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Residuos industriais do processamento de
mandioca e batata foram utilizados como
substrato na produgdo de biomassa e
metabdlitos do fungo Volvariella
volvacea. Trés cepas de V.volvacea (LPB
68, 59, 77) foram cultivadas em meio
contendo 2,4% (p/v) de refugo de batata e
1,6% (p/v) de bagago de mandicca (meio
RBBM, em placas de Petri). Seu desempenho
foi avaliadc medindo-se a velocidade de
crescimento radial e a produgdo de
biomassa. A cepa LPB 77 apresentou o
malor desenvolvimento no meio RBBM
(condigdes de fermentagdc: temperatura de
32°C, pH 6,5 e suplementagdo ccm 1 g/L de
(NH4)2S804 ou KNO3). Estas condigdes foram
transpostas para o estudo cinético da
fermentagdo submersa. Apds 12 dias de
fermentagao, 80 % do aglGcar presente no
meio foi consumidc para produzir biocmassa
e metabdlitos. A concentragdo de biocmassa
foi de 5,8 g/L. Em fermentagdo submersa o
V. wvolvacea produz 4&cido léctico na
concentragdo de 2,8 g/L, como principal
metabdlito durante seu crescimento.
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1 INTRODUGAO

No Brasil, o cogumelo ainda & considerado alimento de luxo,
devido ao custo elevado, a pouca disponibilidade do produto
no mercado e a falta de habito de consume (6). Entretanto
considerando seu elevado valor nutricional e dietético
estudos visando reduzir o custo e aumentar sua produgdo tém
se intensificado nos ultimos anos. En outros paises, a
produgdc em grande escala j4 & um processo econdmico com
éxito, mas a principal restrigio é a resisténcia dos
consumidores em aumentar seu consumo na dieta alimentar
21

Entre as espécies de cogumelos comestiveis, o V. volvacea
apresenta como caracteristica seu répido crescimento, sendo
boa fonte de alimento protéico e de carboidratos.
Normalmente, contém de 20 a 40% de proteina em base seca

(3}

A produgdo de micélio (inéculo semente) em grande escala e
a baixo custo pode ser obtida por fermentagdoc submersa (2).
Neste trabalho, utilizou-se residucs agro-industriais para
a obtencdc do fungo V. volvacea por fermentacgao submersa,
visando a produgdo de biomassa protéica, inéculo-semente
(“spawn”) bem como avaliou-se os metabdlitos produzidos
durante a formagac da biomassa.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL
2.1.1 Matéria-prima

0 refuge de batata (tubérculos sem padrao comerclal) foi
fornecido pela empresa Classificadora de Batatas COMERCIAL
AGRICOLA COBAGE LTDA., Curitiba-PR. Selecicnou-se o
material no Laboratério de Processos Biotecnolégicos (LPB)
manualmente. Os tubérculos foram lavados, fatiados e secos
em estufas (50 a 60°C), durante 24 horas. 0 material seco
foi entdo moido em moedor de café e tamizado. A fragéo
retida entre 0,84 mm e 2 mm fol utilizada.

0 bagago de mandioca desidratade fol fornecido pela
companhia LORENZ de Quatro Pontes (PR). O material foi
moido de maneira similar ao refugo de batata e a fragédo
retida entre 0,84 mm e 2 mm fol selecicnada.
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2.1.2 Microrganismos

Utilizaram-se trés cepas do fungo basidiomiceto V. veolvacea
(LPE 08,59, 77) pertencentes ao Laboratdrio de Processos
Bictecnoldgicos - UFPR.

2.2 METODOS
2.2.1 Selegdo das Cepas em Meio Sélido

a4 capacidade das diferentes cepas de V. volvacea em
utilizar o refugo de batata e bagago de mandicca (RBEM)
como substrato foi avaliada através de seu crescimento em
placa de Petri. Mediu-se a velocidade de crescimento radial
e a produgdo de biomassa. 0 meio, a base de refugo de
batata (2,4% p/v) e de bagaco de mandicca (1,6% p/Vv)
(RBBM), foi cozide em autoclave por 1 hora a B98°C e
filtrade em malha de nylon de 200 pum. Corrigiu-se o pH do
filtrado para 6 com hidréxido de sédiec (NaQOH}) 3N e o
residuo da filtragdo foi descartado. Adicionou-se ao
filtrado 15 g/L de &gar e esterilizou-se em autoclave a
121°C por 15 minutos. A seguir distribuiu-se o meio de
cultura em placas de Petri (20 mL/placa) estéreis, de 85 mm
de diametro. Para a inoculagio utilizou-se o micélio em
fase avangada de crescimento. As placas foram a seguir
incubadas a 32°C por 6 dias. BAvaliou-se o crescimento
radial de cada cepa pela medida sucessiva do diametro da
colénia até a borda da placa (9). Determinou-se a biomassa
produzida por gravimetria, de acordo com SOCCOL (9), apds
fusic do meio gelosado. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata.

2.2.2 Estudos Fisiolfgicoes

Avaliou-se o efeito de diferentes fatores, ou seja, PpH
(ajustade na faixa de 3 a 9, com NaOH 3N efou HCl 1N},
temperatura (5 a 40°C) e agdo de diferentes fontes de
nitrogénic (suplementagic de 1 gfL de KNO3, (NHg)2504,
peptona, extrato de levedura e soja).

2.2.3 Fermentagdo Submersa

Preparou-se o meio de cultura RBBM liguido de maneira
similar ao descrito em 2.2.1, mas sem a adigdc de &gar. O
pH feoi ajustado para 7,0 com NaOH 3M. © meic foil inoculado
com cinco discos de 5 mm de uma cultura de V. volvacea LPB
77 crescida em &gar Dextrose Batata. A fermentagio foi
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efetuada em Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio
por frasco, pelo periodo de 12 dias, a 32% e 100 rpm. 08
frascos inoculados foram amostrados em intervalos de trés
dias em duplicata. Determinou-se os teores de protelnas,
dcido lactico, agilicares totals e agiicares redutores, bem
como a biomassa produzida, pH final e a atividade de a-
amilase.

2.2.4 Analises

0 teor de proteinas foi determinado por Kjeldahl (5).
Estimou-se a produgdo de biomassa apés dessecagdo. 0 pH fol

verificade de acordo com SOCCOL et al. (8), os aglcares
totais pelo método da hidrélise &dcida, segundo a AOAC (1) e
os aglcares redutores por SOMOGYT (10 Mediu-se a

atividade de u-amilase pelo método descrito por (8). O teor
de Acido lactico fol determinado por cromatografia em fase
liquida, apés clarificagdc das amostras por centrifugagio
seguida de filtragdo em filtros de 0,45 pum. Usou-se coluna
BIO-RAD Aminex HPX 87H, detectores de refratometria e
ultravieleta a 210 nm; como solvente/eluente: Hp50; 5mM

(0,6 mL/min.); pressic de 800-%00 P51 e volume injetado de
40 ul.
3 RESULTADOS E DIScUssio

3.1 SELEGAC DAS CEPAS

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos com as trés cepas
de V. volvacea investigadas. A cepa LPB 77 apresentou
melhor crescimento em Agar RBEM em relagdo aos parametros
avaliados (crescimente radial e biomassa formada). Esta
cepa fol selecicnada para a continuidade dos ensaios, por
apresentar melhor desempenho em assimilar os dois reslduos
(RBBM) .

3.2 ESTUDO FISIOLOGICO DO CRESCIMENTO

0 efeite dos principais pardmetros do crescimento da V.
volvacea LPB 77 em &gar RBBM em placas de Petri foi
avaliado em termos de crescimento radial (expresso en
mm/dia) e de biomassa preoduzida (expressa em mg/20 mL de
meic).
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TABELA 1 - SELEGAO DE CEPAS DE Volvariella CAPAZES DE
CRESCER EM MEIO A BASE DE REFUGO DE BATATA E
BAGAGO DE MANDIOCA (RBBM)

2 CEPA CRESCIMENTO RADIAL BIOMASSA PRODUZIDA
(mn/DIA)* (mg/20 mL)*

V. volvacéa LPB 08 11,6 454

V. vehvacea LPB 59 10,8 42,4

1 vohacea LPB 77 12,5 65.1

* média das repeticdes.

3.2.1 Efeito do pH

0 fungo mostrou-se incapaz de crescer satisfatoriamente nos
extremos de pH estudados (pH < 4 e pH > 8) (Figura 1). Os
melhores resultados foram obtidos na faixa entre pH 6,0 e
7,0. Esses resultados confirmam os estudos obtidos por
CHANG-HO & YEE (4) wusande o meio Agar Batata-Dextrose,
enrigquecido com peptona, onde o fungo V. volvacea obtém
elevado crescimento micelial com pH 6,0.

FIGURA 1 - INFLUENCIA Do PH NO DESENVOLVIMENTO Do
V. volvacea LPB 77 EM MEIO RBBM
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3.2.2 Efeitc da temperatura

A temperatura ideal para o desenveolvimento do V. veolvacea
LPB 77 ficou em torno de 32°C (Figura 2). Temperaturas
inferiores a 28¢C inibem o crescimento e a produgdc de
biomassa, enguanto gue temperaturas superiores a 32°C
inibem apenas a produgcdo de biomassa. Enguante o
crescimento radial mantém-se, a espessura do micélio
diminui, o gue acarreta diminuigdc na densidade da biomassa
produzida. Resultados semelhantes foram observados em
estudos fisiolégicos envelvendo cepas de fungos do género
Rhizopus (9). Neste caso, aumentos na concentragdo de COp
resultavam em micélics com alta velocidade de crescimento
radial, mas menos densos, com consegliente diminuigido da
biomassa produzida. De fato, ocbservou-se que em
temperaturas superiores a 32°C a densidade micelial
apresentou redugido significativa.

FIGURA 2 - EFEITO DA TEMPERATURA NO DESENVOLVIMENTO DO
V. volvacea LPB 77 EM MEIO RBBM
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3.3.3 Efeito da suplementagdc do meioc RBEM com diferentes
fontes de nitrogénio

24 suplementagic em nitrogénio em Agar RBBM exerce
influéncia positiva no desenvolvimento do microrganismo
(Tabela 2).

TABELA 2 - INFLUENCIA DO TIPO DE FONTE DE NITROGENIO NO
DESENVOLVIMENTO DE V. volvacea LPBE 77 EM RBEM.

FONTE DE CRESCIMENTO RADIAL  BIOMASSA PRODUZIDA
NITROGENIO (mmjdia)* (mg/20 mL)*
Sem suplementagao 6,46 30,42
(NH )50, 13,1 67,88
Soja 6,5 30,62
Fxirate de levedura 9,8 36,38
KNO: 13,2 69,48
Pepiona 7.3 39,2

* média das repeticdes.

0s melhores resultados foram obtidos com KNO3; e (NHg)504.
Da mesma forma, a suplementagio com peptona, levedura e
soja resultou em desenvelvimento mais pronunciade gque o
verificadoe no meic sem suplementagdo, porém inferior ao
meio A&gar ERBBM suplementade com KNO3 e(NHg)2504, Segundo
OFOSU-ASIEDU et al. (7), vdrios estudos tém demonstrado que
V. wvolvacea responde melhor ao nitrogénic orgdnice que aco
inorgédnice, sendo os melhores rendimentos obtidos em meios
contendo nitrato de potassio (ENO3).

3.3 CINETICAS DE CRESCIMENTC DO V. volvacea LPB 77 EM
FERMENTAGCAD SUBMERSA EM INCUBADOR TIPO “SHAKER”

A evolugio de virios parametros da fermentagio submersa do
V. volvacea em meio RBBEM estd apresentada nas Figuras 3, 4
e 5,
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Quanto aos ag¢lcares totails (Figura 3), observa-se gue no
tempo zero o teor & de apenas 16 ¢g/L. De fato, o meio RBBM
foi formulado com 4% (p/v) de residuos amilaceos, contendo
em mé&dia 75% de amide. Entretante, verificou-se que,
durante a preparacgdo do meio, aproximadamente 50% do amido
permaneceu ligado ao residuo sdélido descartade apds
filtragdo. Com a evolugdc da fermentagdo, aproximadamente
90% do teor real de amido foi consumido apds 12 dias. Ja o
teor de aclcares redutores sofreu aumento significativo
entre o tempo zerc e 3 dias (de 1,15 g/L para & g/L},
devido & hidrélise do amido, e depols sofreu redugdo.

FIGURA 3 - CINETICA DO CONSUMO DE ]\QﬁCBRES E DA ATIVIDADE
DE a-AMILASE FOR V. volvacea LPB 77 EM MEIO REBM
LIQUIDO
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A produgdo de o-amilase fol lenta nos primeiros 6 dias
(Figura 3) e intensificou-sze em seguida, (maxima aos 12
dias de fermentacgdc), garantindo o fornecimento de acglcares
fermentesciveis &s células.
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Apés 12 dias de fermentagdio, o desenvolvimente do fungo
resultou numa concentracgdo de biomassa de 5,8 g/L (Figura
2). Observa-se gue o aumento do teor de proteinas foi
proporcional & produgioc de biomassa.

B producac de acido lictico atingiu seu maximo no sexto dia
de fermentacdc (Figura 3), sofrendo ligeira gueda para
estabilizar-se & partir do 9° dia. O pH sofreu redugdo de 2
pontos apdés 6 dias de cultura, em fungdo da produgdo de
acidos organicos. Este aspecto pode vir & ser interessante
para o desenvolvimento de aplicagdes industriais, porgue a
diminuigdo do pH do meio reduz os riscos de contaminagdo
bacteriana.

FIGURA 4 - CINETICA DA PRODUGAO DE BIOMASSA E PROTEINAS POR
V. volvacea LPB 77 EM MEIO RBEM LIQUIDO
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4 CONCLUSAO

0s resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir
que o meio a base de refugo de batata e bagago de mandieca
pode ser utilizade pelo fungo para © seu crescimento e
produgdc de biomassa. A cepa gque apresentou maior
crescimento em meic sélide RBBM foi a LBP 77. O pH &timo
para o desenvolvimento situa-se na faixa de 6 a 7 e a
temperatura o6tima & de 32°C. A adigdo de KNO3 ou (NHg)3S50,
levou a maior produgic de bicmassa (superior a
65 mg/placa). Quando transposta para meio RBBM liguido, a
fermentag@io do V. volvacea LBP 77 resulta na producio de
5,8 g/L de biomassa apds 12 dias. Estes resultados podem
contribuir para a produgdc de infculo-semente “spawn”,
reduzinde o custo da produgio do V. volvacea.

FIGURA 5 - CINETICA DA PRODUGAO DE AcCIDO LATICO E DA
DIMINUICAO DO pH DURANTE A FERMENTAGAO POR
V. volvacea LPB 77 EM MEIO RBBM LiQUIDO
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Abstract

Industrial solid residues frem cassava and potato processing were used
as substrate to produce starch production Volvariella volvacea edible
mushrooms. Three strains of V. volvacea(LPB 08, 59, 77) were cultivated
in a 2.4% (w/v) declaseified potato and 1.6% cassava bagasse mix (RBBM
medium), in Petri dishes. Their performance was evaluated by measuring
rate of radial growth and biomass producing. LFB 77 showed higher
development in RBBM medium (growth conditions: temperature 32¢C, pH 6.5
and 1g/L of (NH4)2504 or KNO3). This conditions were employed to
submerged fermentation kinetic assays. After 12 days fermentation, 80%
of medium carbohydrates were consumed to produce biomass and
metabolites. Biomass increase was of 5.8 g/L. Lactic acid was the major
metabolite preduced in submerged culture (2.8 g/L).
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