cerca de duas vezes a quan

tidade nas 1eveduras ou bactérias . 

• A recuperação do micélio e muito mais fãci1 e menos dispen-

diosa. 

. Os fungos, em culturas contínuas, têm uma estrutura fi1amen 

tosa que permite seu manufaturamento como produtos alimentícios texturados 

sem necessidade de extração como no caso de outras fonnas de proteína. 

Os fungos são aceitos em muitas partes do mundo, como Ja

pao, Indonésia e outros países da Ãsia como um ingrediente bâsico da dieta 

diãri a. 

. O alto teor de ãcidos nucleicos presente nas 1eveduras 

exige um tratamento especial para reduzi-lo a níveis aceitãveis. Por outro 

lado, a baixa percentagem de aminoãcidos sulfurados nesses organismos exi

ge suplementação para obter valores bio1Õgicos satisfatórios. Nenhuma des-

sas duas 1 imitações se aplica ã proteína fungica. 

Entre os fungos filamentosos, o gênero Aspergi 11us tem sido 

usado por diversos pesquisadores para a fermentação da mandioca com bons 
-

de As-resultados. READE et a 1i i (1974) usaram um mutante não esporogenico

pergillus fumigatus por ser um organismo tolerante a altas temperaturas e 

capaz de crescer sobre amido. Por outro lado, a 1 guns re 1 atos mostram que o

gênero Fusarium se presta muito bem para a produção de proteína microbiana. 

Os próprios autores acima referidos afirmam que a linhagem de fusarium gra

minearum IMI 154209 � muito mais rica em proteina que o A. fumigatus. nao 

tendo sido usada, porem, por não crescer sobre amido. CHRISTIAS et alii
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(1�75) acharam que f.. oxysporum e f. monilifonne continham aproximadamente 

30% mais proteina e aminoãcidos totais que Aspergillus niger e a composição 

em aminoãcidos da proteina micelial foi superior a da 11British Petroleum 11lue 

ê proteína de levedura 11Tropina 11 , produzida comercialmente sobre substratos 

de hidrocarbonetos. Segundo os autores, ao contrãrio de outros relatos p� 

blicados, o Fusarium parece ser um organismo muito melhor que o Aspergil -

1us para a produção de proteina microbiana. 



4. METODOLOGIA

4 .1. Preparo do Material 

30. 

Raízes e folhas de mandioca foram fornecidas pela Estação Ex

per·imental de Piracicaba, São Paulo, sendo as raízes da variedade IAC - Vara 

(1416-67) e as folhas da variedade IAC - Jaçanã (X - 352-7) devido ã dispo

nibilidade na êpoca. As raízes foram lavadas, descascadas e passadas em 

ralador de modo a se obter finas tiras semelhantes a talharins para facili

tar a secagem. Foram pesadas, colocadas em bandejas e deixadas em estufa, 

com circulação de ar forçada a 459 C até estabilização do peso sendo, desta 

maneira, determinado o teor de umidade. As folhas foram lavadas em agua 

corrente, moídas e pesadas, separando-se metade para ser desidratada p�r 

liofilização, através do 1iofi1izador Vírtis modelo 10145 MRBA, de 1abora

tõrio, e a outra metade em estufa, a qual foi espalhada em bandejas e manti 

da em estufa a 45Q C , com circulação de ar forçada, atê estabilização do 

peso para determinação do teor de umidade. O tempo decorrido entre a co-
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lheita do materia1 e seu preparo para desidratação foi cerca de três horas. 

As tiras de raiz bem secas, folha liofilizada e folha desidratada em estufa 

foram moidas e, em seguida, passadas em peneira de 150 mesh para que se 

transformassem em põe tivessem suas fibras eliminadas. O material foi 

guardado em frascos âmbar hermeticamente fechados. Amostras de raiz foram 

tomadas para determinação de nitrogênio total pelo método Kjeldahl, a qual 

foi efetuada na Secção de Quimica Analitica do Centro de Energia Nuclear na 

Agricultura, através do Analisador Automãtico II da Technicon ; e amido pe

lo mêtodo proposto por DUBOIS et alii (1956). Amostras de folhas, alêm 

de terem sido analisadas em relação ao teor de nitrogênio total, tiveram o 

perfil de aminoãcidos determinado na Secção de Bioquimica de Plantas do Cen 

tro de Energia Nuclear na Agricultura, atrav�s do Analisador Automâtico de 

Aminoãcidos Beckman, Modelo 120 e

4.2. Escolha do Microrganismo e Determinação do pH õtimo 

Foram ensaiados três fungos (Aspergillus niger IZ-9 e Asper -

gillus wentii IZ-1625, cedidos pela Micoteca do Instituto Zimotêcnico do 

Departamento de Tecnologia Rural da Escola Superior de Agricultura "Luiz de 

Queiroz º , e Fusarium sp., isolado de raiz de mandioca com cerca de 7 dias 

ap6s ter sido colhida e deixada, acidentalmente, ao ar livre) e nove valo -

res de pH (de 1 a 9) seguindo-se o esquema fatorial. 
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O meio foi preparado com raiz e folha de mandioca desidrata

da em estufa nas quantidades suficientes para fornecerem três gramas de 

carboidrato por cento e 0,08 gramas de nitrogênio por cento, respectivame.!!_ 

te. Foi gelatinizado entre 60-70QC durante 15 minutos, resfriado em a

gua corrente e distribuído em 9 frascos de Erlenmeyer de 500 ml para ajus

tagem do pH nos valores de 1 a 9 , a qual foi feita com ãcido sulfúrico 

2N e hidróxido de sõdio 2N . Em seguida� foi distribuído em 81 frascos de 

250 ml , cada um contendo 50 ml de meio, sendo 9 repetições para cada va

lor de pH e 3 para cada fungo. A esterilização foi feita a 121QC por 15 

minutos. 

Os inõculos foram obtidos de culturas de quatro dias de ida

de desenvolvidas em meio de malte-ãgar em placas de Petri tomando-se dis

cos de 5 mm de diâmetro da periferia das colônias. 

Tendo sido feita a inoculação, os frascos foram colocados 

num agitador regulado para 120 batidas por minuto. A temperatura foi man 

tida entre 28-30QC 

Apôs quatro dias de incubação mediu-se o pH dos meios e, em 

seguida, o material foi filtrado para a determinação do peso seco, em estu 

fa atê peso constante, na temperatura de 60QC de modo a garantir que nao 

houvesse alteração no perfil de aminoãcidos (SPICER, 1971). 
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4.3. Ensaio de Métodos de Desidratação da Folha, Niveis Otimos de Fo

lha e Raiz de Mandioca para o Crescimento dos Microrganismos 

Foram testados cinco níveis de folha de modo a fornecerem 

0,04 - 0,08 - 0,12 - 0,16 e 0,20 gramas de nitrogênio por cento e quatro 

niveis de raiz correspondentes a 1 ,5 - 2 15 - 3,5 e 4,5 gramas de carboi

drato por cento, de acordo com o seguinte esquema fatorial. 

Folha 
o (O ,04) 1 (0,08) 2 (0,12) 3 (0,16) 4 (0,20) Raiz 

(1 ,5) - o 00 01 02 03 04 

( 2 ,5) - 1 10 11 12 13 14 

(3 ,5) - 2 20 21 22 23 24 

( 4 ,5) - 3 30 31 32 33 34 

Este esquema foi seguido tanto para a folha desidratada em 

estufa como para a liofilizada. 

Os meios foram preparados em frascos de Er1enmeyer de 250 ml 

onde foram gelatinizados, como descrito anteriormente. Todos tiveram o 

pH ajustado para o valor õtimo determinado no ensaio anterior. Em segui

da, foram distribuídos em 80 frascos de 250 ml,,sendo 50 ml para cada fras 

co e duas repetições para cada tratamento. A esterilização foi feita a 

121QC por 15 minutos. 

O inõculo foi obtido de maneira semelhante ao ensaio ante -

rior. 
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Os frascos foram colocados em agitador re9u1ado para 120 bati 

das por minuto. A temperatura foi mantida entre 28 e 30QC . 

Apõs quatro dias de incubação mediu-se o pH e, em seguida, o 

material foi filtrado em tela de nylon penneãve1 aos esporos, se presentes, 

e partículas residuais de folha, mas impermeãvel ao micélio, o qual foi dei 

xado desidratar em estufa a 60QC atê peso constante para determinação do 

peso seco. O material desidratado foi encaminhado ã Secção de Quimica An� 

litica do Centro de Energia Nuclear na Agricultura para determinação de ni

trogênio total pelo método Kjeldahl e conversao de proteina bruta multi

plicando-se pelo fator 6,25 {American Association of Cereal Chemists, Inc. 

1962). O materia1 referente ã melhor produção de proteína bruta foi subme 

tido ã anãlise de aminoãcidos, a qual foi realizada na Secção de Bioquimica 

de Plantas da mesma instituição.) 

4.4. Curva de Crescimento 

Tendo sido determinados o melhor microrganismo, o pH ótimo, o 

melhor método de desidratação da folha e os niveis ótimos de folha e raiz , 

foi feita a curva de crescimento dentro das condições õtimas encontradas. 

Coll'K> nos ensaios anteriores, o meio foi gelatinizado e o pH 

ajustado para o valor ótimo detenninado. Em seguida foi distribuido em 27 

frascos de Erlenmeyer de 250 ml, autoclavado a 121QC por 15 minutos, inocu

lado e mantido em agitador regulado para 120 batidas por minuto. Atempe

ratura ficou entre 28-30QC 
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As determinações do pH final, peso seco e proteina bruta fo

ram feitas tomando-se três amostras em intervalos de 12 horas num periodo 

de 12 a 120 horas, tendo a anãlise estatistica seguido o delineamento de 

experimentos inteiramente casualizados. 

4.5. Determinação de Af1atoxina 

Foi pesquisada a presença de aflatoxina em micêlio de Asper

gillus niger IZ-9 cultivado em raiz e folha de mandioca desidratada em 

estufa, pelo m�todo proposto por PONS et alii (1966) modificado por FONSE

CA (1977), segundo comunicação pessoal, em que o pigmento verde ê extraído 

com éter de petrõ1eo. 

4.6. Anãlise Estatística 

Na anãlise de vari�ncia foi feito o teste F para se verifi 

car a significância da ação dos tratamentos sobre a produção de biomassa e 

proteTna, assim como das interações e suas decomposições. Pela anãlise 

de regressão foram encontradas as equações que melhor se adaptam aos dados 

observados em cada caso (GOMES, 1973). A comparação das m�dias foi feita 

pelo teste de Student-Newman-Keuls (STEEL e TORRIE, 1960). 
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5. RESULTADOS

5.1. Anâ1ises Quimicas em Raiz e Folha de Mandioca 

As análises de nitrogênio nas amostras de fo1ha e raiz de man 

dioca, variedades IAC-Jaçanã (x - 352-7) e IAC-Yara (1416-67), respectiva -

mente, passadas em peneira de 150 mesh, mostraram que a folha desidratada 

em estufa possuía 3,90% de nitrogênio, a folha liofilizada 4,06% e a raiz 

0,23% , que correspondem a 24,38% , 25,38% e l ,44% de proteína bruta (N x 

6,25) , respectivamente. 

cou em torno de 100% 

ca de 70% 

O teor de amido da raiz, apõs a peneiragem, fi 

A umidade, tando das folhas como da raiz, foi cer-

A análise de aminoácidos nas folhas (Tabela 1) revelou que o 

método de desidratação não alterou a qualidade proteica, exceto em relação 

ã treonina que sofreu uma redução de 36,79% no processo de desidratação em 

estufa quando comparado com a liofilização. As maiores concentrações fo -

ram observadas em ãcido glutâmico, seguindo-se ãci aspãrtico e leucina. 

Em comparação com o padrão de aminoãcidos da FAO, a folha de mandioca apre

senta-se deficiente apenas em metionina. Triptofano não foi analisado, p� 

rém ROGERS e MILNER (1963) e ADRIAN et alii (1969) encontraram que este ami 

noãcido estã presente na folha de mandioca em quantidade adequada . 
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Tabela l. Teor de Aminoãcidos da Folha de Mandioca Variedade IAC - Jaça

na (x - 352-7) Após Passagem em Peneira de 150 mesh 

Aminoãcido 

li sina 

Histidina 

Arginina 

Ãcido aspãrtico 

Treonina 

Serina 

Ãcido glutâmico 

Prolina 

Gl icina 

Alanina 

Cistina 

Vali na 

Metioni na 

lsoleucina 

Leucina 

Tirosina 

Fenila1anina 

Triptofano 

Soma total 

- Tri ptof ano

Folha Desidratada em 
Estufa (g/100 g pro

teina) 
-

Totais 

4,28 

1.63 

4,41 

8,07 

2,68 

2,65 

1 O, 18 

3,74 

4 ,81 

5,25 

4,70 

0,38 

4,03 

7,58 

3,40 

4, 18 

NAª

71,97 

Essenciais 

4,28 

2,68 

4,70 

0,38 

4,03 

7,58 

3,40 

4, 18 

NA
ª

31,23 

a - Não analisado. 

Folha Liofilizada 
(g/100 g proteí

na) 

Totais Essenciais 

4,53 

l ,69

4,35 

8,38 

4,24 

2�20 

11 ,25 

3,67 

4,62 

4 ,91 

5' 1l 

0,47 

3,99 

7,57 

3,07 

4,22 

NA
ª

74,27 

4,53 

4,24 

5, 11 

0,47 

3,99 
7,57 

3,07 

4,22 

NA
ª

33,20 

Ami noãci dos 

essenciais 

(FAO) 

4,2 

2,8 

2,0 

4,2 

2,2 

4 1>2 

4,8 

2,8 

2,8 

1 ,4 

31 ,4 
30,0 
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5.2. Escolha do Microrganismo e Determinação do pH Otimo 

Apôs a autoclavagem dos meios de cultura foram observadas 

algumas alterações em relação ã cor e viscosidade. Assim, em pH 1 a cor 

passou de verde (dada pela folha) a vinho-tinto, em pH 2 a vermelho claro e 

em pH 8 e 9 vermelho-amarronzado. Na faixa de pH de 3 a 7 nao foi observa

da nenhuma mudança na coloração. A viscosidade foi aumentando gradativa

mente a medida que o pH crescia, ficando o meio completamente liquido em pH 

l e 2 e pastoso em pH 8 e 9.

Apôs quatro dias de incubação novas modificações foram ob-

servadas. Todos os meios apresentaram-se igualmente fluidos, porém, dife

rentes graus de turvação e coloração foram observados. Para o Fusarium sp  

em  pH l o meio ficou amarelo avermelhado, em µH 2 e 3 amare1o claro e nos 

demais a cor foi tendendo gradativamente para vermelho-amarronzado ã medi

da que o pH se tornava a 1 ca 1 i no. Quanto ã turvação, em pH 1 e 2 os meios 

apresentaram-se límpidos, em pH3mostraram uma forte turvação e nos demais 

uma ligeira turvação. Para o�. nige..:: IZ-9 em pH l ,5 e 6 o meio ficou ama

relo avermelhado e nos demais amarelo claro; foi observada uma forte turva

ção em todos os valores de pH, exceto no pH l, onde o meio ficou límpido. 

Para o!::._. Wentii IZ-1625 em pH 2, o meio apresentou-se amarelo claro com 

forte turvação e os demais mostraram pigmentação vermelha, que foi aumen-

tando de intensidade gradativamente ã medida que o pH crescia, e uma ligei

ra turvação. 

Em relação ã produção de biomassa,!::._. niger IZ-9 e A. Wentii 

IZ-1625 começaram a apresentar crescimento a partir do pH 2, enquanto que o 

Fusarium sp.apenas a partir do pH 3. Por este motivo, os tratamentos com 

os valores de pH 1 e 2 foram desprezados da anãlise estatfstica reduzindo, 
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assim o fatorial para 7 (valores de pH) x 3 (fungos). Os resultados foram 

tomados em relação ao peso seco expresso em gramas por litro {Tabela 2). 

Tabela 2. Produção de Biomassa, Expressa em Peso Seco (gramas/1itro},por 

Fusarium sp, Asper9illus � IZ-9 e Aspergi11us wentii IZ-1625 

em Meio de Raiz e Folha de Mandioca (Desidratada em Estufa) na 

Faixa de pH de 1 a 9 e Determinação do pH Final do Meio (Médias 

de três repetições) . 

pH Fusarium sp A. ni ger I Z-9 A. wentii IZ-1625

Inicial pH Peso Seco pH Peso Seco pH Peso Seco 
Fina 1 ( g/1) Final ( g/1) Final ( g/1) 

1 l ,3 º ·ºº l , 4 0,00 l , 3 0,00 

2 1 , 7 º ·ºº 1 • 8 7 ,98 l ,8 4,04 

3 4. 1 13,55 3,7 15,16 4,2 12, 18 

4 6,2 11 ,29 4,6 8,62 5,5 4,00 

5 6,8 10,47 5. l 7, 35 5,5 5,75 

6 7,0 12, 75 6,7 5,47 5,7 4,48 

7 7. l 13,82 3,7 13 ,34 5,8 5 ,32 

8 7,3 11, 19 3,6 13 ,24 5,8 6,99 

9 7,3 l l ,69 3,7 13 ,34 6,2 7,01 
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A anãlise de variância (Tabela 3) revelou diferença altamente 

significativa a nive1 de 1% de probabilidade entre os tratamentos emprega

dos, tendo tanto os fungos, pelo menos um deles, como o pH, pelo menos um 

dos valores, dado uma contribuição altamente significativa a nive1 de 1% de 

probabilidade para a variação na produção de peso seco. Também a intera

ção fungos x pH apresentou diferença altamente significativa a nível de 1%, 

indicando que a variação ocorrida não foi causada pela ação isolada dos 

fungos ou pH, mas por uma açao conjunta dos dois fatores, ou seja, pelo me-

nos um dos fungos se comportou de maneira distinta dos demais em 

aos valores de pH testados. 

re 1 ação 

Tabela 3. Anâlise de Variância Referente ã Produção de Biomassa (Peso Seco 

Causas de 

Fungos 

pH 

em gramas/litro) por Fusarium sp, Aspergi11us niger IZ-9 e 

Aspergillus wentii IZ-1625 na Faixa de pH de 3 a 9 

Variação G. L. S.Q. Q.M. F. 

2 362 ,51 181 ,25 60,82 ** 

6 261,26 43,54 14 ,61 ** 

Int. Fungos x pH 12 151 ,39 12,62 4,23 ** 

{Tratamentos) (20) ( 775, 16) (38,76) (13,01 ** ) 

Residuo 42 125,01 2,98 

Total 62 900, l7

** - Significativo p 2- 0,01 C.V. = 18% 
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A decomposição da interação pH/fungos (Tabela 4) mostrou que 

A. ni9!!r IZ-9 e�. wentii IZ-1625 responderam aos valores de pH analisados

com uma diferença altamente significativa a nível de 1% de probabilidade, 

enquanto que o Fusarium sp. não apresentou nenhuma variação significativa. 

Tabela 4. Decomposição da Interação Fungos x pH Referente ã Produção de 

Biomassa (Peso Seco em gramas/litro} por Fusarium sp., �. niger 

IZ-9 e A. wentii IZ-1625 na Faixa de pH de 3 a 9. 

Causa de Variação G. L. s. Q. Q. M. F 

Int. Fungos x pH 12 151,39 12,62 4,23 **

pH / Fusarium 6 29,32 4,89 1 ,64 NS 
pH / � niger 6 248,35 41,39 13,89 **

pH / fl:. Wénti i 6 134 ,98 22,50 7,55 **

Residuo 42 125 ,01 2,98 

NS - Não Significativo
** 

- Significativo p.::. 0,01

Através da comparação das médias pe1o teste de Student -

Newman - Keuls (Tabela 5), observou-se que os melhores resultados obtidos 

foram produzidos pelo�. niger IZ-9, nos valores de pH 3,7,8 e 9; Fusarium 

sp em todos os valores de pH ana1isados; e�- wentii IZ-1625 no pH 3, nao 

tendo havido diferença significativa entre esses tratamentos. Todos os de

mais tratamentos apresentaram diferença altamente significativa a nível de 

1% de probauilidade quando comparados com a melhor média obtida. Em rela -

ção ao melhor resultado do A. wentii as produções obtidas por este fungo 
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Tabela 5. Teste de Student - Newman - Keuls para Comparação das Médias de 

Produção de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) Dadas por Fusa

rium sp, Aspergillus niger IZ-9 e Aspergillus wentii IZ-1625 na 

Faixa de pH de 3 a 9. 

Médias de 
Fungo pH Peso Seco

(g/1) 

A. wenti i IZ1625 4 4,00 
A. wentii IZ1625 6 4,48 
A. wentii IZ1625 7 5 ,32 -
12· niger IZ9 6 5,47 
A. wentii IZ1625 5 5, 77 

A. wenti i IZ1625 8 6,99 
A. wenti i IZ1625 9 7 ,01 
A. ni ger IZ9 5 7,35 
A. niger IZ9 4 8,62 
Fusarium sp. 5 10 ,47 
Fusarium sp. 8 11, 19 
Fusarium sp. 4 11 ,29 
Fusarium sp. 9 11 ,69 
A. wentii IZ1625 3 12, 18 

Fusa ri um sp. 6 12, 75 
12· niger IZ9 8 13 ,24 
t· ni ger 129 7 e 9 13 ,34 
Fusarium sp. 3 13,55 
Fusarium sp. 7 13 ,82 
A. niger IZ9 3 15,16 

NS - Não Significativo 
* - Significativo p < 0,05 
** - Significativo p < 0,01 

Valores do Teste Va 1 ores do Teste 
de Student de Student 
Newman - Keuls Newman - Keuls
Para a Média 15,16 Para a Média 12 , 18 

11 , 16 ** 8,18 ** 
lO ,68 ** 7,70 ** 
9,48 ** 6 ,86 ** 
9,69 ** 6, 71 ** 
9 ,39 ** 6 ,41 ** 
8,17 ** 5, 19 * 
8, 15 ** 5,17 * 
7,81 ** 4,83 * 
6,54 ** 3 ,56 NS 

4,69 NS 
3,97 NS 

3,87 NS 
3,47 NS 

2,98 NS 
2,41 NS 
l ,92 NS
l ,82 NS

1 ,61 NS
1 ,34 NS
0,00 NS
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em pH 8 e 9 e pelo A· ni ger em pH 5 diferiram si gnifi cativamente a ní ve 1 de 

5%  de probabilidade. As produções resultantes do�. wentii em todos os ou

tros valores de pH diferiram a nível de 1% de probabilidade e quanto aos 

demais tratamentos não houve diferença. 

Como o Fusarium sp. revelou ser õtimo produtor de biomassa 

numa ampla faixa de pH (de 3 a 9) foi escolhido para este trabalho, sendo 

utilizado, nos testes subsequentes, o pH 3, uma vez que neste valor de pH

os problemas de contaminação são miminizados. 

No entanto, o�- niger IZ-9 também apresentou uma ótima pro

dução de biomassa e antes de decidir descartã-lo ou não uma anã1ise mais 

detalhada se fêz necessãria. Tendo este fungo se desenvolvido em pH 2, o 

que também ocorreu com o�. wentii IZ-1625, nova anãlise foi feita incluin

do-se o pH 2 e tomando-se os resu1tados apenas destes dois fungos {Fatorial 

8 X 2). 

Esta nova anãlise (Tabela 6) mostrou diferença altamente sig

nificativa, a nível de 1% de probabilidade, entre os tratamentos, sendo 

tanto o pH como os fungos responsãveis por esta variação. A interação pH 

x fungos também foi altamente significativa a nível de 1% de probabilidade 

indicando que os dois fatores não agiram isoladamente na variação de produ

ção de biomassa. 
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Tabela 6. Anãlise de Variância Referente ã Produção de Biomassa (Peso Seco 

IZ-9 e Aspergillus wentii 

I 1625 na xa pH 2 a 9. 

Causas de Variação G. L. S.Q. Q.M. F. 

Fungos 225,90 225,90 89,29 **

pH 7 359,70 51 ,39 20, 31 ** 

Int. Fungos x pH 7 62 ,86 8,98 3,55 **

(Tratamentos) (15) (648,46) (43,23) ( l 7 ,09 **)

Resíduo 32 80,96 2 ,53 

Total 47 729 ,42 

** - Si gni fi cativo p 2. 0,01 C. V. =, 19% 

A decomposição da interação Fungos x pH (Tabela 7), revelou 

que tanto o�- niger IZ-9, como o A. wentii I 1625 reagiram aos valores 

de pH analisados CJm uma ferença altamente significativa, a nível de 1% 

de probabilidade, em ambos os casos. 

Comparando-se as médias pelo teste de Student - Newman - Keuls 

(Tabela 8), ve ficou-se que no pH 2 tanto o�. niger IZ-9, como o�. wentii 

IZ-1625 tiveram baixa produção com uma diferença altamente significativa 

em re1ação ã maior media obti Os melhores resultados foram produzidos 

pelo�- niger IZ-9 em pH 3, 7, 8 e 9 e pelo�- wentii em pH 3, não tendo 

havido diferença significativa entre esses tratamentos. 



Tabela 7. 

Causas de 
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da Interação Fungos x pH Referente ã Produção de 

Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por f:_. niger IZ-9 e A. 

wentii I 1625 na 

Variação 

xa de pH de 2 a 9. 

G. L. S.Q. Q.M. F. 

Int. Fungos x pH 7 62 8,98 3,55 **

pH/A, ni g_er 7 271,26 38,75 15 ,32 **

pH/�· i 7 151,31 21,62 8,54 **

Resíduo 32 80,96 2 ,53 

** - Si gni fi cativo p 2. 0,01 

O pH nal foi determinado (Tabela 2) e verificou-se que em 

pH de 3 a 6, o arium sp. apresentou uma elevação no pH final e em 8 e .9 

um decréscimo. O f:_. niger em pH de 3 a 6 mostrou um ligeiro aumento 

e em 7, 8 e 9 uma brusca queda no valor de pH. Finalmente, o A wentii IZ -

1625 aumentou em 3, 4 e 5 e baixou em 6, 7, 8 e 9, sendo, porem, esta queda 

menos acentuada que a produzida pelo f:_. niger IZ-9. Isto pode ser também 

indicado pela decomposição da interação (Tabela 7), onde observa-se que a 

interação do pH inicial com o f:_. niger IZ-9 foi maior do que com o A. 

wentii IZ-1625. 

Assim, em relação ao pH ini al, ficou definido para o A. 

niger IZ-9, nas condições utilizadas. um pico de produção de biomassa em pH 

ãcido (pH 3} e outro em pH neutro a alcalino (pH 7, 8 e 9). Entretanto, 

tomando-se em consideração o pH final (Tabela 2), observa-se que ambos os 

picos ocorreram quando este se situava em torno de 3,7. Para o A. wentii 

I 1625 a melhor produção atingi em pH 3. 
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Tabela 8. Teste de Student - Newman - Keuls para Comparação das Médias de 

Produção de Biomassa {Peso Seco em gramas/litro) Dadas por As

ergi11u.s niger IZ-9 e Aspergillus wentii IZ-1625 na Faixa de pH 

de 2 a 9. 

Fungos 
Medias de 

pH 
Peso Seco 

( g/1) 

A. wentii IZ-1625 4 4,00 

A. wentii IZ-1625 2 4,04 

A. wentii IZ-1625 6 4,48 

A. wentii IZ-1625 7 5,32 

A. :ii ger IZ-9 6 5,47 

A. wentii IZ-1625 5 5,75 

A. wentii IZ-1625 8 6,99 

A. wenti i IZ-1625 9 7,01 

A. ni ger IZ-9 5 7,35 

A. niger IZ-9 2 7,98 

A. ni ger IZ-9 4 8,62 

A. wentii IZ-1625 3 12, 18 

A. niger IZ-9 8 13 ,24 

A. niger IZ-9 7 e 9 13,34 

A. niger IZ-9 3 15, 16 

NS - Não Significativo 
** - Significativo p � 0,05 

* - Significativo p � 0,01

Valores do Teste Valores do Teste 

de Student de Student 

Newman - Keuls Newman - Keu1s 

Para a Med i a l 5 ,l 6 Para a Mêd i a 12 , 18 

12, 13 ** 8,89 **

12,09 ** 8,85 **

11,61 ** 8,37 **

10, 70 ** 7,46 **

10,53 ** 7,29 **

10,23 ** 6,99 **

8,88 ** 5,64 *

8,86 ** 5,62 *

8,49 ** 5 ,25 *

7,80 ** 4,57 *

7. 1l ** 3,87 *

3,24 NS 

2,09 NS 

1,98 NS 
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Embora no pH 3 o�. wentii IZ-1625 não tinha diferido signi

ficativamente da maior produção dada pelo A· niger IZ-9, comparando-se em 

termos gerais observa-se que o último foi muito melhor produtor de biomassa 

que o primeiro. Desta maneira, o �.nig r IZ-9 foi também selecionado para 

este trabalho, tendo sido escolhido o pH 3 para os testes subsequentes pela 

mesma razão que para o Fusarium sp. 
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5.3. Ensaio de Dois Métodos de Desidratação da Folha (Em Estufa a 

45QC e Por Liofilização), Quatro Niveis de Raiz e Cinco de Folha 

de Mandioca para o Crescimento de Fusarium sp. 

Os resultados deste ensaio, tomados em relação ã produção de 

biomassa, expressa em gramas de peso seco por litro de meio, estão apresen

tados na tabela 9. 

Tabela 9. Produção de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Fusarium 

sp. em Meio de Mandioca, Sendo Quatro Niveis de Raiz e Cinco de 

Folhas Desidratada em Estufa e Liofilizada. {Médias de Duas Re 

peti �ões). 

Fo F1 F2 F3 F4 

E Ro 4 ,36 4 ,57 6,39 7,74 3, 78 

R1 4,48 6, 11 7,02 l ,93 0,90 

R2 3,16 1, 78 1 ,22 7,33 4,51 

R3 9,83 10,86 4,85 16,61 0,03 

L Ro 2,83 6 ,84 7,60 14, 22 23,55 

R1 4 ,20 1 ,63 9 ,36 9, 26 0,86 

R2 5,16 2,30 0,05 O, 14 0,12 

R3 4,50 7.40 0,03 0,12 0,29 

E - Método de Desidratação da Folha em Estufa

L - Metodo de Desidratação da Folha por Liofilização

Ro----P3 - Níveis de Raiz ( 1 ,5 - 2,5 - 3,5 e 4,5 gramas de carboidrato por 

cento 

Fo----F4 - Níveis de Folha (0,04 - 0,08 - 0,12 - 0,16 e 0,20 gramas de ni-

trogênio por cento). 
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A anã1ise de variância (Tabela 10) revelou que o fungo respo.!!_ 

deu aos diferentes niveis tanto de folha como de raiz e que não houve dife

rença estatística entre os métodos de desidratação da folha empregados, po

rém em combinação destes tanto com níveis de raiz como de folha houve um e

feito interativo,indicando que o fungo se comporta de maneira distinta em 

relação aos métodos de desidràtação dentro dos diferentes níveis de folha e 

raiz. A análise mostrou também que, pelo menos, uma combinação de nível de 

folha com nivel de raiz difere das demais e, ainda, pelo menos, uma combina 

ção dos três fatores, níveis de folha, níveis de raiz e métodos de desidra

tação, difere da� demais. 

Tabela 10. Anãlise de Variância Referente ã Produção de Biomassa (Peso Se
co em gramas/litro) por Fusarium sp em Raiz e Folha de Mandioca 
Onde Foram Testados Dois Métodos de Desidratação da Folha (MD)� 
Quatro Níveis de Raiz (R) e Cinco de Folha (F). 

Causa de Variação G.L. S.Q. 

MO 1 2 ,45 
F 4 85, 19 
R 3 325,37 
MO x F 4 97 ,41 

MD x R 3 360,51 
F X R 12 5 73,84 
MD X F X R 12 472 ,96 

(Tratamentos) ( 39 ) ( 1917,73) 

Resíduo 40 128 ,98 

Total 79 2046, 71 

NS - Não significativo 
** - Significativo p 2 O ,Ol 

Q.M.

2,45 
21, 30 

108,46 
24,35 

120,17 

47,82 
39,41 

( 49, 17 ) 
3,22 

25,91 

C . V . = 34 , 51% 

F. 

o, 76 NS 
6,61 ** 

33,68 ** 

7,56 **

37 ,32 **

13 ,30 **

12,24 **

( 15, 27 **)
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A decomposição das interações duplas e tripla está apresen

tada na tabela 11. Para métodos de desidratação x níveis de folha obser

vou-se que o fungo respondeu aos diferentes níveis de folha apenas em rela

ção ao método de desidratação em estufa, enquanto que para métodos de desi

dratação x níveis de raiz o fungo respondeu aos níveis de raiz em relação 

aos dois métodos. A decompostção da interação tripla mostrou que apenas os 

componentes níveis de folha dentro do método de desidratação em estufa em 

relação ao nível zero de raiz e níveis de raiz dentro de método de desidra

tação por 1iofi1i em relação ao nível zero de folha, não mostraram di

ferenças significativas. 

Para os componentes da interação tripla que apresentaram di

ferença significativa foram feitas as anãlises de regressão, estando as 

equaçoes de regressao que melhor estimam a produção de biomassa pelo fungo 

contidas na tabela 12 e as respectivas curvas nas figuras 1 ,2,3 e 4. 

A comparação das médias pelo teste: de Student-Newman - Keu1s 

(Tabela 13) mostrou que houve diferença altamente significativa a nível de 

1% de probabilidade entre as duas maiores médias obtidas, indicando a pro

dução com o método de desidratação da folha por liofilização nos níveis ze

ro de raiz, fornecendo l ,5 gramas de carboidrato por cento, e quatro de fo-

1 ha, fornecendo, 0,20 9ran1-ª�de nitrogênio por cento, como sendo a melhor. 

Tomando-se a maior média produzida com o método de desidratação em estufa 

com a sua imediatamente inferior, verificou-se que diferem entre si a nível 

de 1% de probabilidade, indicando que para este método a melhor produção 

foi obtida nos níveis três de raiz, correspondente a 4,5 gramas de carboi -

drato por cento, e três de folha, correspondente a 0,16�tramasde nitrogênio 

por cento. 
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Tabela 11. Decomposição das interações MD x F, MD x R e MD x F x R Relati

vas ã Anãlise de Variância Apresentada na Tabela 10. 

Causa de Variação G.L. S.Q. Q.M. F. 

MD x F 4 9 7, 41 24 ,35 7,56 ** 

F/MD-E 4 152 ,49 38, 12 11 ,84 ** 

F/MD-L 4 30, 11 7,53 2,34 NS 

MD x R 3 360 ,51 120, 17 37 ,32 ** 

R/MD-E 3 141 ,85 47,28 14,68 ** 

R/MD-L 3 544,03 l 81 , 34 56,32 ** 

MD X F X R 12 472,96 39 ,41 12,24 ** 

F/MD-E. Ro 4 21 , 73 5,43 1 ,69 NS 

F/MD-E. R1 4 55 ,26 13 ,82 4,29 ** 

F/MD-E. R2 4 47 ,85 11 ,96 3,72 *

F/MO-E. R3 4 316, 38 79 ,09 24,56 ** 

F/MD-E. Ro 4 526, 72 131,68 40 ,89 ** 

F/MD-E. R1 4 132 ,46 33, 12 10 ,28 ** 

F/MD-E. R2 4 39, 74 9,94 3,09 * 
F/MD-E. R3 4 89 ,26 22 ,31 6,93 **

F/MD-E. Fo 3 53, 14 l 7, 71 5,50 **

F/MD-E. F1 3 86, 76 28,92 8,98 ** 
F/MD-E. F2 3 40 ,54 13 ,51 4,20 * 
F/MD-E. F3 3 221 , 82 73,94 22 ,96 ** 
F/MD-E. F4 3 28,33 9,44 2 ,93 *
F/MO-E. Fo 3 5, 75 1 ,92 0,60 NS 
F/MD-E. F1 3 53,85 17,95 5,57 ** 
F /MO-E. F2 3 145,55 48,52 15,07 ** 
F/MD-E. F3 3 294, 30 98, 10 30,47 ** 
F/MD-E. F4 3 802 ,64 267 ,55 83,09 ** 

Residuo 40 128 ,98 3,22 

NS - Não significativo 

* - Significativo p � 0,05

** - Significativo p � 0,01 
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1a 12. Eq ressao que lhor timam a Produção de Biomassa 

. Relativas ãs Decomposições da Interação Tripla 

que Apresentaram Diferenças Signi ca vas (Tabela 11). 

Decomposições Equações de Regressão 

F/MD-E� R1 
A 

4,73872 + 2,09456x - 0,80 4x 2 
y :::: 

F/MO-E, R2 
A 

3, 16001 + 5,53875x - 12 ,37231x2 6 ,34876x 3 - 0,89521x 4 

y
::: + 

F /MO-E. R3 
A 

y :;;: 9,83006 + 30 ,56494x - 48,45375x2 + 21 ,87500x 3 - 2,95625x4 

F /MD-L., Ro 
A 

y ::: 3,600 + O, 16956x + l, 17786x2 

F /DM-L,. R1 
A 

3,94814 - 7 ,66928x + 7 ,9085 7x2 - l,55000x 3 

y :::: 

F /MD-L. R2
A 

3,99900 - 1 ,22400x y
= 

F /MO-L. R3 
A 

4,50002 + 20,195 78x - 25 ,4 7535x 2 9,21914x 3 - l,04458x4 

y
= + 

R/MD-E, Fo 
A 

4,826 75 - 3,39825x + l,63125x2 

y :: 

R/MD-E. F1 
A 

12 ,56 752x 2 + 3 ,2116 7x 3y = 4,56500 + 10 ,89585x -

R/MD-E. F2 
A 

6,39000 + 9, 12250x '. l ,14000x2 + 2 ,64250x 3 

y
= 

R/MD-E. F3 
A 

7,37275 - 8, 11975x + 3, 77375x2 

y = 

R/MD-E. Fi, y
= 3,78000 - 10,97750x + l0,52500x2 

- 2 ,42750x 3 

R/MO-L. F1 
A 

6, 76 7, 49525x + 2 ,5 7625x2 
y

::::: -

R/MD-L. F2 
A 

7,60000 + 14,07415x - 15 ,71249x 2 + 3,39333x 3 
y :::: 

R/MD-L. F3 
A 

14,22000 + l,53835x - 8,70752x2 + 2 ,20917x 3 

y = 

R/MD-1 • F4 y = 23,54500 - 40,66165x + 21 ,47999x 2 
- 3 ,50333x 3 

Fo - Níveis de Folha

Ro R3 - Níveis de Raiz 

MO-E - Método de desidratação da fo 1 ha em estufa

MD-L Metodo de desidratação .J .� 

uct folha por liofolização 
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Figural. Produção de Biomassa por Fusarium sp.nos níveis 1( .... ), 2(-·-·-) 
e 3(----) de Raiz, Respectivamente, 2,5-3,5 e 4,5g% de Carboidra
to, em Função dos Níveis 0-1-2-3 e 4 de Folha Desidratada em Es
tufa, Respectivamente, 0,04-0,08-0,12-0,16 e 0,20g% de Nitrogênio 

Peso 18,0 
Seco 
(g/l) 17 ·º

16,0 

I \ 

15,0 
1 ' 
1 

14 ·º

13 ·º 
1 

l 

l 

1 

12 ,o 
1 

11,0 

10 ·º 

9,0 

8,0 

7,0 

6,0 

d 

5,0 ' 
. 

4,0 
\ 

3,0 
\ 

2,0 

l ,O

o 

\ 
1 
1 

\ 
1 
\ 
l 

1 
i 
\ 

\ 
\ 
1 

\ 

,r, ,,  & ,t -\ ;; ,r" 
"' g 

' $ � 

\ 

\ 

\ 
- .; 

\ 

\ 

. _. 

l 

I 

I í 
1 

1 
1 \ 

1 1 
1 \ 
1 ! 

J l 
1 

1 

i 

1 

/ 

j 

,,.. , 

1 
\ 

i 
\ 

j I • 1

1 I 
I_ 1 

1 \ 1 
•I

j 

�! 

I 
• 1. 

1; 
t 

. !, 
1 !\ 

1 

<)t 
1, 
1l 

. 
1 

I 

I 

I 

f 

•• 1 
.,

N1veis de Folha 



54. 

figura 2. Produção de Biomassa por Fusarium sp.nos Nfveis 0(-), 1( .... ). 
2(-·-·-) e 3(----} de Raiz, Respectivamente� 1�5-2,5-3,5-4,5 g% 
de Carboidrato� em Função dos Níveis 0-1-2-3 e 4 de Folha liofi

lizada, Respectivamente, 0,04-0,08-0,12-0,16 e 0,20g% de Nitro -
gênio. 
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Figura 3. Produção de Biomassa por Fusariurn sp.nos Niveis 0(-), 1( .... ), 
2{=••·-). 3(----} e 4(-x-x-) de F-01ha Desidratada em Estufa, Res
pectivamente, 0,04-0,08-0,12-0.16 e 0,209% de Nitrogênio, em Fun
ção dos Níveis 0-1-2 e 3 de Raiz, Respectivamente, l ,5-2,5-3,5 e 
4,5g% Carboidrato. 
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Figura 4. Produção de Biomassa por Fusarium sp.nos Níveis 1( .... ), 2(-·-·-), 
3( ----) e 4( -x-x-} de Folha Liofilizada, Respectivamente, O ,08-
0, 12-0, 16 e 0,20g% de Nitrogênio, em Função dos Niveis 0-1-2 e 3 
de Raiz, Respectivamente, l ,5 ,5-3,5 e 4,5g% de Carboidrato. 
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Tabela 13. Teste de Student - Newman - Keuls para Comparação das Medias de 

Produção de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Fusarium 

sp. em Raiz e Folha de Mandioca Onde Foram Testados Dois Méto

dos de Desidratação da , Quatro Níveis de Raiz e Cinco de 

Folha. 

Va 1 ores do Teste Valores do Teste 

de Student de Student 

Tratamentos Médias Newman - Keuls Newman - Keuls 

para a Média 23 ,55 para a Média 16,61 

E-R3 Fi+ ::: l-R 3 Fe. 0,03 18,52 ** 13,06 **

l-R 2 F2 0,05 18 ,50 ** 13,04 **

l-R 3 
F3 ::: l-R2 Fi1 O, 12 18,45 ** 12,98 **

l-R 3 F3 O, 14 18,43 ** 12,97 **

l-R 3
Fi+ 0,29 18 ,31 ** 12 ,85 **

l-R 1
F

1; 0,86 17 ,87 ** 12,40 **

E-R 1 
F4 0,90 17 ,83 ** 12,37 **

E-R 2 F2 1 ,22 17 ,58 ** 12, 12 **

l-R 1 F1 1,63 17 ,26 ** 11 ,80 **

E-R 2
F1 l J8 l 7, 14 ** 11 ,68 **

E-R 1 
F3 1 ,93 17 ,02 ** 11 ,56 **

l-R 2
F1 2,30 16, 73 ** 11 ,27 **

L-R0 Fo 2,83 16, 31 ** 10 ,85 **

E-R2 
Fo 3, 16 16,06 ** 10 ,59 **

E-R0 Fi+ 3,78 15 ,5 7 ** lO, 10 **

- Continua -
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- Continuação -

Valores do Teste Valores do Teste 

de Student de Student 

Tratamentos t-€dias 
Newman Keuls Newman Keuls -

-

para a �dia 23,55 para a Mêdi a 16 ,61 

L-R1 Fo 4,20 15 ,24 ** 9,77 
** 

E-Ro Fo 4,36 15, 11 ** 9,65 ** 

E-Ri Fo 4,48 15,02 ** 9,55 **

L-R3 Fo 4,50 15,00 ** 9,54 **

E-R2 t4 4,51 14 ,99 ** 9 ,53 **

E-Re F1 4 ,57 14,94 ** 9,48 **

E-R3 F2 4,85 14, 72 ** 9,26 **

L-Ri Fo 5, 16 14,48 ** 9,02 **

E-R1 F1 6, 11 13,73 ** 8,27 **

E-Ro F2 6 ,39 13 ,51 ** 8,05 **

l-Ro F1 6,84 13, 16 ** 7,69 **

E-R1 F2 7,02 13,02 ** 7,55 **

E-R2 F3 7,33 12, 77 ** 7,31 ** 

L-R3 F1 7,40 12. 72 ** 7,25 **

l-Ro F2 7,60 12 ,56 ** 7,09 **

E-R0 F3 7,74 12,45 ** 6,98 **

L-R1 F3 9,26 11 ,25 ** 5, 79 
**

L-R1 F2 9 ,36 11, 17 ** 5, 71 ** 

E-R3 Fo 9,83 10,80 ** 5,34 **

E-Rs F1 10,86 9,99 ** 4 ,53 **

L-R0 F3 14,22 7 ,35 ** 1,88 NS 

- Continua -



Tratamentos Médias 

16 ,61 

- Continuação -

Valores do Teste 

de Student 

Newman - Keuls 

para a Média 23,55 

5,46 **

E - Método de Desidratação da Folha em Estufa

59. 

Valores do Teste 

de Student 

Newman - Keuls 

para a Média 16,61 

L - Método de Desidratação da Folha por Liofilização

Ro ---- R3 - Níveis de Raiz (1 ,5 - 2,5 - 3,5 e 4,5 gramas de Carboidrato

por Cento). 

Fo ---- f4 - Níveis de Folha (0,04 - 0,08 - 0,12 - 0,16 e 0,20 gramas de

Nitrogênio por Cento).

NS - Não Significativo

** - Significativo p .::_ 0,01
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As variações no pH fina1 dos meios, apos quatro dias de incu

bação, estão apresentadas na tabe1a 14. A estimativa da media quando foi 

usado o mêtodo de desidratação da folha em estufa foi 3,37 e, no caso da 

desidratação por liofilização, 3,35, sendo os desvios padrão 0,056 e 0,058, 

respectivamente. 

Tabela 14. Valores do pH Final do Meio de Raiz e Folha de Mandioca Onde 

Foram Testados Dois Métodos de Desidratação da Folha, Quatro 

Níveis de Raiz e Cinco de Fo1ha para a Produção de Biomassa por 

Fusarium sp. (Medias de duas repetições). 

Fo F1 F2 F3 F4 

E Ro 3,5 3,4 3,4 3,5 3,3 

R1 3,4 3,3 3,3 3, l 3, l 

R2 3, l 3,0 3,2 3,4 3,2 

R3 4 ,6 3,8 3,4 3,6 3, l 

L Ro 3,6 3,8 3,6 3,7 4,3 

R1 3,8 3,0 3,5 3,4 3, 1 

R2 3,5 3, 1 2 ,9 3. l 3, 1 

R3 3,3 3,5 2 ,9 3,0 3� 1 

E - Método de Desidratação da folha em Estufa 

L - Metodo de Desidratação da folha por Liofilização 

Ro- R3 - Ni veis de Raiz (0,5-2,5-3,5 e 4,5 g% de Carboidrato) 

fo- f4 - Ni veis de Folha (0,04··0,08-0,12-0,16 e 0,20 g% de Nitrogênio) 



61. 

Com a melhor produção de biomassa obtida com a folha liofi

lizada ocorreu nos limites inferior de concentração de raiz e superior de 

folha foi feito um outro ensaio abrangendo concentrações de raiz de modo a 

fornecerem 0,5 - 1,0 - 1,5 e 2,0 gramas de carboidrato por cento e de folha 

para fornecerem 0,16 - 0,20 - 0,24 - 0,28 e 0,32 gramas de nitrogênio por 

cento. Para a folha desidrata.da em estufa, a melhor produção foi obtida no 

maior nivel de raiz e num nível intennediãrio de folha. Assim, foi fixado 

o nivel de folha e variou-se a concentração de raiz abrangendo uma faixa

que forneceu 3,5 - 4,0 - 5,0 - 5,5 gramas de carboidrato por cento. 

Ap9s cinco dias e meio de incubação não foi observado cresci

mento em nenhum dos tratamentos, nem da folha liofilizada, nem da desidra

tada em estufa . 

5.4. Ensaio de Dois Métodos de Desidratação da Fo1ha (Em Estufa a 45QC e 

Por Liofilização), Quatro Ilíveis de Raiz(Fornecendo 1,5-2,5 - 3,5 

e 4,5 gramas de Carboidrato por cento) e Cinco de Folha (Fornecendo 

0,04 - 0,08 - 0,12 - 0,16 e 0,20 gramas de Nitrogênio por Cento) 

Para o Crescimento de Aspergillus niger IZ-9. 

Nas tabelas 15 e 16 estão apresentados os resultados deste en 

saio tomados em relação a produção de biomassa, medidp em gramas de peso 

seco por litro de meio, e ã produção de proteína bruta, também expressa em 

gramas/l itrQ, respectivamente. 

A analise de variância (Tabe1a 17) revelou diferença altamen

te significativa a nível de 1% de probabilidade entre os métodos de desidra 

tação da folha testados, tendo a desidratação em estufa a 45°c apresentado 

melhor resultado: O fungo respondeu aos ni"veis de folha, porem não mostrou 
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variação em relação aos niveis de raiz. Os fatores iretodos de desidratação 

e niveis de folha contribuiram isoladamente para as variações ocorridas. As

produções de biomassa nos dois rretodos de desidratação não dependeram dos 

níveis de raiz, assim como das conbinações de niveis de folha com níveis de 

raiz, embora tenha havido um efeito interativo entre os dois últimos fato

res. 

Tabela 15. Produção de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Aspergillus 

niger IZ-9 em Meio de Mandioca, Onde Foram Testados Dois Métodos 

de Desidratação da Folha (Em Estufa a 45°c e Por Liofilização), 

Quatrq Níveis de Raiz (Fornecendo 1,5 - 2,5 - 3,5 e 4�5 gramas 

de Carboidrato por Cento) e Cinco de Folha (Fornecendo 0,04 -

O ,08-0, 12-0, 16 e: O ,20 gramas de Nitrogênio por Cento) { Mêdi as de 

Duas Repetições). 

Fo F1 F2 F3 F4 

E Ro 9 ,77 17 ,02 23,32 17, 15 13,39 

R1 12,40 18,08 22, 74 13,29 12,97 

R2 14,04 21 ,89 20,58 16,46 13,43 

Rs 17, 74 20, 14 14, 34 11 ,83 12,90 

L Ro 9,94 18,59 20, 18 19, 74 14 ,4 7 

R1 11 ,74 19,83 19,35 13 ,84 14 ,61 

R2 14 ,61 18,84 13,56 15,13 11 ,63 

Rs 17 ,09 15,87 16, 16 11 ,63 11 ,56 

E - Método de Desidratação da Folha Em Estufa

L - Mêtodo de Desidratação da Folha Por Liofilização.

Ro R3 - Níveis de Raiz 

Fo F4 - f'fí veis de Folha
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Tabela 16. Produção de Prote1na Bruta (gramas/litro) por Aspergi11us niger 

IZ-9 em Meio de Mandioca, Onde Foram Testados Dois Métodos de De 

sidratação da Folha {Em Estufa a 45°c e Por Liofilização), Qua

tro Níveis de Raiz (Fornecendo 1,5 - 2,5 - 3,5 e 4,5 gramas de 

Carboidrato por Cento) e Cinco de Folha {Fornecendo 0,04 - 0,08 

- 0,12 - 0,16 e 0,20 gramas de Nitrogênio por Cento) {Médias de

Duas Repetições).

E 

L Ro 

Fo 

2,01 

l,88 

2,07 

2,27 

2,41 

3,82 

3,82 

4, 17 

3, 75 

4,28 

4,35 

3, 77 

3,24 

5,84 

5 ,36 

4,35 

3,31 

5,47 

4,54 

3,49 

3,86 

E - Método de Desidratação da Folha Em Estufa

4,45 

3,34 

3,90 

2,65 

5,35 

3,94 

4,28 

3,28 

L - Método de Desidratação da Folha Por Liofilização

Ro----R3 - N1veis de Raiz 

Fo----F4 - Níveis de Folha 

3,48 

3,32 

3,32 

2,22 

4,22 

4,24 

3,41 

3,24 
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Tabela 17. Anãlise de Variância Referente ã Produção de Biomassa por As

eergillus niger IZ-9 em Raiz e Folha de Mandioca Onde Foram Te� 

tados Dois Métodos de Desidratação da Folha (MO), Quatro Níveis 

de Raiz (R) e Cinco de Folha (F). 

Causa de Variação 

MD 

F 

R 

MD x F 

MD x R 

F x R 

MD X F X R 

(Tratamentos) 

Resíduo 

Total 

G.L.

1 

4 

3 

4 

3 

12 

12 

( 39) 

40 

79 

NS - Não Significativo 

** - Significativo p _:: 0,01 

S.Q. 

11 ,40 

503,78 

22,53 

27 ,80 

25 ,76 

346 ,26 

60 ,91 

( 998,44) 

215 ,37 

1 . 213 ,81 

Q.M. F. 

11 ,40 2,12 **

125 ,95 23,41 ** 

7,51 1,40 NS 

6,95 1,29 NS 

.8,59 1 ,59 ·NS 

28,85 5 ,36 **

5 ,08 0,94 NS 

( 25 ,60) ( 4 ,76 **)

5,38 

15,36 

C • V . = 14 ,6 7 % 

Pela decomposição das interações (Tabela 18) verificou-se que 

dentro de cada método de desidratação o fungo respondeu aos diferentes ní

veis de folha, mas não aos níveis de raiz. 
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Tabela '
1
8, Decomposição das Interações f,'[J x F, MO x R e f,[) x F x R Rela

tivas ã Anãlise de Variância Apresentada na Tabela 17. 

Causa de Variação G.L, S.Q, Q.M. F. 

MO x F 4 27 ,80 6,95 1,29 NS 

F/MD-E 4 35 7 ,66 89 ,42 16,62 ** 

F/M0-L 4 173,92 43,48 8,08 ** 

MO X R 3 25, 76 8,59 1,59 NS 

R/t,[)-E 3 19, 13 6,38 l , 19 NS

R/MD-l 3 29, 16 9, 72 1,81 NS 

MO X F X R 12 60,91 5,08 0,94 NS 

F/MD-E. Ro 4 203, 13 50,78 9,44 **

F/MD-E, R1 4 158,38 39,60 7,36 **

F/t,0-E. R2 4 116, 36 29,09 5,41 **

F/MD-E. R� 4 96, 10 24,02 4,47 ** 

F /MD-L, Ro 4 15 l ,09 37, 77 7,02 ** 

F/MD-l, R1 4 101 ,22 25, 31 4,70 **

F/MD-L. R2 4 56,00 14 ,00 2,60 NS 

F/MD-L. R3 4 56,45 14;11 2,62 * 

R/MD-L Fo 3 66,85 22,28 4,14 **

R/MD-E, F1 3 28,21 9,40 l, 75 NS 

R/MO-E. F2 3 l 01 , 32 33,77 6,28 ** 

R/MD-E. f3 3 38,62 12,87 2,39 NS 

R/MD-E,, F4 3 0,45 O, 15 0,03 NS 

R/MD-L. Fo 3 59,69 19,90 3,70 * 

R/MD-1.. F1 3 17 ,23 5, 74 1 ,07 NS 

R/MO-L. h 3 55 ,53 18 ,51 3,44 * 

R/MO-L.. F3 '� 
,j 70 ,22 23,41 4, 35 **

R/MD-L. F1+ 3 17 ,34 5,78 1,07 NS 

Resíduo 40 215,37 5, 38 

NS - Não Significativo 
·� Si gni fica ti vo p 2. 0,05

**' - Significativo p 2. 0,01 
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As equaçoes que melhor estimam a produção de biomassa pelo 

fungo, relativas ãs decomposições da interação tripla que apresentaram di-· 

ferenças significativas,estão apresentadas na tabela 19. A decomposição re

ferente a níveis de folha dentro do método de desidratação por liofilização 

no nível dois de raiz, embora não significativa, apresentou um valor de F 

estimacto muito prõximo do F tabelado, A anãlise de regressão mostrou sig -

nificância a nível de 5% de probabilidade para o componente de quarto grau, 

razão pela qual foi feita a equaçao, As curvas referentes ãs equações es

tão apresentadas nas figuras 5,6,7 e 8. 

A tomparação das medi as pe 1 o teste de Student-Newman - Keul s 

mostrou que as melhores produções obtidas com folha desidratada em estufa 

a 45°c não diferem das melhores obtidas com folha liofilizada e, ainda, uma 

grande quantidade de medias que não diferem significativamente da maior, 

produzida com o rnêtodo de desidratação em estufa nos níveis zero d? raiz corr� 

pondente a 1,5 gramas de carboidrato por cento. e dois de folha. que forne

ceu 0,12 gramas de nitrog�nio por cento (Tabela 20). 

Em re1 ação ã produção de proteína bruta ( Tabe 1 a 21), a anãl i

se de variância apresentou resultados diferentes dos observados para peso 

seco. Assim, houve diferença entre os métodos de desidratação, porem alio 

filização m ostrou melhor resultado que a desidratação em estufa. O fungo 

respondeu tanto aos nivei s de fo1 ha como de raiz tendo estes fatores apre ·~ 

sentado um efeito ·interativo, o qua·1 foi independente dos métodos de desi 

dratação. Houve também um efeito interativo dos níveis de folha com méto

dos de desidratação. enquanto que em relação ao filtimo fator, os n{veis de 

raiz apresentaram uma ação isolada. 
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Tabela 19. Equações de Regressão que melhor Estimam a Produção de Biomassa 
por Aspergillus � IZ-9 Relativas ãs Decomposições da Inter! 

ção Tripla que Apresentaram Diferenças Significativas (Tabela 18) 

Decomposições Equações de Regressão 

F/MD-E. Ro y = 9,72472 + 10,59506x - 2,46464x2

F/MD-E. R1 y - 12,39996 - 7,27436x + 22,70535x 2 
- 11 ,27030x 3 + l ,51436x 4

A 

F/MD-E. R2 y = 15,09629 + 6,35593x - l ,75536x2

,A, 

F/MD-E. R3 y = 17,89942 + 6,46052x - 5,84431x2 + 0,98167x 3

F/MD-L. Ro y =' 10,27114 + 9,55622x - 2,l3393x 2

F/MD-L. R 1 y = 11,62414 + l6,24322x - 8,83143x 2 + 1 ,23750x 3

F/MO-L. R2 y = 14,61003 + 2l,48819x - 25,87482x2 + 9,78909x 3 
- 1,17749x 4

F/MD-L. R3 y = 17,52200 - 1 ,53100x 

R/MD-E. Fo y = 9,65100 + 2,55600x 

R/MD-E. F2 y - 24,60950 - 2,91050x 

R/MD-L. Fo y = 9,69150 + 2,43400x 

R/MO-l. F2 y = 19,98750 - l ,78500x
A R/MO-L. F3 y = 18,53750 - 2,30250x 

MD-E - Método de Desidratação da Folha

MD-L - Método de Desidratação da Folha

Ro ---·R3 - Niveis de Raiz 

Fo---F3 - Ni veis de Folha

Em Estufa 

Por Liofilização 
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Figura 5. Produção de Biomassa por Aspergillus niger IZ-9 nos Nfveis 0(-), 
1( .... ), 2(-·-·-) e 3(----) de Raiz, Respectivamente, 1,5-2,5-3,5 
e 4,5g% de Carboidrato, em Função dos Níveis 0�1-2-3- e 4 de Fo
lha Desidratada em Estufa, Respectivamente, 0,04-0,08-0,12-0,16 e 
0,20g% de Nitrogênio. 
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gura 6. Produção de Biomassa por Aspergillus niger IZ-9 nos Nlveis 0(-), 
1( .... ), 2(-·-·-) e 3(----) de Raiz, Respectivamente, 1,5-2 -3,5 
e 4,5g% Ca drato, em Função dos Níveis 0-1 3 e 4 de ha 
Li li • Respectivamente, 0,04-0,08-0,12-0,16 e 0,20g% Ni-
trogênio. 
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Figura 7. Produção de Biomassa por As er i11us niger IZ-9 nos N1veis 0(-). 
e 2(-•=·-) de Folha Desi tada em Estufa, Respectivamente, 0,04 
e 0,12g% de Nitrogênio, em Função dos Níveis 0-1-2 e 3 de Raiz, 
Respectivamente, 1 ,5-2,5-3,5 e 4,5g% de Carboidrato. 

Peso • 26 ·º
Seco 
(g/f) 25 ,,o

24,0 

• 

23,0 
\ 

22,0 \ 

\ 

21 ·º ' 

\ 

20.0 \ 

\ 

19,0 \ 

\ 

18,0 \ 

\ 

17,0 \/ 
·' \ 

16,0 \ 

15,0 

14,0 

1:::;. O 

12,0 

11 ·º 

10.0 

J ) 

2 3 
Níveis de Raiz 



8. Produção de Biomassa por As.pergil1us niger IZ-9 nos Níveis
2(-·-·-) e 3(----} de Folha Liofilizada. Respectivamente,
0,12-0,16g% de Nitrogênio em Função dos Níveis 0-1-2 e 3

ivamente, 1,5-2,5-3,5 e 4,5g% rboidrato. 
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Tabela 20. Teste de Student - Newman - Keuls para Comparação das Médias de

Produção de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) por Aspergi1-

1us � IZ-9 em Raiz e Folha de Mandioca Onde Foram Testados 
Dois Metodos de Desidratação da Folha, Quatro Níveis de Raiz e 
Cinco de Fo 1 ha. 

Valores do Teste de 
Tratamentos Medias Student - Newman 

Keuls para a Media 23,32

E-Ro Fo 9,77 8,26 **

L-Ro Fo 9,94 8, 16 '**

L-Rs Fi. 11 ,56 7, 1 7 **

l-R3 F3 = l-R2 f 4 11 ,63 7, 13 ""*

l-R1 Fo 11 , 74 7,06 **

E-Rs f3 11 ,83 7,01 **

E-R1 Fo 12 ,40 6,66 **

E-R3 F4 12 ,90 6,35 *

E-R1 F1i 12,97 6, 31 *

E-Ri F3 13,29 6,12 * 

E-Ro F1i 13 ,39 6,05 * 

E-R2 F4 13 ,43 6 ,03 *

L-R2 F2 13 ,56 5,95 *

L-R1 F3 13,84 5,78 * 

E-R2 Fo 14,04 5,66 * 

E-R3 F2 14 ,34 5,48 *

- Continua



- Continuação -

Valores 

Tratamentos Médias Student - Newman -

Keuls para a a , 32 

L-Ro F1; 14 ,47 5,40 NS 

Fo ::: Ro F1; 14,61 5,31 NS 

l-Rz F3 15, 13 4,99 NS 

L-R3 F1 15,87 4,54 NS 

l-R3 Fz 16, 16 4,37 NS 

E-R2 F3 16,46 4, 18 NS 

E-Ro F1 17,02 3 ,84 NS 

l-R3 Fo 17 ,09 3,80 NS 

E-Ro F3 17, 15 3,76 NS 

E-R3 Fo 17, 74 3 ,40 NS 

E-R1 F1 18 ,08 3,20 NS 

L-Ro F1 18,59 2,88 NS 

L-Rz F1 18,84 2,73 NS 

L-R1 F2 19 ,35 2,42 NS 

L-Ro F3 19,74 2, 18 NS 

L-R1 F1 19,83 2, l3 NS 

E-R3 F1 20, l 4 1,94 NS 

L-Ro F2 20, 18 1 ,91 NS 

E-R2 F2 20,58 1 ,6 7 NS 

E-Rz F1 21 ,89 0,87 NS 

- Continua -



Trata ire n tos 

E-R 1 F2 

E-Ro F2

E 

L 

Ro---- R3 

Fo---- F4 

NS 

* 

** 

74. 

- Continuação -

Valores do Teste de

Médias Student - Newman 

Keuls para a Média 23,32 

22,74 O ,35 NS

23,32 

- Método de Desidratação da Fo1ha Em Estufa

- Método de Desidratação da Folha por Liofilização

- Níveis de Raiz(l,5-2,5-3,5 e 4,5 g% de Carboidrato)

- Níveis de Folha (0,04-0,08-0,12-0,16 e 0,30 g% de Nitrogênio)

- Não Significativo

- Significativo

- Si gni fi cativo

p < 0,05 

p < 0,01 
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Tabela 21. Anãlise de Variância Referente ã Produção de Preteina Bruta por

Aspergillus niger IZ-9 em Raiz e Folha de Mandioca Onde Foram

Testados Dois Métodos de Desidratação da Folha (MD), Quatro Ní

veis de Raiz (R) e Cinco de Folha (F). 

Causas de Variação 

MO 

F 

R 

MO X F 

MD x R 

F X R 

MD x F X R 

(Tratamentos) 

Resíduo 

Total 

NS - Não Significativo 

G.L.

l 

4 

3 

4 

3 

12 

12 

( 39 ) 

40 

79 

** - Significativo p _::. 0,01 

S.Q. 

0,66 

49, 14 

11 , 25 

3,99 

0,73 

12,04 

1 ,55 

( 79, 36) 

12,58 

91,94 

Q.M.

0,66 

12,28 

3,75 

1,00 

0,24 

l ,00

O, 13 

( 2,03) 

O ,31 

F. 

2, 12 ** 

39,63 ** 

12, 10 ** 

3,22 ** 

O, 79 NS 

3,24 ** 

0,42 NS 

(6,55 **) 

c.v. = 15,51 %
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A decomposição das interações (Tabela 22) mostrou que o efei

to interativo entre métodos de desidratação e niveis de folha abrangeu tan

to a desidratação em estufa como por liofilização. Embora a interação en

tre métodos de desidratação e niveis de raiz não tenhasido significativa,tE._ 

mando-se o efeito dos níveis de raiz em cada método de desidratação obser -

vou-se que o fungo respondeu aos mesmos tanto para a desidratação em estufa 

como por liofilização. Da mesma maneira, o fungo respondeu aos níveis de 

folha na desidratação em estufa em relação a todos os níveis de raiz e no 

processo de liofilização não foi encontrada diferença apenas em relação ao 

nivel tris de raiz. Quanto aos niveis de raiz, foram observadas diferenças, 

tanto para desidratação em estufa como por liofilização, somente em relação 

aos niveis dois e três de folha. 

As equações de regressão que me 1 hor estimam a produção de pr_� 

teina bruta e suas respectivas curvas estão apresentadas na tabela 23 e fi

guras 9 , 10 , 11 e 12. 

A comparação das médias pelo teste de Student - Newman-Keu1s 

mostrou um número menor de medias que não apresentaram diferenças signific� 

tivas do que o observado em relação ao peso seco, quando comparadas com a 

melhor média obtida, a qual coincidiu com a maior produção tomada em peso 

seco {Tabela 24). 

Foi feita a anãlise de aminoãcidos da proteína fungica produ

zida nos dois métodos de desidratação da folha com os níveis zero de raiz e 

dois de fo.lha (Tabela 25). De um modo geral, observou-se que o método de 

desidratação em estufa apresentou melhores resultados que a liofilização. 

Comparando-se o perfil de aminoãcidos do Aspergillus niger IZ-9 cultivado 

em folha desidratada em estufa com o da folha correspondente houve um 1igei-



Tabela 22. Decomposição das Interações MD x F, MD x R e MD x F x R a -

tivas ã Anãlise de Variância Apresentada na Tabela 21. 

Variância G.L. S.Q. Q.M. F. 

MD x F 4 3,99. l ,00 3,22 ** 

F/MD-E 4 27. 75 6,94 22,38 **

F/MD-L 4 24,78 6,20 19,99 **

MD x R 3 O. 73 0,24 OJ9 NS 

R/MD-E 3 5 ,86 1,95 6 ,30 ** 

R/MD-L 3 6. 13 2,04 6 ,59 **

MO x F x R 12 1 ,55 O, 13 0,42 NS 

F/MD-E. Ro 4 1 5  ,63 3,91 12,60 **

F/MD-E. R1 4 1 0,53 2 ,63 8, 49 **

F /MO-E. R2 4 6,04 1 , 51 4,87 **

F /MD-E. R3 4 3,26 0,82 2,63 *

F/MD-L. Ro 4 1 6  ,66 4, 16 13,43 **

F/MD-L. R1 4 8, 10 2 ,03 6,54 **

F /MD-L. R2 4 4 ,36 l ,09 3,51 * 

F /MD-L. R3 4 2, 14 O ,53 l, 72 NS 

R/MD-E. Fo 3 O, 19 0,06 O ,20 NS 

R/MD-E. F1 3 O ,22 0,07 0,24 

R/MD-E. F2 3 7,59 2 ,53 8, l 6 ** 

R/MD-E. f3 3 3,54 1 , l 8 3,81 * 

R/MD-E. f 4 3 2,04 0,68 2. 19 NS

R/MD-L. Fo 3 0,33 O, 11 0,35 NS

R/MD-L. F1 3 l ,58 O ,53 1 ,70

R/MD-L. F2 3 4,54 l , 51 4,88 **

R/MD-L. F3 3 4,48 1 ,49 4,82 **

R/MD-L. Fi+ 3 1 ,67 0,56 l ,80

Resíduo 40  1 2  ,58 O ,31 

NS - Não Significativo 

* - Significativo p � 0,05

** - Significativo p � 0,01
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Tabela 23. Equações de Regressão que Melhor Estimam a Produção de Proteína 

Bruta 

Interação Tripla que Apresentaram Diferenças Si i cativas(Ta-

1 a ) . 

Decomposições Equações de Regressão 

F /MO-E. Ro 

F/MD-E. R1 

F /MO-E. R2 

F/MD-E. R3 

F/MD-L Ro 

F /MD-L. R1 

F/MD-L. R2 

R/MD-E. F2 

R/MD-E. F3 

R/Mü-L. h

R/MD-L. f3 

y = 1,92400 + 2,91700x - 0,6400x 2

y = 2,19501 - 1,77619x + 5,86928x 2
- 2,8512lx 3 + 0,37812x 4

A 

y = 2,37172 + l,83506x - 0,40964x2

y = 2,65300 + 0,90500x - 0,26500x 2

y = 1 ,88886 + 2,96928x - 0,59857x2

y = 2,35900 + l ,74900x - 0,33900x 2

y = 2,36200 + l,32750x - 0,26250x2

y = 6,00450 - 0,86050x 

y = 4,30500 - J,48250x 

y = 5,22000 - 0,58750x 

y = 5,08800 - 0,58700x 

MD-E - Método de Desidratação da Folha Em Estufa

MD-L - Método de Desidratação da Folha Por Liofilização

Ro R3 - Níveis de Raiz 

F2 f3 - Níveis de Folha 
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Figura 9. Produção de Proteína Bruta por �spergi11us �iger IZ-9 nos Níveis 
0(-), 1{ .... ). 2(-·-·-) e 3(----) de Raiz, Respectivamente,l,5-
2,5-3,5 e 4�5g% de Carboidrato, em Função dos Níveis 0-1-2-3 e 4 
de Folha Desidratada em Estufa, Respectivamente, 0,04-0,08-0,12 

0,16 e 0,209% de Nitrog�nio. 

Proteína 
Bruta 
(g/i) 6,5 

6,0 

5,5 

5,0 

Níveis àe Folha 
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Figura 10. Produçªo de Proteina Bruta por Aspergillus niger IZ-9 nos Níveis 

0(-), l( .... ) e 2(-·-·-) de Raiz, Respectivamente, 1,5-2,5 e 

3,5g% de Carboidrato, em Função dos Niveis 0-1-2-3 e 4 de Fo1ha 

Liofilizada, Respectivamente, 0,04-0,08-0,12-0,16 e 0,20g% de 
Nitrogênio. 

Proteína 
Bruta 

(g/z) 6 

5 

3,5 

3,0 

2 

1 , 5 

V 

J 

• 
. 

. • 
. 

. / 
. . 

. / 
. /. 

' . 

' / 
. . 

/ 

1 

. 

2 3 

' 
' 

4 
) 

Níveis de Folha 



Fi lL Produção de Proteína Bruta por pergillus niger IZ-9 nos Ní've 
2(-·-·-) e 3(----) de Folha idratada em Estufa, Respectivamen 

, 0, 12 e 0, l 6g% de Nitrogênio, em Função dos Níveis 0-1-2 e 3 

Proteína 

Bru 

8 

(g/!) 7 

6,0 

5,0 

4,0 

3,0 

2,0 

l ,O

o 

iz, Respectivamente, 1 ,5 ,5-3,5 e 4,5g% Ca to. 
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gura 12. Produção de Protelna Bruta por Aspergillus niger IZ-9 nos s 
2(-·-·-) e3(----) de Folha Liofilizada. Respectivamente, 0,12 e 
0, 1 6g% de Nitrogênio, em Função dos Níveis 0-1-2 e 3 de Raiz, Res 
pectivamente, 1. 2,5-3,5 e 4,5g% de Carboidrato. 

Proteína 
Bruta 

8,0 

(g/l) 7,0 

6,0 

5,0 

4.0 

3,0 

2,0 

l • O

o l 2 3 
Níveis de Raiz 
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Tabela 24. Teste de Student - Newman - Keuls para Comparação das Medias 

Produção de Protelna Bruta (gramas/litro) por Aspergillus niger 

IZ-9 em Raiz e Folha de Mandioca Onde Foram Testados Dois Meto-

dos de Desidratação 

Folha. 

Tratamentos Medias 

L-Ro Fo 1,88 

Ro Fo 2,01 

L-R1 Fo 2,07 

E-Rl Fo = E-R2 F 0 2,20 

E-R3 F i; 2,22 

L-R2 
2,27 

L-R Fo 2,41 

E-R Fo 2,44 

E-R3 F3 2,65 

L-R3 F1 = L-R3 F 4 3,24 

L-R 3 F3 3,28 

E-R
3 F2 3,31 

E-Ri F,, = E-R2 F 4 3,32 

E-Ri F3 3,34 

l~R2 F1t 3,41 

E-R0 
3,48 

L-R2 F2 3,49 

Fo1ha, Quatro Nveis de Raiz e Cinco 

Valores do Teste de 
S tuden t - Newman 

Keuls para a Medi a 5,84

10, 15 **

9,82 **

9,67 **

9,33 **

9,28 **

9, 15 **

8, 79 **

8, 72 **

8, 18 **

6 ,6 7 **

6,56 **

6 ,49 **

6,46 **

6 ,41 **

6,23 **

6,05 **

6,03 **

- Continua -



- Continuação

Valores Tes de 

Tratamentos as Student 

E-R3

L-R2

E-Ro
L-Rs
E-R2
L-R 1

E-R2

L-Ro 
L-R1
L-Ro
L-R1 

E-Ro

L-R 1 

L-R0

E-Ri
L-Ro
E-Ro

E 
L 

Ro 
Fo 
NS 
* 

** 

F1 
F1 
F1 
F2 
F3 
F3 
F1 
Fi; 
f4 
F1 
F1 
F3 
F2 
F3 
F2 
F2 
F2 

-

Keu1s para a a 5, 

3, 5 ,36 *

3. 77 5 ,31 *

::: E-R1 f l 3,82 5,18 *

3,86 5,08 * 
3,90 4 ,97 NS 
3,94 4,87 NS 
4,17 4,28 NS 
4,22 4, 15 NS 
4,24 4. 10

::: L-R2 F3 4,28 4,00 NS
::: E-R2 F2 4 ,35 3,82 NS

4,45 3 ,56 NS
4,54 3,33 NS
5, 35 1 , 26 NS
5 ,36 l ,23 NS
5 ,4 7 O ,95 NS
5,84 

- Método de Desidratação da Folha Em Estufa
- Método de Desidratação da Folha Por Liofilização

R3 - Níveis de Raiz(l ,5-2,5-3,5 e 4,5 g% de Carboidrato) 
F4 - Níveis de Folha (0,04-0,08-0,12-0,16 e 0,20 g% de Nitrogênio) 

- Não Signifi vo 
- Significativo p..::. 0,05
- Signi cativo p .::_ 0,01
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ro decréscimo apenas nos niveis de ãcido aspãrtko e serina. Em todos os 

de112is houve um ligeiro acréscimo, o qual foi mais acentuado para treonina, 

acido glutânico, va1ina, metionina e leucina. Para o fungo cultivado em 

folha liofilizada houve um ligeiro decréscimo em lisina, prolina, valina, 

1netionina j isoleucin;h 1eucina e feni1alanina 1 uma queda um pouco mais acenre

tuada em relação aos icidos aipãrtico e glutãmico, e um pequeno acrãscimo 

nos demais, em comparação com os valores encontrados na fo 1 ha 1 i ofi li zada, 

Em relação ao padrão de aminoãcidos essenciais determinado pela FA0, a pro

teína microbiana continuou deficiente em metionina, apesar do aumento no 

valor deste aminoãcido produzido na desidratação em estufa, e superior em 

alguns casos, principalmente treonina e leucina. Comparando-se os teores 

totais de aminoâcidos, o processo de transformação da proteina da folha Ho 

fi1izada em proteína fungica levou a uma redução de 4,78%, enquanto que pa-

ra a folha desidratada em estufa houve um aumento de 13,03%. Considerando 

que o processo de desidratação em estufa produziu uma redução de 3, 10% em 

relação ã liofilização tem-se um ganho liquido em aminoãcidos de 9;93% na 

transformação da proteina da folha desidratada em estufa em protefoa fungi

ca. 

Os valores do pH final dos meios fora� também detenninados e 

estão apresentados na tabela 26. Para os tratamentos com folha desidratada 

em estufa a estimativa da media foi 3,32, tendo um desvio padrão de 0,056, 

enquanto que para aqueles com fo1ha liofilizada a estimativa da media foi 

3,03 com um desvio padrão de  0,029. 

Considerando que em relação ãs melhores medias obtidas, tanto 

para produção de biomassa como de proteína bruta, os métodos de desidrata -

ção não diferiram, que em termos de teores de aminoâcidos tota·is a folha 
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Tabela 26. Valores do pH Final do Meio de Raiz e Folha de Mandioca Onde 

Foram Testados Dois Métodos de Desidratação da Folha, Quatro Ni_ 

veis de Raiz e Cinco de Folha para o Crescimento de Aspergi11 us 

niger IZ-9 (Médias de duas Repetições), 

E Ro 

R1 

R2 

R3 

L Ro 

Fo 

3,0 

3,0 

3,4 

3,5 

3,0 

3. l

3, l 

3,3 

F1 

2,9 

3,0 

3,4 

3,5 

3,0 

3,0 

2,7 

3, l 

F2

2,9 

3,2 

3,3 

3,6 

3, l 

3. 1

3,0 

3,2 

E - Método de Desidratação da Folha em Estufa

L - Método de Desidratação da Fo1ha Por Liofilização

Ro R3 - Níveis de Raiz 

Fo F1i - Níveis de Folha 

Fs F1i 

3,2 3,4 

3,4 ') " 

J 'j 

3,5 3,5 

3,7 3,7 

2,9 2,9 

3,0 3,0 

2,9 3, l 

3, 1 2,9 
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desidratada em estufa produziu melhores resultados e que o processo de 

sidratação em estufa ê menos dispendioso,foi escolhido este método para a 

determinação curva de crescimento. Foram tomados os níveis zero de raiz 

(1,5 gramas de carboidrato por cento) e s de folha (0,12 gramas de ni-

trogênio por cento) porque as produções alcançadas nestes níveis, em rela

ção ãs duas medidas de crescimento tomadas, embora nao tenham diferido sig

nificativamente de muitas outras, foram as melhores. 

5.5. Curva de Crescimento do Aspergillus niger IZ-9 em Meio de Raiz 

(1,5 gramas de Carboidrato por Cento) e Folha (0,12 gramas de Ni

trogênio por Cento) de Mandioca Desidratada em Estufa. 

O crescimento do mi crorgan.i smo foi detectado em intervalos de 12 

horas num período de 12 a 120 horas, tendo sido avaliado em relação ã pro-

dução de biomassa, expressa em peso seco. Após 12 horas de 

nenhum crescimento foi observado, tendo a primeira medida sido 

incubação 

efetuada 

apôs 24 horas. O teor de proteína bruta do micélio foi determinado para1e

lamente ao peso seco. Da mesma forma, o pH final dos meios foi medido {Ta

bela 27). 

A anaTise de variancia tanto em relação ã produção de biomas

sa (Tabela 28) como de proteína bruta (Tabela 29) mostrou que apenas os com 

ponentes de primeiro e segundo graus foram significativos. 

A equação de regressao que melhor se adequou aos valores de 
A 

peso seco obtidos foi a seguinte: y =-5,86236 + 0,S5126x - 0,00253x 2
• Para 

os teores de proteína bruta foi encontrada a seguinte equação: y =-0,79689+ 

O,lJ678x - 0,00054x2
• As respectivas curvas estão representadas nas figu -

ras 13 e 14. 
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Tabela 27. Produção de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) e Protefoa Br� 

Horas 

12 

24 

36 

48 

60 

72 

84 

96 

108 

120 

ta (gramas/litro) por Aspergillus niger IZ-9 em Meio de Raiz 

(l ,5 gramas de Carboidrato por Cento) e Folha (0,12 gramas de

Nitrogênio por Cento) de Mandioca Desidratada em Estufa para O�

terminação da Curva de Crescimento e Valores do pH Final dos

Meios {Médias de três repetições).

Peso Seco Protefoa Bruta 

( g/1) ( g/l ) 
pH Final 

3,0 

5,88 l ,83 3,2 

9,45 2, 39 3,4 

16,67 3, 74 3,2 

18,64 4, 39 3,2 

19,58 4,67 3, l 

22,44 5,20 2,9 

23,94 5,54 3,0 

23,44 5,50 3,2 

24,40 5,45 3, 1 



Tabela 28. Análise de Variância Referente ã Produção Biomassa por 

pergillus niger IZ-9 Apresentada na T la 27. 

Causa de Variação G.L. s .Q. Q.M.

Regressão Linear l 902,94 902,94 

Regressão Quadrática l 122,83 122, 

Desvios da Regressão 6 22,86 3 ,81 

(Tratamentos) ( 8) ( 1048 ,63) ( 131 ,08) 

Resíduo 18 28,08 1 ,56 

Total 26 1076, 71 

NS - Não Si gni fi cativo 
** - Significativo p .:: 0,01

F. 

578,81 **

78,74 **

2,44 NS 

(48,02 **) 

Tabela 29. Análise de Variância Referente ã Produção de Proteina Bruta por 

Aspergi11us niger IZ-9 Apresentada na Tabela 27. 

Causa de Variação G.L. S.Q. Q.M. F. 

Regressão Linear 1 39 ,89 39 ,89 199,47 **

Regressão Quadrática 1 5 ,56 5,56 27 ,80 **

Desvios da Regressão 6 O ,58 O, 10 0,50 NS 

(Tratamentos) (8) ( 46 ,03) ( 5 ,75) (28,75 **) 

Resíduo 18 3,60 0,20 

Total 26 49,63 

NS - Não Si gni fi cativo 

** - Si gni fi cativo p .:: 0,01



Figura 13. Produção de Biomassa  por Aspergillus niger IZ-9 no Nfve1 
Raiz (l,5g% de Carboidrato) e Dois de Folha Desidratada 
fa, (0,12g% de Nitrogênio) Durante o Período de 24 a l 

26 ·º

Peso 25,0 

Seco 24,0 

(g/l) 23,0 

22.0 

21 ,o 

20,0 

19,0 

18,0 

17 ·º

16,0 

15,0 
14.0 

13,0 

12 ·º 

11,0 

10 ·º 

9,0 

8,0 

7,0 

6,0 

-i"t
12a 36 4

1

8
1 1 1 1 1 

60 72 84 96 108 120 

Horas 

>



Figura 14. Produção de Protelna Bruta por Aspergil1us niger IZ-9 no 

Proteína 
Bruta 

(g/l) 

Zero de Raiz (1,5g% de Carboidrato) e s Folha Desi 
em Estufa (0,12g% de Nitrogênio) Durante o Período de 24 a 
Horas. 

6,0 

5,5 

5,0 

4,5 

4,0 

3,5 

3,0 

2,5 

2,0 

l ,5

1,0 

0,5 

1 1 

72 84 96 10_8 120 

Horas 



A comparação das médias de produção de biomassa pelo tes 

de Student-Newman-Keuls (Tabela 30) mostrou que o mãximo de produção foi al 

cançado a partir de 84 horas. Em relação ã produção de proteína bruta o 

teste revelou que jâ a partir de 60 horas foi atingido a xima 

(Tabela 31). 

Tabela 30. Teste de Student-Newman-Keuls para Comparação das Médias de Pro-

dução de Biomassa (Peso Seco em gramas/litro) da Curva de Cres 

cimento do Aspergillus niger IZ-9 em Meio de Raiz e Folha 

Mandioca Desidratada em Estufa. 

Valores do Teste de 
Horas Médias Student - Newman - Keu1s 

para a Média 24,40 

24 5 ,88 25, 72 ** 

36 9,45 20, 76 **

48 16,67 10, 74 ** 

60 18,64 8,00 **

72 19,85 6,69 **

84 22,44 2, 72 NS 

108 23,44 l , 33 NS

96 23,94 0,64 NS

120 24,40 

NS - Não significativo 

** - Significativo p � 0,01 



Tabela 31. Teste de Student-Newman-Keuls para Comparação das Médias Pro 

dução de Proteina Bruta (gramas/litro) da Curva de Cres me 

Horas 

24 

36 

48 

60 

72 

84 

120 

108 

96 

do Aspergi11us _n1 __ · � IZ em meio de Raiz e Fo1ha 

Desidratada em Estufa. 

Valores do Teste de 

Médias Student - Newman 

para a Média 5,54 

1 ,83 14,27 **

2,39 12, 12 **

3,74 6,92 **

4, 39 4 A2 NS 

4 ,67 3,35 NS 

5,20 l ,31 NS

5,45 0,35 NS 

5,50 O, 15 NS 

5,54 

NS - Não Significat ivo 

** - Significativo p 2 0,01

Keul s 

oca 

A média para os va1ores do pH final dos meios foi 3,12 e te,. 

ve um desvio padrão de 0,03. 



5.6. Determinação de Aflatoxina em Aspergillus niger IZ-9 

Os testes cromatogrãficos realizados em Aspergillus ger 

IZ-9 cultivado em folha e raiz de mandioca não detectaram qualquer 

ça de aflatoxina. 



6. DISCUSS�O

6.1. Escolha do Microrganismo e Determinação do pH Otimo 

A alteração na cor dos meios em pH 1 , 2 , 8 e 9 apos a esteri

lização pode ser uma indicação de que houve hidrólise ãcida e alcalina, em 

temperatura elevada (121QC por 15 minutos), das proteínas. 

O não crescimento de Fusarium sp. em pH l e 2 pode ser expli 

cado por uma ação do pH sobre o sistema de transporte de aminoãcidos do meio

externo para o interior da celula. Sabe-se que a passagem de aminoãciàos a=

través da membrana da célula fungica se dã por transporte ativo. Embora 

pouco se saiba a respeito das moléculas envolvidas neste processo (WHITAKER, 

1976), vãrias permeases de aminoãcidos jã foram descritas e caracterizadas 

em Neurospora crassa e Penicillium chrysogenum (PIOTROWSKA et alii, 1976), 

Em Neurospora jâ foram, inclusive, sugeridos quatro sistemas distintos de 

permeases para aminoãcidos {PALL, 1969, citado por RAILEY e KINSEY, 1976) 

tendo sido mostrado que as atividades de três destes sistemas são alteradas

com a germinação e crescimento do microrganismo (RAILEY e KINSEY, 1976). A 



ação do pH sobre o transporte de aminoãcidos pode ser devida a alterações 

nos estados iônicos dos substratos ou produtos afetando a interação enzima 

- substrato ou, ate mesmo, a solubilidade do substrato. Outras hipõte -

ses podem também ser aventadas, tais como, alteração na permeabilidade da 

membrana celular, dificultando o transporte do complexo enzima - aminoãci

do do meio externo para o interno; bloqueio da dissociação do aminoâcido 

na superfície interna da célula, ou, ainda, redução na eficiência do siste 

ma de produção de energia. 

Na faixa de pH de 3 a 7 a observação dos meios apos esteri

lização parece indicar não haver ocorrido hidrÕ1ise de proteínas. O bom 

crescimento do Fusarium sp. leva a se pensar que os sistemas enzímicos 

de hidrõlise de proteínas e transporte de aminoãcidos não foram afetados 

pela variação de pH. Se não houve hidrÕlise durante a esterilização po

de-se deduzir que o fungo libera enzimas proteoliticas no meio para tornar 

a fonte de nitrogênio disponível. Sabe-se que a grande maioria dos fun-

gos produz vãrios tipos de enzimas proteoliticas. NAKAO e t a l i i ( 19 7 3 ) , 

relatam a produção de protease extracelular por uma linhagem se1vagem de 

Fusarium sp. e um mutante resistente a kabicidina obtido, a partir desta 

linhagem, o qual acumula cerca de dez vezes mais protease. SUZUKI et a1ii 

(1976), estudando as caracteristicas deste mutante, sugerem que devem ter 

ocorrido alterações na estrutura e permeabilidade da membrana a enzimas e 

que isto seria um fator para o acumulo extracelular de grandes quantidades 

de enzimas. A alteração gradativa na cor do meio apôs o crescimento em 

pH de 4 a 7 para uma cor semelhante a observada em pH 8 e 9 apõs a esteri

lização pode ser devida ã hidrólise enzimica das proteínas do substrato� 
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ou a uma produção de pigmento pelo fungo, porem esta Ültima hipõtese parece 

pouco provãvel devido ã semelhança da coloração antes e apôs a ação do mi= 

crorganismo. 

Em pH 8 e 9 hã indicação de que ocorreu hidrõlise durante a 

autoclavagem. Como os valores do ponto isoelêtrico (pI) da maioria das 

proteinas são geralmente menores que 7 a maior contribuição da fonte de ni

trogênio para o crescimento deve ter sido dada por aqueles aminoãcidos que 

possuem seus pontos isoelêtricos acima de 8 e 9. No entanto, e possivel 

que o crescimento tenha se dado também ãs custas de aminoãcidos devido a um 

aumento na constante dielétrica produzido pelos aminoãcidês na forma anfõte 

ra. 

Por outro lado, sendo a sintese de enzimas estimulada pelo 

substrato, a presença de aminoãcidos livres dispensa a produção de protea -

ses e a energia que seria gasta para este fim pode ser empregada para maior 

eficiência do sistema de transporte. 

A discussão ate agora foi dirigida para o efeito do pH sobre a 

disponibilidade da fonte de nitrogênio. Entretanto, a utilização da fonte 

de carbono também e afetada pela variação na concentração hidrogeniônica, 

Em pH l e 2 a falta de viscosidade do meio observada apos a 

esterilização parece indicar que houve hidrÕlise do amido provocada pelo 

baixo pH e temperatura elevada. Similarmente ao que foi discutido em rela 

ção ao transporte de aminoãcidos, o não crescimento de Fusarium sp. pode 

ser explicado pela ação do pH sobre o sistema enzimice responsãvel pelo 

transporte de glicose através da membrana celular o qual, em fungos, se da
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por um mecanismo de transporte facilitado. 

Em pH de 3 a 9 , onde houve pouca ou nenhuma hidrÕ1ise apõs a 

esterilização, o fungo deve ter liberado enzimas amiloliticas no meio. NA

KAO et alii (1973) e SUZUKI et a1ii (1976) relatam a produção de amilase p� 

lo Fusarium sp. e seu mutante resistente a kabicidina, anteriormente cita

dos. Tendo havido um bom crescimento do Fusarium sp. nesta faixa de pH as 

açoes das enzimas amiloliticas e as de transporte de glicose parecem nao 

terem sido afetadas. 

A turvação pode ser um indicio da floculação de enzimas ex

tracelu1ares, cujos pontos isoe1étricos coincidem com o pH do meio, Assim, 

em pH l e 2 a ausência de turvação indicaria que enzimas extracelu1ares não 

foram liberadas ou, se foram, seus pontos isoe1étricos estão distanciados 

dos valores de oH em questão. Por outro 1 ado. a forte turvação ocorri da em 

pH 3 indicaria que um grande numero de proteínas presente possui seu ponto 

isoe1étrico em torno de 3 e a fraca turvação nos demais valores de pH reve

laria a presença de um numero menor de proteínas com pontos isoelétricos em 

torno do pH testado. 

Abaixo do limite inferior de pH o nao crescimento do fungo

pode ainda ser explicado pela saturação da membrana celular por fons hidro

gênio impedindo a penetração de câtions essenciais, em quantidades adequa

das, na célula. 

Para o Aspergi1lus niger IZ-9 e o Aspergillus wentii lZ-1625 

algumas explicações para os fenômenos observados podem ser similares ao que 

foi discutido para o Fusarium sp. 
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Assim, o nao crescimento destes fungos em pH l parece também 

ter sido devido ã ação do pH sobre os sistemas de transporte de aminoãci

dos, glicose ou cations. No entanto, o crescimento em pH 2, embora reduzi-

do, revela que as enzimas responsãveis pelo transporte de aminoãcidos e 

glicose não foram suficientemente afetadas pelo pH a ponto de impedir o 

crescimento. Por outro lado, a passagem de ions essenciais através da mem

brana celular saturada com Tons hidrogênio, embora em pequeno grau, parece 

ter sido suficiente para promover algum crescimento. 

Em pH de 3 a 7, onde presume-se não ter havido hidrólise de

proteínas apôs a esterilização dos meios, o crescimento dos microrganismos 

parece revelar a presença de enzimas proteoliticas. Em pH 3 e 7 para o!::.:_ 

niger IZ-9 e pH 3 para o� wentii IZ-1625 o bom crescimento dos fungos po

de indicar que as atividades destas enzimas proteoliticas, assim como das

transportadoras de aminoácidos, não foram afetadas pelo pH. 

Em pH 4,5 e 6 para A. niger IZ-9 e 4 , 5 , 6 , 7 , 8 e 9 pa

ra o A. wentii IZ-1625 a redução no crescimento poderia ser explicada pela 

não disponibilidade de zinco, câlcio e/ou outros ions importantes para a a

tividade enzimica. COCHRANE (1958) explica a depressão entre dois picos de

uma curva pH/crescimento como sendo causada pela não disponibilidade depen

dente de pH de um ou mais elementos· inorgânicos,tais como ferro,zinco e cãl 

cio,podendo o suprimento do elemento em forma utilizãvel eliminar esta de·

pressao. SEKINE(1973) descreve algumas propriedades físico-químicas de duas 

proteinases neutras produzidas por� sojae, as quais possuem cãlcio e zin

co nas suas estruturas. No presente trabalho, não foram adicionados ele

mentos minerais ao meio porque a folha de mandioca e rica em tais elementos, 
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porêm ê possive1 que para o A:.. niger IZ-9 e!:..:._ wentii IZ-1625 algum desses 

elementos, que seja essencial, esteJa sob forma não utilizãvel na faixa de

pH em questão, uma vez que em determinados valores de pH, aminoãcidos for

mam complexos com certos ions. 

A presença de algumas proteínas do meio com pontos isoelêtricos 

prõximos daqueles das proteinases poderia ser tambêm uma explicação para a 

redução no crescimento, uma vez que em pH acima dos pontos isoe1etricos en

volvidos as cargas tanto das proteinas do meio como das proteinases tornar

se-iam negativas, o que dificultaria a formação do complexo enzima-substra 

to, SEKINE (1973) encontrou que os pontos isoeletricos das proteinases 

neutras I e II de A. sojae são 4,7 e 4,2,respectivamente, e o pH ótimo pa·ra 

a atividade de ambas as enzimas é 7. Em um outro trabalho, no mesmo ano, o 

autor relata que a proteinase neutra II é especificamente ativa em substra

to de protamina e histona. Sabe-se que estas proteínas são do grupo das 

proteínas bâsicas, possuindo pontos isoelétricos em torno de 12, dai,possi

velmente,a grande afinidade da enzima por estas proteinas em pH 7. Por ou

tro lado, o autor relata que a proteinase neutra I foi especificamente i

va em case1na de leite, cujo ponto isoelétrico é idêntico ao encontrado pa

ra a enzima e, portanto,em pH7 tanto a enzima como o substrato estão posi -

tivamente carregados. Desta maneira, possivelmente, outros fatores influem 

na formação do complexo enzima-substrato, além dos pontos isoelétricos 

cada elemento. NAKADAI et alii (1973), em 3 trabalhos, relatam a purifica

çao e propriedades de uma proteinase alcalina e duas neutras I e II produ

zidas por Aspergillus oryzae. Verificaram que a atividade enzimica varia 

em função do pH e do substrato. Assim, a proteinase alcalina apresentou 

picos de atividade em vários valores de pH ( 4,0 - 7, 5 - 8, O - 8, 7 - 10,5 
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e 11,0) dependendo do substrato utilizado. As proteinases neutras I e II, 

quando testadas com caseina de leite, apresentaram a melhor atividade em pH 

7,0 e 5,5 a 6,0 , respectivamente. 

Em relação ã utilização da fonte de carbono, em pH 2, onde se 

supoe haver ocorrido hidrólise após a esterilização, o crescimento dos fun

gos, embora relativamente baixo, parece indicar que o pH não inf1uiu negat.!_ 

vamente ou teve pouca influência sobre as enzimas transportadoras de glico

se. Em pH de 3 a 9 a presença de enzimas ami1oliticas e esperada a fim de 

transformar o amido em glicose utilizãvel pelos microrganismos. LINEBACK et 

alii (1966) relatam a produção de g1icoami1ase por Aspergillus niger, cuja 

atividade não e afetada pela concentração hidrogeniônica numa faixa de pH 

2 a 9 em meios de ca1do nutriente e extrato de levedura, porêm os autores 

chamam atenção para uma possível ação inibitõria de determinados valores de 

pH sobre a sintese da enzima. Isto poderia ser também uma explicação para a 

redução no crescimento do Aspergi11us niger IZ-9 e Aspergillus wentii IZ-

1625 nos valores de pH anteriormente mencionados. 

Quanto ã alteração no pH produzida pelos microrganismos pode

se salientar que, de um modo geral, o abaixamento indica a produção de ãci

dos orgânicos e a reação do dioxido de carbono com hidrõxido de sõdio, en

quanto que o aumento indica a liberação de amônia no meio. 

A queda brusca produzida pelo!::.:__ niger IZ-9 em pH 7, 8 e 9 pa

rece indicar haver um maior estimulo de produção de ãcidos por este fungo em 

relação aos demais. Isto, provavelmente, teria favorecido o bom desenvolvi

mento do fungo nesta faixa de pH e indicaria que, na realidade, o melhor pH 
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para o crescimento de� niger IZ-9 estaria em torno de 3. Porêm, hã evi 

cias de que as substâncias 1 iberadas para ajustar o pH para valores em torno 

de 3,7 exercem uma influência direta sobre o crescimento ou indireta induzin 

do a sintese de substâncias estimuladoras de crescimento ou solubilizando 

compostos de modo a liberar ions necessãrios ao crescimento. A importância 

do pH inicial estaria relacionada com a produção dessas substâncias, uma vez 

que em pH 4,valor que mais de aproxima do  pH fina1 em que ocorreu a maior pr� 

dução,houve redução do crescimento. LILLY e BARNETT{1951} atribuem o não 

senvolvimento de Sordaria fimicola em meio de glicose e hidrolisado de casei 

na em pH de 3,6 a 3,8 a um efeito do pH externo sobre o interno a tal ponto 

que houve inibição da sintese de tiamina, para a qual o fungo e auto- sufi

ciente em pH igual ou superior a 4,0, pois a adição da vitamina ao meio de

terminou um crescimento normal e formação de peritêcio. Os autores também 

relatam que a solubilidade de ferro em soluções alcalinas é grandemente au

mentada na presença de ãcidos orgânicos, tais como ácidos cítrico,tartãrico 

e mã1ico. 

Considerando-se os melhores resultados obtidos, os três fun

gos podem ser igualmente utilizados para a produção de massa mice1ia1. Si

milarmente ao encontrado por CHRISTIAS et alii (1975) o Fusarium sp. revelou 

ser um õtimo produtor de biomassa e apresentou ainda a vantagem de se desen 

volver bem em uma ampla faixa de pH, sendo, desta maneira, escolhido para o 

presente trabalho. Entre o�- niger IZ-9 e o A.wentii IZ-1625foi escolhi-

do o primeiro porque o seu comportamento gera1 como produtor de 

mostrou ser melhor que o segundo. 

biomassa 
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Em vista da evidência de que o melhor pH para o crescimento 

do A. niger IZ-9 estã em torno de 3, este valor de pH foi escolhido para os 

testes subsequentes do presente trabalho. Uma outra razão é que em pH ãci

do a disponibilidade de oxigênio é maior que em alcalino e, portanto, os 

custos com aeração são minimizados, quando se pensa em transferir o proces

so para uma escala industrial. Uma terceira razão é que os problemas de 

contaminação são diminuídos quando fungos são cultivados em pH acido, tendo, 

por este motivo, o pH 3 sido escolhido também para o Fusarium sp. 

6.2. Ensaio de Dois Métodos de Desidratação da Folha (Em Estufa a 45°C .e 

Por Liofilização), Quatro Niveis de Raiz e Cinco de Folha de Man

dioca para o Crescimento de Fusarium sp. 

Nas figuras 1 e 2, onde a produção de biomassa (peso seco em 

gramas/litro) em cada nível de raiz é tomada em re1ação aos níveis de folh� 

observa-se a presença de efeitos tõxicos e estimulantes da fo1ha, em deter

minados níveis, sobre o crescimento do Fusarium sp. No entanto, estes efei

tos não parecem ser exclusivamente da folha ) mas de uma interação comp1exa 

entre folha e raiz. Esta hipótese e reforçada quando o peso seco em cada 

nível de folha e tornado em função dos níveis de raiz (Figuras 3 e 4). Num 

mesmo nível de raiz houve queda de produção para um determinado nível de 

folha e aumento para outros. 

Acredita-se na possibilidade da presença de fatores que afe

tam o crescimento tanto na fonte de carboidrato como na de nitrogênio, os 

quais não foram destruídos pelos processos de desidratação. Em determina-



dos níveis estes fatores estimulariam a produção e, ao atingirem 

incompatibi1ização surgiria um efeito inibitõrio. 

105. 

s 

No ensaio subsequente, em que foram testados níveis raiz 

com 0,5 a 2,0 gramas de carboidrato por cento e de folha com 0,16 a 0,32 

gramas de nitrogênio por cento para a folha liofilizada e de 3,5 a 5,5 gra

mas de carboidrato por cento fixando a folha no nível correspondente a 0,16 

gramas de nitrogênio por cento para a folha desidratada em estufa, o nao 

crescimento do fungo em todos os tratamentos pode ter resultado uma 

teração na constituição genética do fungo durante as repicagens sucessivas 

em meio de malte. 

[ possível que a linhagem selvagem isolada de raiz maa 

dioca, utilizada anteriormente, fosse 

adaptãve1 a diversos meios de cultura. 

heterocariõtica e, portanto, mais 

Dois núcleos diferentes 

cãrio podem ter se fundido para formar um diplÕide heterozigõtico, o qual 

pode ter se multiplicado simultaneamente com o núcleo hap1Õide, mantendo a 

condição heterocariõtica. Pode ter havido separação dos núc1eos plÕide e 

hap1Õides, levando ã formação de micelios diplõide homocãrio,haplõi ho

mocãrios e/ou heterocãrios. Possivelmente, o meio de malte ofereceu con

dições de crescimento para todos os micelios produzidos, havendo eçao em 

favor daquele que apresentou menor complexidade. Durante a repi para 

manutenção do fungo em meio de malte e possivel que se tenham tomado seto -

res hap1Õides com núcleos deficientes para sintese de certas enzimas ou 

fatores de crescimento. Utilizando-se inõculos provenientes destas colô -

nias para crescimento em meio de folha e raiz de mandioca e possível que 
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este meio não tenha suprido a deficiência apresentada pelo microrganismo, o 

qual se tornou, então, incapaz de se desenvolver. 

A presença de um g1ucosideo cianogênico em mandioca relativa

mente estãvel poderia ter sido também uma das causas para o resultado obti

do. VUAFLART (1909),citado por JOHNSON e RAYMOND (1965),descreve a presença 

de dois glucosídeos cianogênicos em mandioca, um dos quais libera ãcido ci

anídrico quando moída em ãgua e é decomposto por emulsina ou por ãcido hi

droc1Õrico, enquanto que o outro pode ser hidrolisado por ãcido hidroclõri

co, mas ê estãve1 em tratamento com emulsina e quando a mandioca ê moída 

com ãgua. E possível que o processamento a que foram submetidas as folhas 

e raizes de mandioca, no presente trabalho, tenha eliminado a maior parté, 

senão totalmente, do glucosideo cianogênico mais instável. No entanto, o 

mais estãve1 pode ter permanecido no meio e durante a autoc1avagem ter sido 

hidrolisado, deixando o meio com ãcido cianidrico dissolvido e produzindo 

uma atmosfera saturada com o ãcido. Para que um microrganismo sobreviva em 

tais condições e necessãrio que ele utilize o cianeto como fonte de carbono 

e/ou nitrogênio (IWANOFF e ZWETROFF, 1936; YOUATT, 1954; WARE e PAINTER, 

1955; RANGASWAMI e BALASUBRAMANIAN, 1963; STROBEL, 1964, 1966 e 1967 ; DUN-

NILL e FOWDEN, 1965; FLOSS et alii, 1965; ALLEN e STROBEL, 1966; STAFFORD 

e CALLELY, 1969; CASTRIC e STROBEL, 1969; BRYSK e RESSLER, 1970; MUNDY et 

alii, 1973; e KNOWLES, 1976) ou para sinteses de vitamina B
12 (TRELAWNY et

a1ii, 1956) ou, ainda, que seja capaz de produzir as enzimas necessãrias ã 

respiração cianeto-resistente (MIZUSHIMA et a1ii, 1959;  MIZUSHIMA e ARIMA, 

1960; MIZUSHIMA et a1ii, 1960; ARIMA e OKA, 1965; OKA e ARIMA, 1965; SKOW-



RONSKI e STROBEL, 1969; MCFETERS et alii, 1970; LAMBOWITZ e SLAYMAN, 1971 ; 

SAUER et alii, 1973; WESTON et alii, 1974; ASHCROFT e HADDOCK, 1975; NIVEN 

et alii, 1975; e KNOWLES, 1976). Possivelmente o micêlio com nücleo ha-

plÕide, utilizado como inõculo, perdeu a capacidade de realizar uma ou mais 

destas atividades, as quais são pré-requisitos para o processo de desintoxi 

cação do cianeto. 

6.3. Ensaio de Dois Métodos de Desidratação da Folha (Em Estufa a 45QC 

e Por Liofilização), Quatro Niveis de Raiz e Cinco de Folha de 

Mandioca para o Crescimento de Aspergillus niger IZ-9 

Analisando-se o comportamento geral do Aspergillus niger IZ-9 

nos dois metodos de desidratação da folha testados, verifica-se que a esco -

lha do melhor mêtodo depende da maneira como se determina o crescimento. 

Quando medido em termos de peso seco a desidratação em estufa mostrou - se 

ser melhor, ao contrãrio do observado quando o crescimento foi estimado em 

relação ã produção de proteína bruta, onde a liofilização apresentou melhor 

resultado. A discrepância destes resultados parece revelar haver um efeito 

dos dois métodos de desidratação da folha sobre a fisiologia do microrganis

mo. Como a medida do peso seco não leva em consideração o número de ce1u1as, 

mas o peso das mesmas,qualquer fator que estimule a produção de determinadas 

substâncias no interior das células, tais como polissacarideo, gordura ou 

outras, leva a um aumento no peso seco. Neste caso, a folha desidratada em 

estufa parece estimular mais a produção destas substâncias que a lifiliza 
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da, Por outro lado j hã interferência dos níveis de folha e raiz sobre as 

produções, Assim, em determinadas combinações desses fatores, às produções 

obtidas com a folha desidratada em estufa, tomadas tanto em peso seco como 
':,i 

em proteína bruta não diferiram das melhores obtidas com a folha 1iofi1iza-

da (Tabela s  20 e 24), 

Tomando-se o crescimento do microrganismo em peso seco nos 

níveis de folha em relação aas níveis de raiz o comportamento nos niveis ze

ro ( O $04 gramas de nitrogênio por cento) e dois (O� 12 gramas de nitrogênio por 

cento) de folha, tanto para o método de desidratação em estufa (Figura 7) 

como para a liofilização (Figura 8), foi similar parecendo indicar que pro

vavelmente os fatores que interferem no crescimento presentes na folha desl 

dratada em estufa são os mesmos da folha liofilizada. No nivel zero de fo

lha as produções aumentaram ã medida que os níveis de raiz cresceram,enqua!!_ 

to que no nfvel dois a resposta foi inversa parecendo indicar que os fato

res existentes nas folhas interagem com outros presentes na raiz. No nível 

três de folha (0,16 gramasde nitrogênio por cento) desidratada em estufa o 

fungo não respondeu aos níveis de raiz i enquanto que para a folha liofiliz! 

da o crescimento foi semelhante ao produzido no nivel dois. sendo, porêm i i!!_ 

ferior. As diferenças entre as produções nos niveis dois e três de folha 

liofilizada foram aumentando imedida que cresciam os níveis de raiz, pare

cendo mostrlt"um possivel efeito de substâncias inibitôrias presentes na fo

lha e sua interação com fatores presentes na raiz ou a presença de fontes 

de carbono disponíveis nas folhas, desequilibrando a relação carbono/nitro

ginio. 
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Analisando-se o peso seco nos níveis de raiz em função dos ni 

s de folha observa-se que para a folha desidratada em estufa (Figura 5) 

houve um estimulo no nível dois de folha em relação aos níveis zero, um e 

dois de raiz. Poder-se-ia pensar que este estimulo tivesse se dado por um 

ajustamento da relação õtima raiz/folha para o crescimento do microrganismo, 

porem esta hipõtese e pouco provãvel uma vez que aumentando-se o nível de 

raiz para três a concentração Õtima de folha para manter uma relação próxi

ma das melhores relações obtidas deveria ser acima do nível dois se apenas 

a relação raiz/folha estivesse influindo na produção. Entretanto, para es

te nivel de raiz o pico de produção se deu no nivel um de folha. O simples 

fato de três níveis de raiz apresentarem produções mãximas no mesmo nível 

de folha jã indica que a relação raiz/folha não ê o único fator responsãvel 

pelo aumento ou queda de produção. Para a folha liofilizada (Figura 6) ve

rifica-se também que esta relação não ê mantida. t importante observar, 

neste caso, o deslocame·nto dos picos de produção mãxima nos niveis crescen

tes de raiz no sentido decrescente dos níveis de folha. Esta mesma tendên

cia foi detectada para a folha desidratada em estufa, porem nao tão acen

tuada. Isto reforça a hipõtese da presença de fatores inibidores nas fo

lhas, tais como alguns aminoâcidos em determinadas concentrações, o que es

tã de acordo com o encontrado por ROBBINS e McVEIGH (1946), ou outros fato

res presentes tanto na raiz como na folha, ou, ainda, alteração na relação 

carbono/nitrogênio devido ã presença de fontes de carbono disponíveis nas 

folhas. 

Comparando-se o crescimento do fungo nos níveis de folha em 

função dos niveis de raiz medido em peso seco, tanto para folha desidratada 
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em estufa (Figura 7) como para folha liofilizada (Figura 8), com a produção 

em proteína bruta para folha desidratada em estufa (Figura 11) e folha lio-

filizada (Figura 12), respectivamente, observa-se que os fatores que afetam 

o desenvolvimento do fungo quando medido em peso seco podem também alterar

a produção de proteína bruta, embora não necessariamente os niveis de folha 

que acarretam uma alteração na variação do peso seco levem ã mesma variação 

na produção de proteína bruta. Assim, onde o nível zero para folha desidr! 

tada em estufa (Figura 7) e liofilizada (Figura 8) foi mantido, o peso seco 

foi aumentando ã medida que se elevou o nível de raiz. Esta variação nao 

foi observada quando se mediu o teor de proteína bruta (Figuras 11 e 12). 

No nive1 três de folha desidratada em estufa não houve variação no peso. S! 

co em função dos níveis de raiz (Tabela 18), porém a produção de proteína 

bruta apresentou uma queda gradativa ã m edida que aumentaram os niveis de 

raiz ( gura 11), parecendo indicar que a queda de proteína deve ter sido 

compensada pela síntese de outras substâncias. No nívei dois de folha de-

sidratada em estufa o comportamento do fungo em termos de peso seco ê simi

lar ao comportamento em relação ã produção de proteina bruta. O mesmo acon 

tece para os níveis dois e três da folha liofilizada. Isto poderia indicar 

que a redução no crescimento quando se aumentou o nivel de raiz foi, possi

velmente, devida ao aumento no numero de celulas ou no teor de proteínas , 

ou,ainda,ambos os fatores. 

As produções de proteína bruta nos níveis de raiz em função 

dos níveis de folha desidratada em estufa (Figura 9) e liofilizada (Figura 

10) não apresentam a tendência de deslocamento dos picos de produção mãxi-

ma detectada em relação ao peso seco. Esta observação pode reforçar a hi 



111. 

põtese de que em determinados niveis de folha o processo de sintese protei

ca ê estimulado, sendo este estimulo aumentado ou diminuído dependendo 

nive1 de raiz. O aumento deste leva a uma faixa mais ampla de 

ximas, porém mais baixas. 

Os aminoãcidos resultantes da hidrÕlise da proteína 

ma

foliar

podem exercer uma ação estimulante sobre o crescimento incorporando=se dir! 

tamente em fragmentos de peptideos durante a sintese de determinadas protei 

nas, através de transaminações para a síntese de outros aminoácidos ou, ain 

da, atravês de reações de desaminação. As transaminações se dão rea-

çoes de aminoãcidos que passam mais facilmente através da membrana ular 

com a.-cetoãcidos presentes no citoplasma resultantes do metabolismo ce·lu

lar. Entre as transaminases mais ativas estão as g1utâmico, alanina e as

partato. Essas transaminases sao capazes de reagir com quase todos os ami

noãcidos proteicos em diferentes ve1ocidades, sendo de se esperar as 

reações onde participam seus substratos especificos sejam mais rãpidas e, 

portanto, mais efic1entes na sintese de outros aminoãcidos. 

A folha de mandioca, por possuir grandes quantidades áci-

dos glutâmico e aspãrtico, certamente desempenha um papel importante na 

sintese de outros aminoãcidos, proporcionando um bom desenvolvimento do mi

crorganismo. Como visto anteriormente, WAKSMAN e LOMANITZ (1925) 

ram que o ãcido glutâmico e um bom estimulador da produção de micélio. o

aumento nas concentrações de certos aminoãcidos da proteína fungica e redu 

ção de outros quando comparados com o perfil de aminoãcidos da proteína fo

liar (Tabela 25) podem ter ocorrido em consequência de reações de transami-

nação e desaminação. Um determinado aminoãcido reagindo com os ãcidos a-
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cetog1utãrico ou oxaloacêtico, reaçoes catalisadas pelas g1utâmico ou as -

partato-transami na ses, respectivamente, resulta rã na formação de ãci dos gl � 

tâmico ou aspãrtico. O a-cetoãcido formado deve ser degreqado para que 

não ocorra reversibilidade ou sintese de aminoãcido transaminado, mantendo, 

assim, um nivel õtimo de aminoãcidos exigido pela célula fÜngica, o qual 

nao necessariamente e o mesmo exigido pela cêlula vegetal. 

O fato do ãcido glutâmico ser especificamente permeãvel ã me� 

brana mitocondrial interna e na matriz sofrer reações de transaminação e de 

saminação revela a importância deste aminoãcido em processos metabólicos es 

senciais ao desenvolvimento do microrganismo. O ãcido a-cetoglutãrico 

produzido nestas reações pode se incorporar ao cic1o dos ãcidos tricarboxi

licos e, atravês de oxidações sucessivas, fornecer um ganho energêtico de, 

pelo menos, nove moles de fosfato de a1ta energia, se a reação de formação 

do ãcido a-cetog1utãrico for uma transaminação,ou, pelo menos, doze se for 

uma desaminação. Se o ãcido oxaloacetico produzido se desviar para a for-

mação de ãcido piruvico e este for completamente oxidado, o ganho energéti

co sera, então, de 25 moles de fosfato de alta energia, no caso da transami 

nação, ou 28, na desaminação. 

Tendo sido a melhor produção obtida no menor nível de raiz 

testado, tanto medida em peso seco como em proteina bruta, quer para folha 

desidratada em estufa quer liofilizada, e possivel que reduzindo-se ainda 

mais o nivel de raiz, ou ate mesmo eliminando-a totalmente, uma maior prod� 

ção seja alcançada. 
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6.4. Curva de Crescimento do�� ergillu� niger IZ-9 em Meio de Raiz 

(1,5 gramasde Carboidrato_ por Cento) e Folha (0�12 �r��de Ni

or Cento de Mandioca Desidratada em Estufa a 45QC 

Pelos resultados alcançados observou-se que o teor de proteí

na do micêlio atingiu uma estabilidade a partir de 60 horas (Tabela 31 e F! 

gura 14), mostrando que a produção de proteina em 84 horas, ou seja, no ini 

cio da fase estacioniria (Tabela 30 e Figura 13) equivalei produção na me

tade da fase exponencial. Isto concorda com os dados de CHRISTIAS et alii 

(1975) que encontraram resultados similares com uma linhagem selvagem de 

Aspergi11us niger IZ-9 e seu mutante 70 , Fusarium oxysporum, Fusarium mo

niliforme e Candida tropicalis. 

Estes resultados podem indicar também que o aumento no peso 

seco a partir de 60 horas se deve não ã sintese de proteínas, mas ao acumu

lo de outras substâncias. 

Deve-se salientar que o tempo necessãrio para a mãxima produ

ção obtida pode ser reduzido se o inôcu1o for previamente cultivado em meio 

de raiz e folha de mandioca, nas condições ótimas estabelecidas no presente 

trabalho, e utilizado em quantidades Õtimas a serem determinadas, 
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7, CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem conc1Úir 

o seguinte:

7.1. Folhas de mandioca podem ser utilizadas como fonte de nitrogênio pa

ra o crescimento de microrganismos, conforme ficou demonstrado pelo 

uso da variedade IAC-Jaçanã (x - 352-7). 

7.2. Dentre as culturas ensaiadas, o Aspergillus niger IZ-9 mostrou desen 

volver-se bem em meio de raiz e folha de mandioca, em quantidades S!!.

ficientes para fornecerem 1 ,5 g % de carboidrato e 0,12 g % de nitro 

gênio, respectivamente, em pH 3 A mãxima produção de biomassa foi 

atingida a partir de 84 horas e a de proteína bruta a partir de 60 

horas, sendo utilizado um inõculo de 5 mm de diâmetro, proveniente 

de culturas com 4 dias de idade, para 50 ml de meio. 
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7.3. Apesar.da désidratação da folha de mandioca em estufa a 45QC ter re

duzido o teor de treonina, quando comparada com a 1iofi1ização, 

ceu melhores condições de crescimento para o Aspergillus niger IZ-9 , 

chegando a resultar num aumento de quase 100% no teor de alguns amin� 

ãcidos essenciais como a prõpria treonina,que atingiu níveis equtva -

lentes ao da folha liofilizada,e a metionina,que alcançou nível supe

rior ao da mesma. 
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The objectives of the present study were; 

1. to investigate the utilization of cassava leaves as a source of nitro

gen by microorganisms;

2. to establish some optimal conditions for this purpose; and

3. to detennine the effect of the process on the profile of aminoacids.

The results showed that cassava leaves may be utilized as a 

source of nitrogen for microorganisms. Three microorganisms were tested .: 

Aspergillus niger IZ-9 , Aspergillus wentii IZ-1625 and Fusarium sp. Of 

these, Fusarium sp. was the one which produced the most biomass in one 

of the tria1s. However, it proved to be unstable, since in a subsequent 

trial it did not present any growth. For this reason, it was discarded. 

When comparing Aspergillus niger IZ-9 with Aspergi11us wentii IZ-1625, the 

first showed better behavior in all trials, so it was the microorganism s� 

1ected. Two methods of dehidrating leaves were tested for this fungus 
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(in an oven at 45QC and by 1iofi1ization). Better results were obtained 

in the oven dehidration process, Utilizing this process, it was determi 

ned that good microorganism development is achieved at pH 3 , in cassava 

1eaves and root media, at concentrations which were sufficient to provide 

0.12 g of nitrogen per cent and 1.5 g of carbohidrate per cent, Maximum 

production of b1omass was attained from 84 hours on, and of crude protein 

from 60 hours on, when 5 mm diameter inocu1ums of 4-day old cultures were 

used for 50 ml of media. With regard to the profí1e of essential amino

acids 1 cassava leaf dehidration in an oven at 459 C considerably reduced 

the content of treonine, as compareci to 1iofi1ization. ln spite of 

this, it offered better growth conditions for Aspergi11us niger IZ-9 , r! 

sulting-in-anim:rease-rrfalmost 100%- in conferil-of some essential amino

acids, such as treonine itself, that attained levels equivalent to that 

of the 1iofilized 1eaf, and metionine 1 which reached a higher level than 

that of liofilized 1eaf. 
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