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1. INTRODUGZO

A producdo de microrganismos como fonte de proteina tem
sido considerada wuma potencial contribuigao para o aumento da dis
ponibilidade de alimentos protéicos, visando amenizar a caréncia
de proteina a que est3o submetidos grandes contingentes de popula-
¢8o0. Essa produgdo apresenta incontestdveis vantagens em confron-
to com as formas convencionais de obtencdo de alimentos protéicos,
pois os microrganismos independem de condigl3es climdticas para seu
desenvolvimento, crescem com grande rapidez e produzem com incom-
pardvel eficiéncia proteina de boa qualidade, requerendo para isso
apenas instalac¢les industriais, cujas dreas ocupadas s3o negligen-
cidveis no confronto com as necessirias para a produgdo convencio-

nal de alimentos protéicos.

Desde a Segunda Guerra Mundial, leveduras vém sendo uti-
lizadas na suplementacgdo de alimentos. Mais recentemente, inves-
tigando-se a possibilidade de substituir-se, no preparo de alguns
alimentos, o corpo de frutificacdo de cogumelos por seu micélio,
desenvolvido em cultura submersa, revelou-se a grande capacidade
destes microrganismos em produzir proteina micelidl, em inudmeros

residuos industriais.

Atentando para o importante problema do descarte de vi-
nhaca daé industrias produtoras de élcpo]. de milho, procuramos,
neste trabalho, investigar a adequacidéde desse residuo no desen-
volvimento de micélio de cogumelos, com vistas'a sua potencialida-

de como fonte de proteina.
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0 crescimento de micélio de cogumelos, em cultura sub-
mersa, foi obtido pela primeira vez por LAMBERT (1938) estudando o

cultivo de Agaricus campestris, na forma de corpo de frutificacdo.

HUMFELD (1948), atentando para o potencial econdmico que represen-
taria o miqélio de cogumelos como substituto do corpo de frutifi-
cac8o, considerou a conveniéncia da utilizac8o de residuos indus-
triais como substrato para o crescimento de micélio de cogumelos

em cultura submersa. Utilizando uma variedade de Agaricus campes-—

tris, wusada na produgdo comercial do corpo de frutificagdo, o au-
tor obteve rendimentos de até 60% por peso de acgucar consumido, em
meios de cultura contendo suco de talos de aspargos ou suco de re-
siduo de indidstria de peras. Confrontando a composicdo quimica do
micélio assim obtido, com amostras de cogumelos comercializados,
verificou teores de proteina e gordura maiores no micélio de cogu-

melo do que no corpo de frutificacdo.

Em trabalho posterior, HUMFELD e SUGIHARA (1949) procura
ram obter dados mais completos sobre as exigéncias nutricionais do

micélio de Agaricus campestris, utilizando meio sintético contendo

glicose como fonte de carbono. Uma producdo de aproximadamente 20
gramas de micélio por litro, foi obtida apés 4-5 dias de desenvol-
vimento, em cultura submersa. Fontes de nitrogénio, tais como su-
co da prensagem de alfafa, glutamato de sédio, peptona, aminodci-
dos, uréia e hidrdxido de aménio, foram consideradas satisfatdrias
para o desenvolvimento do fungo. ZEmpregando uréia, os autores ve-
rificaram que além de glicose, outros carboidratos como galactose,
manose, frutose, maltose, xilose, arabinose, dextrina, sacarose,

manitol e amido soluvel, proporcionaram bons rendimentos, enquanto
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Em 1951, HUMFELD isolou e estudou 40 linhagens de Agari-

cus campestris. Entre elas, encontrou trés capazes de crescer em

meio liquido aerado e agitado, tendo caracteristicas organoléticas
do corpo de frutificagdo de cogumelo. Cada uma delas podia, entre
tanto, ser distinguida -das outras :por uma-diferenga em-suas carac-
teristicas organoléticas individuais. Essas trés linhagens, em meio
liquido, apresentavam "esporos secundarios", semelhantes aos des-
critos por KLIGMAN (1942), os quais estariam relacionados com a ca
pacidade dessas culturas de se adaptarem em cultivo submerso. Por
haver observado a incapacidade dessas culturas de se desenvolverem
no composto para producdo comercial de corpo de frutificagdo, suge
riu serem as mesmas mutantes espontaneas capazes de se desenvolve-

rem apenas na forma micelial em cultura pura.

Estudos quantitativos das exigéncias nutricionais do micé

lio de Agaricus campestris foram realizados por HUMFELD e SUGIHARA

(1952), em meio sintético contendo 5% de glicose, em cultura sub-
mersa. Neste trabalho foram indicadas as concentracles mais ade-
quadas de nitrogénio, fdésforo, potassio, magnésio, enxofre, ferro
e zinco a serem adicionadas ao meio de cultura, para a maxima pro-
dugdo de micélio com caracteristicas organoléticas semelhantes as
do cogumelo comercializado. Chamou a atencdo dos autores a rapi-
dez de adsimilac3o do fésforo, potdssio, magnésio e enxofre pelo
micélio. Observaram apds o primeiro dia de desenvolvimento, que
todo o fésforo, adicionado nas concentracgdes consideradas ideais,
foi completamente assimilado.pelo micélio, e armazenado para poste
rior utilizacdo durante o desenvolvimento. No caso do potassio,
magnésio e enxofre verificaram que o mesmo n3o acontecia, desde que
ao final do desenvolvimento estes nutrientes foram detectados no

meio de cultura em concentracdes apreciaveis.



BLOCK e col. (1953), estudando uma mutagdo esponténea de

uma linhagem de Agaricus-blazéiqué'diferia da 1linhagem original

pela rapidez de crescimento e péla producido de micélio em cultura
submersa, verificaram tratar-se de uma linhagem apresentando "espo
ros secundirios" semelhantes aos descritos por KLIGMAN (1942). Tais
esporos germinavam em 48 horas, evoluindo apds 72 horas para o que
os autores denominaram de "fragmentos de micélio", os quais evolu-
indo para uma nova hifa contribuiam para uma maior producdo de mas
sa micelial, em confronto com a linhagem original. Estudando a uti
lizacdo de residuos.de citros como substrato para esse mutante, os
autores verificaram, preliminarmente, que a &4gua de prensagem de
citros ndo favorecia o desenvolvimento do microrganismo. Entretan
to, posteriormente concluiram que substidncias tdxicas formadas du-
rante a armazenagem desse residuo sob refrigeragdo, e ndo uma defi
ciéncia em elementos nutricionais do mesmo, eram as responsaveis
pela inibigdo parcial do desenvolvimento. Apesar de ndo identifi-
carem os fatores tdxicos, conseguiram uma producdo satisfatdria
quando utilizaram aquele substrato diluido. A formac3o dos fato-
res tdxicos durante a armazenagem sob refrigeracgdo foi comprovada,
quando utilizando dgua de prensagem recém obtida ou conservada sob
congelamento, obtiveram um crescimento da ordem de 18,8 gramas por
litro, compardavel ao obtido em outros meios de cultura, comumente
utilizados, tais como extrato de malte, 4gua de maceracdo de milho,
etc. Com relac3o a presenca de caracteristicas organoléticas em
micélio de cogumelos, os autores consideraram um problema aguardan
R
do solucdo, uma vez que relacionaram o aparecimento dessas caracte
risticas, a precursosres encontrados nos compostos para producdo de
corpos de frutificacéo porém ausentes nos meios liquidos para pTro

dugdo de micélio.

Estudando um total de 2C espécies de cogumelos, desenvol
vidos em cultura submersa, em meio sintético, SUGIHARA e HUMFELD

(1954) observaram que algumas dessas culturas cuja forma de desen-
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HALBINGER (1954) classificou de excelentes os resultados
obtidos em seus experimentos, quando utilizou o meio sintético re—
comendado por HUMFELD e SUGIHARA (1952) para o crescimento de 1li-

nhagens de Agaricus campestris em cultura submersa. Entretanto, vi

sando o aproveitamento de residuos de destilarias, tais como vinha
¢a de sorgo ou de milho, o autor ndao obteve qualquer desenvolvimen

to das mesmas linhagens.

SZUECS (1954) patenteou um processo para melhorar as ca-
racteristicas organoléticas de micélio de cogumelos desenvolvidos
em cultura submersa. Este processo consiste na adicdo de 2 a 25%
(preferivelmente 4%) de cloreto de sédio ao micélio lavado e seco
até um conteudo de 10 a 20% de matéria seca, seguida de posterior
armazenagem a 400, por 8 dias. O processo foi considerado indepen
dente da agdo ce oxigénio, visto ocorrer tanto em aerobiose como
em anaerobiose. As transformagdes ocorridas foram consideradas de

natureza enzimdtica.

Um processo para producdo de micélio de Morchella escu-

lenta, cogumelo n3o adaptavel aos métodos usuais de exploracio co-
mercial para obtengdo do corpo de frutificagdo, que possui caracte
risticas organoléticas e de fextura superiores aquelas dos cogume-
los cultivados comercialmente, foi patenteado por SZUECS (1956). 0
processo inclui a possibilidade de utilizacdo de fontes de carboi-
dratos tais como melago de beterraba, melago de cana, melago de ci

tros, melago de madeira e extrato aquoso de alcachofras. ‘Foi sa-



lientada pelo autor a importéncia da presenca de particulas de car
bonato ou sulfato de cdlcio, as quais ele denominou de 'material
suporte". Em torno delas o tecido micelial aglomerava-se na forma
de esferas. A presenca do referido "material suporte” permitiu uma
producgdo de micélio, que ultrapassou em dobro aquela obtida na au-
séncia do mesmo. O autor relatou ainda, a capacidade do micélio

de Morchella esculenta de sintetizar as substdncias promotoras de

-seu préprio crescimento, caracteristica n3o observada em outros co
gumelos. Uma andlise do material micelial revelou a presencga de

vitaminas do complexo B e de &cido fdlico.

Estudando o crescimento de 10 culturas de cogumelos, de-
senvolvidas em meio sintético, meio de melagco de beterraba e meio
de licor sulfitico, REUSSER e col. (1958 a) observaram que a compo
sic8o do micélio foi consideravelmente afetada pela natureza do

.meio de cultura. O micélio de Tricholoma nudum, por exemplo, de-

senvolvido em meio sintético apresentou 15% de proteina e 32% de
gordura, enquanto que em meio de melago e em meio de licor sulfiti
co apresentou para proteina e gordura teores de 54,4 e 3%38,7%,e 1,8
e 3,9%, respectivamente. As culturas que apresentaram os mais al-
tos teores protéicos no meio de melago, nd3o produziram os maiores
pesos de micélio e nem foram capazes de uma alta utilizaglo de agi
cares. Relataram os autores que altas concentracgdes de nitrogénio
favoreceram a sintese de proteinas, enquanto que as mais baixas in
duziram a formacdo de gorduras. Salientaram ainda, que todas as
culturas utilizaram-se da frac@o "nf3o agicar" do licor sulfitico,

mals notadamente, o Boletus indecisus.

Posteriormente, os mesmos autores (1958 b), estudaram
mais detalhadamente a influéncia de varios fatores sobre o cresci-
mento, rendimento em proteina e valor nutritivo do micélio de Tri-

choloma nudum., Observando a influéncia das varias fontes de carbo

no na producdo de micélio relacionaram piruvato, xilana, sacarose,

maltose, manose, rafinose, etc., em ordem decrescente de eficién-



wia. Consideraram digno de menglio o fato de substincias normalmen
te presentes em hidrolizados de liguina n3o serem utilizadas pelo

smicrorganismo, embora o corpo de frutificagio de Tricholoma rudum

seja normalmente encontrado em madeira em decewposicdo. Entre as
fontes de nitrogénio estudadas, o tartarato de amdénio mostrou-se a
mais satisfatéria, enguanto que nitratos e uréia causaram um de-
eréscimo no conteudo de proteina wno micélio, alterando também sua
morfologia. Com relacio A concentracdo de fésforo e aos niveis de
aeracido estudados, verificaram gue esses fatores tiveram efeito mé
mimo sobre a producdo de micélio. A faixa ideal de pH foi situada
pelos autores entre 3,5 e 4,5. Os conteudos em aminodcidos da pTo
teina micelial produzida em licor sulfitico e em melago de beterra
ba mostraram-se equivalentes agqueles da levedura alimentar, exceto
o de triptofano, gue se apresentou em concentragdes consideravel-
mente mais elevadas na proteina micelial. Os autores relataram um

nivel de vitamina B no micélio de Trichcloma nudum, suficiente pa-

ra substituir a fonte dessa vitamina na rac3o sintética de ratos,

gquando empregado na concentracio de 5%.

Um processo para producio de micélio de Agaricus campes=—

tris, como substituto de seu corpo de frutificagdo, utilizando meio
de cultura constituido de sais minerais, de xarope de milho como
dnica fonte de carbono ou como fonte parcial do mesmo, e extrato
de levedura ou agua de maceracio de milho como fonte de rnitrogé-
nio, foi patenteado por SZUECS (1958). Constam ainda da patente
sugestGeg para.o uso de outras espécies de Agaricus e outros géne=
ros de cogumelos. Para a obtencio de micélio na forma desejada de
aglomerados esféricos o autor indicou novamente o emprego de sais
de cdlcio e de fdsforo no medio de cultura, como "material suporte™.
0 emprego de outras substdncias também foi indicado para a mesma
finalidade. A utilizac3o de lecitina, e Slecs e gorduras comesti-
veis, segundo o autor, realgariam no micélio, as mesmas caracteris

ticas de aroma e sabor encontradas no cogumelo comercializado. 0]



consumo do micélio ao natural, sua liofilizacdo e utilizacioc nsz
composicdo de sopas ou molhos foram sugeridas ro trabalho, assiz
como a obtengio e utilizac3o da ecssércia de cogumelo, a partir dec
micélio.

Particularmente interessado no desenvolvimento de micé-
lio com caracteristicas organoléticas encontradas no cogumelo co-
mercializado, EDDY (1959) observou que entre 10 culturas de cogume
los cultivadas na forma de micélio, tanto em cultura submersa, co-
mo estaciondria, 9 foram incapazes de apresentar aquelas caracte-

risticas. Somente Coprinus comatus, cultivado durante 3 semanas

em cultura estaciondria em meio contendo fonte complexa de nitrogé
nio, apresentou um forte e tipico odor de cogumelo, o qual persis-
tia mesmo apds liofilizac8o. Seus resultados discordam dos relata
dos por HUMFELD e SUGIHARA (1949) e SZUECS (1954), pois usando os
mesmos microrganismos e idénticas condigdes de trabalho aplicadas
por estes autores, ndo obteve no micélio as caracteristicas organo
1éticas que afirmaram ter conseguido. Procurando comprovar suges-
tdes que lhe ocorreram para explicar a formacdo de caracteristicas

organoléticas er Coprinus comatus, n8o alcangou resultados que con

siderasse satisfatdrios. Preferiu considerar que o desenvolvimen-
to dessas caracteristicas estaria, de alguma forma, ligado com a
producdo do corpo de frutificacdo e que a solucdo deste problema
sé se concretizard quando, identificadas as substincias responsé-
veis por tais caracteristicas, e condigdes de cultura forem estabe
lecidas para que as mesmas aparegam no micélio. Até que isso seja
conseguido, considerou a potencialidade do uso de micélio de cogu-
melo apenas como fonte de proteina de excelente qualidade. Embora

tenha conseguido micélio de Goprinus comatus com odor caracteristg

co de cogumelo, concluiu que a sua producdo industrial seria de e-
levado custo, n3o sé devido a especificidade do meio de cultura,

como também a baixa producdo de massa micelial.



Com vistas aco probtlema de descarte de licor sulfitico,

residuo das inddstrias de celulose, CIRILLO e col. (1960) ideal

ram um processo no qual micélio de cogumelo podia ser produzido em
cultura submersa. Neste processo o referido residuo € utilizado
como substrato, tendo como tratamento prévio, apenas a elimina-
c30 do didxido de enxofre, o que é considerado vantajoso em con-
fronto com o tratamento a que é necessirio se submeter o residuo
para a producdo de levedura e &dlcool. Outras vantagens, reivindi-
cadas pelos autores consistem,na possibilidade da utilizacio do 1i
cor sulfitico sem a necessidade de uma completa esterilizacdo, na
possibilidade da recuperac3o rapida do micélio de cogumelo no meio
de cultura, e na sua facil secagem. As condigdes ideais de cresci
mento do micélio estabelecidas pelos autores ensejaram a possibili
dade de uma fermentac8o continua. A auséncia de caracteristicas
organoléticas no micélio obtido foi considerada como vantajiosa,uma
vez que a suplementagdo de outros alimentos com este material ndo
resultaria em alteracdes de caracteristicas de sabor e aroma. De

nove espécies de cogumelos estudadas, Tricholoma nudum, Collybia

velutipes, Agaricus blazei, e Lepiota naucina foram as que se mos-

traram capazes de desenvolvimento, sobressaindo-se as duas primei-
ras. Os autores afirmaram haver determinado um conteudo de 53%,8%
de proteina de boa qualidade, em massa micelial obtida & razdo de
11 g/1 de substrato apés 8 horas de desenvolvimento, em fermenta-
¢30 cujo indculo foi obtido a partir de um fragmento do corpo de

frutificacio.

O processo para producgdo comercial de Morchella em meio
de cultura liquida, aerado, patenteado por SZUECS (1956) dirigiu o
interesse de GILBERT (1960) ao estudo comparativo das caracteris-
ticas de nove diferentes espécies de Morchella e varias linhagens
dessas espécies, debaixo das mesmas condic¢des de cultura. O autor
relatou vdrias diferencas concernentes a velocidade e temperatura

ideal para o crescimento, formd de desenvolvimento, coloracdo do
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léticas e sua intensidade. O confronto entre a linhagem usada vor

SZUECS (1956), presumivelmente uma Morchella hortensis e a linka-

gem de Morchella hortensis estudada neste trabalho n3o revelou ne-

nhuma diferenca em relac3o ao desenvolvimento de caracteristicas
organoléticas, a forma do micélio e a velocidade de crescimento.
Diferencas de capacidade de producdo de massa micelial entre as
morchelas, foram relacionadas as espécies e linhagens e a composi-
cdo do meio de cultura. As caracteristicas organoléticas do corpo
de frutificacdo sempre presentes no micélio obtido por cultura sub
mersa, segundo sugestdo do autor, seriam geneticamente controladas
em morchelas, sendo presentes em intensidade varidvel no micélio
de todas as espécies e linhagens, independentemente do meio de cul
tura usado para o desenvolvimento. Os resultados apresentados nes
te trabalho em relagio & producdo de massa micelial, foram ligeira
mente desfavoraveis quando confrontados com os obtidos por SUGIHARA
e HUMFELD (1954) e EDDY (1958). A auséncia de esporos secunddrios,
revelados no cultivo de micélio de outros cogumelos, os quais fo-
ram considerados por outros autores (BLOCK e col, 1953; SUGIHARA e
HUMFELD, 1954) como responsaveis por aumento de massa micelial,foi

apresentada pelo autor como vantajosa em Morchella hortensis por

permitir homogeneidade do produto final.

Para diminuir a duracgdo da fase inicial de crescimento,
que no meio sintético de HUMFELD e SUGIHARA (1952) era de 4 a 5
dias, MOUSTAFA (1960) dirigiu sua pesquisa para o uso de meios de

cultura naturais no desenvolvimento de micélio de Agaricus cam-

pestris. Os resultados cbtidos com a utilizagdo de melago de cana
como meio de cultura, revelaram sua ineficédcia na diminuigd3o da re
ferida fase. Paralelamente, a auséncia de caracteristicas organo-
léticas desejaveis, associada ao desenvolvimento de wuma coloragdo
inconveniente no micélio, n3o o recomendava como substrato adegua-

do. Mesmo a suplementacdo de melaco com extrato de levedura, ou



xarope de malte, capaz de aumentar a producdo micelial significan-
temente, com desenvolvimento de caracteristicas organoléticas, ndo
permitiu a pretendida diminuigdao da fase inicial de crescimento,

Num ensaio no gqual Agaricus campestris foi desenvolvido em meio de

malte suplementado com extrato de levedura e glucose, o crescimen-
to inicial pdde ser reduzido para 36 horas, porém com prejuizo da
produgdo de micélio. Deduzindo ser, a pouca produgdo de micélio,
resultado de um desbalanceamento de nutrientes no meio, estudou a
relagdo C:N, concluindo gque quando esta era de 19:1 e 29:1, um cres
cimento substancial era obtido dentro de 24 e 48 horas, respectiva
mente, quando a concentragdo de acgucar no meio se situava entre 2

e 2,5%.

Atentando para o importante problema industrial do des-
carte de vinhagas, resultantes dos processos fermentativos para pro
ducdo de aguardente e de alcool de melago, FALANGHE (1962) investi
gou a adequacidade de vinhaca de aguardente para produgdo, em cul-
tura submersa, de micélio de cogumelo como fonte potencial de pro-
teina e gordufas. Estudando dez culturas de cogumelos, verificou

que Agaricus campestris atingia seu maior crescimento micelial, a-

pés 288 horas de desenvolvimento, quando entdo, seu conteudo de pro
teina era maximo (44,5%) e seu conteudo em gordura era minimo

(8,5%). Boletus indecisus e Tricholoma nudum mostraram um peso de
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micelio mais elevado, em corfronto com Agaricus campestris, porem

com conteudo protéico mais baixo. O conteldo em gordura do micé-
lio dos ?rés microrganismos mostrou-se comparavel., A producio de

proteina de Boletus indecisus foi semelhante a de Agaricus campes-

tris, pois, embora o conteudo em proteina do micélio daquele mi-
crorganismo fosse a metade do conteudo deste Ultimo, sua massa mi-
celial foi duas vezes maior. Os demais microrganismos foram inca-
pazes de crescer em vinhaga mesmo quando esta era diluida de um 1i

tro a um litro e meio com &gua. Agaricus campestris, Boletus in-

decisus e Tricholoma nudum foram capazes de maior producdo de micé
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tendo melago de teterraba ou licor sulfitico. Tanto A

pestris como Boletus indecisﬁs foram capazes de crescer nas mais
variadas concentragOes de vinhaca, produzindo maior massa micelial
nas concentracgOes mais elevadas. A capacidade desses dois micror-
ganismos de utilizar a frag3o "nd3o agucar" em lugar dos carboidra-
tos, quando estes se apresentavam em baixas concentragdoes do meio,

foi observada pelo autor. Boletus indecisus e Agaricus campestris

feram facilmente separados do meio, na forma de aglomerados esfé:i

cos de micélio, por filtracd3o, enquanto que Tricholoma nudum foi

de dificil separacdo por este processo, em virtude da forma fila-

mentosa de seu micélio. A capacidade adaptativa do Agaricus cam-—

pestris a vinhaga foi demonstrada, desde que o organismo adaptado
alcangou em 96 horas um desenvolvimento somente alcangado em 192

horas quando ndo adaptado.

Crescimento de micélio, em cultura submersa, de Morchella

hortensis, Morchella crassives e Morchella esculenta foi investiga

do por LITCHFIELD e col. (1963) em meio de dgua de maceragdo de mi
lho-fosfato de amonio, contendo glucose, maltose ou lactose. Em
meio contendo glucose ou maltose, os trés microrganismos produzi-

ram rendimentos de micélio comparaveis. Os rendimentos com Mor-

chella hortensis e Morchella crassipes em meio contendo lactose fo
ram semelhantes aqueles obtidos em meio de glucose ou maltose, en-

quanto o rendimento obtido com Morchella esculenta nesse mesmo meio

foi inferior a metade daquele obtido em meio contendo glucose ou

maltose. Estudando o efeito do pH, relagdo C:N e aeragdo no cres-

cimento de Morchella hortensis, verificaram que o maior rendimento

apresentado por esse microrganismo, em meio contendo glucose, era
obtido com uma relagdo C:N de 5:1 e 10:1, um pH entre 5,5 e 6,5 e
uma aeracdo de 0,08 micromoles de oxigénio por litro por minuto.
Concluiram, finalmente, que a producdo de micélio de Morchella

hortensis a partir de residuos.industriais, contendo glucose, mal-
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tose ou lactose merecem estudos posteriores.

Um produto denominado pelo "Food and Drug Administration"”
dos Estados Unidos como "Substidncia aromatizante em pd de cogumelo
morchela", constituido de micélio de Morchella pulverizado, produ-
zido em cultura submersa em fermentadores de ago inoxidavel, tem
sido comercializado nos Estados Unidos, segundo relato de KLIS
(1963). Este produto é utilizado como base aromatizante em sopas,
molhos desidratados, em refeigdes pré-preparadas de macarrdo e ar-
roz, em alimentos congelados, e em culindria doméstica. Restrico
é feita apenas para alimentos processados industrialmente, devido
a perda das caracteristicas organoléticas do produto sob acdo do
calor envolvido no processo de esterilizagao. As caracteristicas
organoléticas obtidas pela adicdo desse produto si3o semelhantes a-
queles das sopas de creme de cogumelos, reconhecidas pelo consumi-

dor americano como o verdadeiro sabor e aroma de cogumelo.

Considerando a impraticabilidade econdmica da recupera-
¢do dos sélidos contidos em soro de soja, residuo das industrias
produtoras de proteina isolada de soja, e o consequente agravamen-
to do problema de poluicdo acarretado pelo seu descarte nos cursos
de dgua, FALANGHE e col. (1964) estudaram a utilizaclo deste resi-
duo como substrato para producio de micélio de cogumelos, analisan
do comparativamente seus crescimentos, conteddo em proteina e capa
cidade fermentativa. Das sete espécies de cogumelos inoculadas em

varios meios de soro de soja, Tricholoma nudum e Boletus indecisus

apresentaram o maior crescimento de micélio, maior producio de pTro

teina e a maior utilizag8o de sélidos do soro de soja no menor tem

~

po de.desenvolvimentos Micélio de Tricholoma nudum na forma nio

usual de aglomerados esféricos de 5 a 8 milimetros de didmetro foi
obtido pela utilizacdo de acetato de aménio como fonte de nitrogé-
nio. A adigdo de mais de 1% de glucose ao meio de soro de soja de
terminou um decréscimo na producgdo e no conteddo de proteina do mi

célio de Tricholoma nudum, enqﬁanto que pela adicd3o de 3% de gluco
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se, Boletus indecisus dobrou sua capacidade de producio de protei-

na micelial. Observaram os autores que a adigdo ao meio de soro
de soja, de ferro, enxofre e zinco conjuntamente, ndo determinou

alteracdo no crescimento de Tricholoma nudum quando a fonte de ni-

trogénio adicionada ao meio foi tartarato de amdnio. Entretanto,
verificaram uma completa inibigdo do crescimento desse microrganis
mo quando estes elementos eram adicionados ao meio contendo aceta-
to de ambénio como fonte de nitrogénio. Efeitos da adigdo de fésfg
ro, potassio e magnésio ao meio de soro de soja contento acetato
de amdénio foram também relatados pelos autores. Utilizando soro de
soja concentrado a 50% os autores obtiveram o dobro de crescimento

micelial de Tricholoma nudum, entretanto com conteido de proteina

ligeiramente diminuido. Nas mesmas condigles o crescimento mice-

lial e a produgdo de proteina de Boletus indecisus foram aumenta-

das substancialmente. A producdo de 4 a 6 gramas de proteira mice
lial por litro de meio de soro de soja obtida em seu trabalho per-
mitiram aos autores considerar este processo de viabilidade econd-
mica, como alternativa para o descarte de soro de soja associado a

uma producdo de produto de elevado conteudo protéico.

Pesquisas realizadas por IMPENS (1968) a fim de estudar
o efeito de compostos intermediarios da reacdo de Maillard (interg
¢3o de glucose e aminodcidos, por acdo de calor) e de substidncias
de coloragdo marrom produzidas por interacdo de glucose e amoniaco
debaixo desta mesma agdo, sobre o crescimento de cogumelos na for-
ma micelial, revelaram que estas substdncias ndo sdo de forma algu
ma indcuas ao crescimento micelial. Concluiram que dependendo das
condig¢des de aquecimento aplicadas ao meio de cultura, do microrga
nismo e de sua linhagem, estas substancias poderdo exercer efeitos
variaveis, desde estimulo até inibig3o do desenvolvimento do micé-
lio. Os resultados revelados por este autor colocaram em evidén-
cia a importancia das condigdes de esterilizacdo do meio de cultu-

ra para o crescimento de micélio de cogumelo.
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Os requerimentos nutricionais de micélio de Pleurotus
flabelatus, cujo corpo de frutificag8o é consumido na India, foram
investigados por SRIVASTAVA e BANO (1970). Verificaram que, en-
tre varias fontes de carbono, manose, frutose e glucose permitiram
maior rendimento de micélio. Em meio contendo 5% de glucose foram
obtidas 1% gramas de micélio com 19,4% de proteina, por litro. En-
tre vadrias fontes de nitrogénio utilizadas, citrato de amdnio per-
mitiu o maior rendimento em massa micelial quando utilizado na con
centragdo de 2 gramas por litro do meio de cultura. Acima des-
sa concentracdo, a producio de micélio decresceu, mas o contetdo
de proteina aumentou. Os niveis ideais de concentracio de calcio,
potédssio e magnésio no meio de cultura foram determinados. A fai-
xa ideal de pH, para o crescimento do micélio, situou-se, segundo

os autores, dertro dos limites de 4,5 a 7,5.

Estudando o crescimento de micélio de Morchella sp. em
caldo de nabo, de folhas de couve-flor, ou de repolho, JANARDHANA}
e col., (1970) verificaram jue de 9 fontes de nitrogénio utilizadas,
cloreto de amdnio permitiu o melhor rendimento em massa micelial.
O micélic obtido, no meio contendo caldo de folhas de couve-flor,
apresentou um conteddo de 26,25% de proteina, 8,94% de gordura e
5,35% de cinzas. Uma conceniracic de 5% de glucose no meio de cul
tura proporciornou o maior desenvolvimento de micélio, com caracte-
risticas organoléticas semelhantes as do corpo de frutificacdo do

microrganismo.
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3, MATERIAL

3.1, Microrganismos

Foram vutilizadcs neste trabalho sete espécies de cogu-

melos, <Collybwia velutipes 1865, Tricholoma nudum 186€, Boletus

indecisus 1867, Morchella hibrida 1869, Agaricus campestris 1873,

Cantharellus cibarius 1874 e Pleurotus ostreatus 1950, obtidas da

colec3o do Instituto Zimotécnico"Prof. Jayme Rocha de Almeida", do
Departamento de Tecnologia Rural da Escola Superior de Agricultura
"Luiz de Queiroz", USP. Estas culturas foram mantidas por transfe

réncias periddicas, em meio de malte agar, a temperatura ambiente.

3.2. Meios de cultura para o desenvolvimerto do micélio

Na composigdo dos meios de cultura usados neste trabalho
utilizou-se vinhaga proveniente da fabricacio de &lcool de milho,
centrifugada, tendo 0,93% de carboidratos totais; 0,15% de acica-
res redutores; 0,1% de nitrogénio; 0,008% de fésforo; 0,001% de
magnésio; 0,68% de polidis, e respectivamente 0,14%; 0,05% e 0,9%

de acidos acético, succinico e latico; e pH de 3,8.

0 meio de cultura usado para a selecdo dos microrganis-

mos constituiu-se apenas de vinhacga ajustada a pH 5,0.

Todos os meios de cultura utilizados neste trabalho tive
ram seu pH ajustado para 5,0 com hidrdéxido de sddio a 70%, e foram

sempre esterilizados sob pressdo a 12100, por 15 minutos.
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3.2.1. Efeito de nitrogénio, fésforo e magnésio

Aos meios de cultura, utilizados na determinacgdo das con
centracldes ideais de nritrogénio, fdsforo e magnésio, foram adicio-
nados, respectivaménte, ccnforme o elemento, sulfato de amodnio,
sulfato de potédssio monobasico ou sulfato de magnésio heptaidrata-
do, em guantidades gue permitiram suprir 1.000, 1.500 e 2.000 mili
gramas de nitrogénio por litro, nos meios para estudo da influén-
cia de nitrogénio; 80, 100, 150 e 200 miligramas de fdsforo por
litro, nos meios destinados ao estudo da influéncia de fdésforo; 10,
25, 50 e 100 miligramas de magnésio por litro, nos meios destina-
dos ao estudo da influéncia de magnésio. A concentracdo de 1.500
miligramas de ritrogénio foi utilizada nos meios para o estudo da
influéncia de fdésforo e as concentracdes de 1.500 miligramas de
nitrogénio e 100 miligramas de fdsforo foram utilizadas nos meios

para o estudo da influéncia de magnésio.

3.,2.2. Efeito de diferentes fontes de nitrogénio

As diferentes fontes de nitrogénio estudadas foram: clo-
reto de amdnio, nitrato de sdédio, uréia e sulfato de amdnio. Para
a composlcdo de cada um dos meios de cultura, a vinhaca ajustada
para 100 miligramas de fdsforo por litro, e contendo 10 miligramas
de magnésio por litro, foram adicionados os referidos sais em quan
tidades suficientes para obténgéo de 1.500 miligramas de nitrogé-

nio por litro.
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3.2.3. Efeito da concentragdc e da diluigdo da vinhaca

A variac3o da producgdo de micélio foi estudada usando-se
os meios de cultura de vinhaga concentrada, que resultaram nas se-

guintes composigdes:

Vinhaca concentrada de 1,5:1

Carboidratos totais +eeeerweevesnnen 1,43%
Aclcares redutores ..o.eeierenenoons 0,24%
Nitrogenio veeeeeeeeenesssseeeenass 1.500 mg/l
FOSFOTO wevnncnnnnnocasenssscnnnnns 120 mg/1

MAGTIESI0 o oeevereeeeenennnnnesnnnns 15 mg/1

Vinhaca concentrada de 1,25:1

Carboidratos totaisS vivevereneeenes 1,20%
Aclcares redutores seieeereecnnsnns 0,18%
Nitrogenio seeeeeeesseeeessnsessnes 1.250 mg/l
FOSFOTO tevevesnnsnnsnannnnnnsecnns 100 mg/1
Magnésio seeeeeresennssscnnansnnens 12,5 mg/1

.

A variagio da producdo de micélio foi também estudada,
usando-se meios de cultura de vinhaga diluida com dgua destilada,
ajustados as concentragdes de 1,500, 100 e 10 miligramas de nitro-
génio, fdésforo e magnésio, respectivamente, com sulfato de amdnio,
fosfato de potdssio mcnobasico e sulfato de magnésio heptaidrata-
do. Estes meios resultaram nas seguintes concentragdes de carboi-

dratos e acglUcares redutores:



Vinhaca diluida de 1:1,5

Carboidratos totaisS seveieeeeesnennnees 0,60%

Agucares redutoTes vieeevereesseasaeess 0,09%

Vinhaca diluida de 1:1,25

Carboidratos t0taisS seveeeeseenienaneens 0,76%

Agucares redutores s.eeeeeeeens cereeees 0411%

3.2.4. Meios de cultura padrio

A avaliacg3o da producio de micélio em meios de vinhaca
concentrada e vinhaca diluida foi feita por comparacgdo com a produ

c3o de micélio obtida no seguinte meio padri3o:

Carboidratos totais «iieiirennnnnnn 0,93%
Acicares reduUtores s..ieeeesesnecnn 0,15%
Nitroglnio veeeeseeeeeeecassaneannss 1.500 mg/l
FOSFOTO tevnennsoneenssssnnsannonns 100 mg/1
MaENESIO «eeeeeeseescnsocecacnnnnss 10 mg/1

. Este mesmo meio de cultura foi também utilizado na veri-
ficag3o do efeito do indculo desenvolvido em vinhaga; na verifica
¢3o do consumo de alcoois polihidricos; na determinacgdo da deman-
da bioguimica de oxigénio; na producdo de micélio para a verifica
c3o0 do seu conteudo em aminoacidos e gorduras e na observacdo da

ocorréncia de esporos secundarios.



4. METODOS

4.1. Producdo de micélio

Os indculos para producdo de micélio foram obtidos pela
transferéncia de porgdes das culturas mantidas em meio de malte
agar, para 40 ml de meio de extrato de malte a 5% contidos em fras
cos Erlenmeyers de 250 ml de capacidade, de boca esmerilhada, jun-
tamente com pérolas de vidro. Os frascos foram incubados, sem agi
tacdo, a 28—5000 por 10 dias. Apds o crescimento, desprezou-se o
liquido residual, e o micélio foi lavado por 3 vezes com porgdes
de 100 ml de &dgua destilada e esterilizada. A seguir, os tampdes
de algod3o foram substituidos por tampas de vidro esmerilhadas e o
micélio, suspenso em 40 ml de dgua destilada e esterilizada, foi

fragmentado por acdo das pérolas de vidro, sob agitacdo manual.

Dois mililitros da suspensiao resultante, os gquais conti-
nham de 7 a 9 miligramas de matéria seca, foram utilizados para
inocular 200 ml de meios de desenvolvimento contidos em frascos
Erlenmeyers de 500 ml. Este procedimento foi usado em todos os ex
perimentos, exceto em um, no qual serviu como indculo uma cultura
produzida em meio de desenvolvimento durante 7 dias sob agitacdo.
Neste caso o mesmo volume de indculo cortinha de 10 a 12 miligra-
mas de maﬁéria seca. Em seguida os frascos foram colocados em agi
tador rotatdrio de excentricidade de 2,54 cm, desenvolvendo 170 ro
tacles por minuto, a temperatura de 28—5006. As amostras para and
lise foram coletadas a interwalos de 5, 7 e 9 dias ou ainda de

acordo com a necessidade de cada experimento.

A observagdo da ocorréncia de esporos secunddrios foi
feita nas culturas desenvolvidas por 10 dias, em meio de malte sem
agitac3o, e no meio de cultura padr3o, apds 24, 48 e 72 horas, sob

agitacdo.
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4.2. Métodos Analiticos

Apdés coleta das amostras o micélio foi separado em pa-
pel, por filtracdo a vacuo, lavado com agua destilada e seu peso

determinado apds secagem por 24 horas, a 60°C sob vdcuo.

Triptofano foi determinado no micélio pelo método colori
métrico de OPIENSKA-BLAUTH (1963%) apds hidrdlise alcalina (CLARK,
1964). Os demais amiroacidos foram determinados qualitativamente

pela reagdo com nihidrina em analisador Beckman, modelo 120 C.

A estimativa dos lipidios do micélio foi feita gravime-
tricamente, apds extracdo em Soxlhet com éter etilico, por 16 ho-
ras, e seus acidos graxos foram determinados qualitativa e quanti-

tativamente por cromatografia gasosa (LUDDY e col., 1960).

0 nitrogénio total foi sempre determinado pelo método mi
cro-Kjeldahl (BAILEY, 1967). Na avaliac3o da proteina bruta do mi

célio utilizou-se o fator 6,25.

Os carboidratos totais (C.T.) foram determinados pelo
reagente de antrona (MORRIS, 1948), e os acucares redutores (A.R.)
pelo reagente cuprico alcalino de SOMOGYI (1945) e pelo reagente
de arseno-molibdato de NELSON (1944).

Os polidis foram determinados como glicerol, pelo método
de LAMBERT e NEISH (1950) e sua identificacio foi feita em cromato
grafia de papel (HOUGH, 1950). O sistema de solventes usado foi
fenol-dgua (4:1 p/v) e os polidis detectados segundo a técnica de
TREVELYAN e col. (1950).

Fésforo foi determgnado colorimetricamente (CATANI e col.,
1959) e magnésio por titulacdo com etilenodiamina tetra-acetato
(GLORIA e col., 1965). Antes das determinacdes de fdsforo e magné
sio, as amostras foram submetidas ao tratamento sugerido por GLO-

RIA e col. (1965).
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A demanda bioquimica de oxigénio foi determinada pelo mé

todo de WINKLER (1946).

Os 4cidos orgdnicos foram determinados qualitativa e
quantitativamente por cromatografia em coluna de silica (FARIA,

1968.

Todas as determinacdes colorimétricas foram precedidas

de clarificacdo, segundo SOMOGYI (1930).

Todos os dados neste trabalho foram expressos como a mé-—

dia de 3 repeticdes.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selegdo dos microrganismos

0 critério adotado na selecdo dos microrganismos baseou-
se na sua capacidade de desenvolvimento, em cultura submersa, em
meio de vinhaga, sem nenhuma suplementacdo de nutrientes. Das espé

cies estudadas, relacionadas na Tatela I, apenas Agaricus campes-—

tris, Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus foram utilizadas nas

investigagles posteriores, por serem as unicas a apresentar cresci

mento no referido meio de cultura.

5.2. Efeito da concentracio de nitrogénio, fdsforo e magnésio

no desenvolvimento de micélio de Agaricus campestris, Tri-

choloma nudum e Pleurotus ostreatus, em cultura submersa.

Pela observacio dos dados constantes na Tabela II, veri-

ficou-se que a maior producdo de micélio de Agaricus campestris, em

cada um dos niveis de nitrogénio estudados, ocorreu aos 7 dias de
desenvolvimento. O prosseguimento da fermentacdo até 9 dias, niq
contribuiu geralmente para o aumento da referida producdo. Embora
maiores teores de proteina no micélio tenham ocorrido aos 9 dias
de desenvolvimento, para os trés niveis de nitrogénio, o menor pe-
so de micélio, verificado a este periodo de tempo, determinou a me
nor producdo de proteina. O aumento dessa producdo sé foi alcanca

do aos 7 dias de desenvolvimento, quando o teor de proteina foi

maior que aquele verificado aos 9 dias e quando o peso de micélio



foi maior que o obtido aos 5 dias. Aos 7 dias, portanto, o decrég
cimo do conteddo protéico do micélio pode ser compensado pelo au-
mento da massa micelial. Os dados da Tabela II indicaram, também,
que o nivel de nitrogénio mais adequado foi 1.500 miligramas de ni
trogénio por litro de meio de cultura, quando o teor de proteina
do micélio, o consumo de carboidratos totais e de aciicares reduto-
res foram geralmente mais elevados. Além disso, a producdo de pro
teina atingida aos 7 dias de desenvolvimento, nesse nivel de nitro
génio nio pode ser alcancada nos meios contendo as outras concen-

tracdes desse elemento, nem mesmo aos 9 dias de desenvolvimento.

Pela observagdo dos dados constantes da Tabela III, veri

ficou-se que a maior producio de micélio de Tricholoma nudum, em

cada um dos niveis de nitrogénio estudados, ocorreu aos 9 dias de

desenvolvimento. Como no caso de Agaricus campestris (Tabela I11),

também com este microrganismo, os maiores teores de proteina no
micélio em cada um dos niveis de nitrogénio ocorridos aos 5 dias
de desenvolvimento, ndo permitiram a maior prodvgio de proteina,
devido ao reduzido peso de micélio. A maior producdo de proteina,
para os niveis de 1.000 e 2.000 miligramas de nitrogénio por litro
de meio de cultura, foi obtida somente aos 9 dias de desenvolvimen
to, gquando o maior peso de micélio compensou seu menor teor de pro
teina. A maior producg3o de proteina, entretanto, foi alcancada aos
7 dias de desenvolvimento e ao nivel de 1.500 miligramas de nitro-
génio por litro de meio de cultura. Neste caso, o teor de protei-
na do micélio nZo foi acentuadamente reduzido em relacdo agquele ob
tido aos 5 dias de desenvolvimento, permitindo assim, que com um
menor peso de micélio, o rendimento superasse aquele alcancado aos
9 dias. Neste periodo de tempo um peso maior de micélio continha
um teor protéico menor. A maior adequacidade de 1.500 miligramas
de nitrogénio por litro de meio de cultura foi ainda suportada pe-
lo fato de que a este nivel o microrganismo, geralmente, consome

mais carboidratos totais e agicares redutores.
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Os dados constantes da Tabela IV, permitiram observar
que aos niveis de 1.500 e 2.000 miligramas de nitrogénio por litro

de meio de cultura, o maior peso de micélio de Pleurotus ostreatus

foi obtido apds 9 dias de desenvolvimento, enquanto que ao nivel
de 1.000 miligramas, este peso de micélio foi alcancado aos 7 dias
de desenvolvimento. Os maiores teores de proteina no micélio fo-

ram atingidos, como no caso de Agaricus campestris e Tricholoma

nudum (Tabelas II e III), aos 5 dias de desenvolvimento. A obser-
vacdo dos resultados da Tabela IV, permitiram concluir que aos 5
dias de desenvolvimento, a variac3o dos niveis de nitrogénio, nZo
exerceu influéncia marcante sobre o conteido de proteina do micé-
lio ou sobre a produgao de proteina. Nesse mesmo periodo de tempo
e ao nivel de 1.500 miligramas de nitrogénio por litro, o microrga
nismo apresentou o maior consumo de carboidratos totais e acgucares
redutores. A influéncia da variag¢do dos niveis de nitrogénio, de-
finiu-se completamente aos 7 e 9 dias de desenvolvimento, quando
0os niveis de 1.500 e 2.000 miligramas por litro levaram auma maior
producdo de proteina e a um maior consumo de carboidratos totais e
agﬁcares redutores. No caso desse microrganismo, a maior producgdo
de proteina foi obtida aos 7 dias de desenvolvimento para o nivel
de 1.500 miligramas de nitrogénio por litro de meio de cultura.
Nesse periodo de tempo e a esse nivel, um maior peso de micélio em
relacdo ao obtido aos 5 dias de desenvolvimento, compensou um li-
geiro decréscimo do conteudo protéico. O maior peso de micélio,
observado aos 9 dias de desenvolvimento, ao nivel de 1.500 miligra
mas de nitrogénio, foi prejudicado por seu menor conteudo protéico,
resultando em uma produgdo de proteina igual aquela obtida aos 7

dias de desenvolvimento.

Os dados constantes nas Tabelas V¥V, VI e VII, referentes
ao efeito da concentrag3o de fésforo sobre o desenvolvimento do mi

célio de Agaricus campestris, Tricholoma nudum e Pleurotus ostrea-

tus, permitiram concluir que €entre todos os niveis de fdésforo



estudados, o de 100 miligramas por litro de meio de cultura foi a-
quele que permitiu a maior produgdo de proteina, independentemente
do periodo de tempo de desenvolvimento do micélio. Uma dnica exce
¢do verificou-se quando, aos 9 dias de desenvolvimento, ao nivel

de 80 miligramas de fésforo por litro, Pleurotus ostreatus produ-

ziu mais proteina que ao nivel de 100 miligramas por litro. Ao ni-
vel de 100 miligramas de fésforo por litro a maior produgdo de pro

teina, proporcionada por todos os trés microrganismos, verificou-

se aos 7 dias de desenvolvimento. No caso de Tricholoma nudum
e Pleurotus ostreatus. conteudos de proteina do micélio, 1ligeira-
mente maiores que os obtidos aos 5 dias de desenvolvimento, asso-

ciados a maiores pesos de micélio, permitiram essa maior producgdo.

No caso de Agaricus campestris essa maior producgdo foi possivel a-

pesar do menor conteldo protéico do seu micélio, porque este mi-
crorganismo, a este periodo de tempo, também apresentou maior peso
de micélio, em confronto com o peso obtido aos 5 dias de desenvol-
vimento. Aos 9 dias de desenvolvimento um mais baixo teor protéi-
co ndo pdde ser compensado por um mais elevado peso de micélio.
Dentro de cada nivel de fdésforo empregado, o aumento do peso de mi
célio foi progressivo, considerados os intervalos de tempo de 5, 7
e 9 dias. Como no caso das fermentagdes precedentes, para determi
nac3o do efeito de diferentes niveis de nitrogénio no desenvolvi-
mento do micélio, verificou-se, também, no desenvolvimento desses
trés microrganismos, em diferentes niveis de fdsforo, uma tendén-
cia geral de decréscimo do conteudo protéico com o aumento progres

sivo do fempo de fermentacdo.

As Tabelas VIII, IX e X, indicam os resultados referen-
tes ao efeito da concentracdo de magnésio sobre o desenvolvimento

de Agaricus camvestris, Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus.

A variag8o da concentragdo de magnésio, de 10 até 100 mi
ligramas por litro de meio de cultura, nio afetou marcadamente a

produgdo de micélio de Agaricus camvestris. Entretanto, no caso




de Tricholoma nudum e Plevrotus ostreatus, o peso de micélio de-

cresceu acentuadamente com as concentracdes de 50 e 100 miligramas
de magnésio por litro, em relacio a concentracdo de 10 miligramas
por litro. Essas concentragdes influiram t3o pronunciadamente so-

bre o desenvolvimento de Pleurotus ostreatus a ponto de retardar o

crescimento do micélio. Com o emprego de concentracdes maiores que
10 miligramas de magnésio por litro ocorreu um decréscimo do con-
teddo protéico do micélio dos trés microrganismos, resultando, con
sequentemente, uma menor producio de proteina, principalmente para

Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus, aos niveis de 50 e 100 mi-

ligramas de magnésio por litro. Ao nivel de 10 miligramas, os trés

microrganismos apresentaram a maior producio de proteina aos 7

dias de desenvolvimento. Exceto para Agaricus campestris, cujo con
sumc de carboidratos totais e de agucares redutores se mostrou com
paravel apesar da variacdo de alguns niveis de magnésio, o consumo
desses agucares decresceu nitidamente com o aumento da concentra-

¢3o de magnésio no meio de cultura.

As altas eficiéncias em proteina apresentadas por Agari-

cus campestris, Trichecloma nudum e Pleurotus ostreatus nos ensaios

destinados a observagdo da influéncia de nitrogénio, fdsforo e mag
nésio (Tabelas II a X), principalmente aos 5 dias de fermentacio,
comprovaram a utilizacdo pelos microrganismos de uma freacdo "nido
acucar" (Tabelas XV e XVI) juntamente aos carboidratos totais. As
menores eficiéncias geralmente observadas aos 7 e 9 dias de fermen
tagdo, foram consequénrcia de um mais elevado consumo de carboidra-
tos, aliado a um menor consumo de "n3o acucares", provavelmente em
menor disponibilidade no meio de cultura, neste periodo de tempo.
Nos casos em que magnésio estava presente em concentragdes de 50 e
100 miligramas por litro de meio, as eficiéncias obtidas para Tri-

choloma nudur e Pleurotus ostreatus, ndo devem ser confrontadas,

principalmente em relaco as obtidas com 10 miligramas de magnésio

por litro, porque o desenvolvimento do micélio foi acentuadamente



influenciado por aqueles niveis de magnésio. O consumo de "n3o
agucares", tal como aqui relatado, foi previamente sugerido por
REUSSER e col. (1958 a) no desenvolvimento de Agaricus campestris

e Tricholoma nudum em meio de licor sulfitico e por FALANGHE (1962)

no desenvolvimento de Agaricus campestris em meio de vinhacga de

aguardente.

Pela observagdo dos dados referentes ao pH, constantes
das Tabelas II a X, verificou=se gue em consequéncia do desenvolvi
mento de qualquer dos trés microrganismos estudados, o pH do meio
de cultura elevou-se com o decorrer da fermentacao, independente
dos niveis nos quais nitrogénio, fdsforo e magnésio estavam presen

tes nos meios de cultura.

5.%. Efeito de diferentes fontes de nitrogénio no desenvolvimen

to de micélio de Asaricus camvestris, Tricholoma nudum e

Pleurotus ostreatus, em cultura submersa.

Observando os resultados da Tabela XI, obtidos pela uti-
lizagdo de cloreto de ambénio, nitrato de sdédio, uréia e sulfato de
amdénio, como fonte de nitrogénio, no desenvolvimento desses trés
microrganismos, verificou-se que a maior producdo de proteina foi
obtida pela utilizagdo de sulfato de amdénio. Embora os maiores pe
sos de micélio desses microrganismos tivessem sido obtidos com a
utilizacdo de uréia, como fonte de nitrogénio, o conteudo protéico
dos mesmos foi sempre menor do gque aquele abtido com sulfato de

aménio, determinando assim reducdo na producdo de proteina.

No desenvolvimento de Agaricus campestris e Tricholoma

nudum as fontes de nitrogénio que proporcionaram um maior consumo



de carboidratos totais e agicares redutores, foram em ordem decres
cente, uréia, sulfato de aménio, nitrato de sddio e cloreto de am§

nio, enquanto que no desenvolvimento de Pleurotus ostreatus, uréia,

também responsavel pelo maior consumo de agucares, foi seguida por

cloreto de amdnio, sulfato de amdnio e nitrato de sddio.

5.4. Efeito da concentragao da diluicdo da vinhaga na variacao

da produgao de micélio de Agaricus campestris, Tricholoma

nudum e Pleurotus ostreatus.

Os dados obttidos (Tabela ¥II), mostraram que Tricholoma

nudum e Pleurotus ostreatus sofreram completa inibigdo de cres-

cimento em todos os meios contendo vinhkaga concentrada. Agaricus
campestris, entretanto, embora experimentando a mesma inibigao em
meios de vinhaga concentrada de 1,5e 2 litros para 1 litro, demons
trou, face ao desenvolvimento obtido em meio de vinhaga concentra-
da de 1,25 litros para 1 litro, comparadvel aquele obtido no meio
testemunha, uma menor sersibilidade a variacdo da composicio da vi

nhacga. Esta observacao denotou que Agaricus campestris apresenta

uma menor exigéncia nutricional em relacdo aos outros dois micror-
ganismos. As inibig¢des de crescimento observadas resultaram prova
velmente de um efeito negativo de teores mais elevados de certas

substéncias presentes na vinhaga concentrada.

Os dados obtidos na Tabela XIII permitiram observar que

o desenvolvimento de Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus em

meios de vinhaga diluida foi sensivelmente afetado. Quando Tri-

choloma nudum foi inoculado nos meios de cultura constituidos de

vinhaca diluida, mostrou-se incapaz de qualquer desenvolvimento.

Pleurotus ostreatus, entretanto; apresentou uma capacidade ligeira
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mente maior de superar as deficiéncias do meio determinadas pela
diluigdo da vinhaga, como revelado pelo seu crescimento no meio
contendo vinhaga diluida de 1 para 1,25 litros. Por outro lado,

Agaricus campestris n3o mostrou grande sensibilidade a diminuig3o

da concentragdo de vinhaga no meio de cultura, como demonstrou a
pequena variagdo dos resultados obtidos nos meios de vinhaga utili
zados. Bstes resultados comprovaram a menor exigéncia nutricional

de Agaricus campestris em relacgdo aos outros dois microrganismos,

relatada anteriormente. O exame dos dados das Tabelas XII e XIII
referentes ao consumo de acicares e as eficiéncias de producdo de

proteina de Agaricus campestris, sugeriram que quando o conteuddo

de agucares no meio diminui, o seu consumo decresce e as eficién-
cias se elevam em consequéncia da maior utilizacdo da frac3o "ndo
agucar'". BEsta observacgio estd de acordo com aguela previamente re

latada por FALANGHE (1962), quando desenvolveu Agaricus campestris

em meio de vinhaga de aguardente.

5.5. Efeito do indculo desenvolvido em vinhaga no desenvolvimen

to de Agaricus campestris, Tricholoma nudum e Pleurotus

ostreatus.

.A capacidade adaptativa dos trés microrganismos ao meio
de vinhacga, foi demonstrada (Tabela XIV) quando micélio desenvolvi
do em meio de vinhaga serviu como indculo para um novo meio de cul
tura da mesma composicdo. A -.producdo de massa micelial e a produ-
cdo de proteina foram maiores, quando os microrganismos estavam a-

daptados & vinhaga, assim como o observado com Agaricus campestris

desenvolvido em meio de vinhaga de aguardente  (FALANGHE, 1962).

Nessa mesma tabela, os dados referentes ao consumo de carboidratos



e a eficiéncia fermentativa possibilitaram verificar que a adapta-

¢80 de Agaricus campestris permitiu um maior consumo de "ndo aguca
res", e, portanto, maiores eficiéncias fermentativas. No caso de

Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus, a referida adaptacdo per-

mitiu um maior consumo de carboidratos totais, e consequentemente,
de modo geral, menores eficiéncias fermentativas. Esses resulta-

dos comprovaram a menor exigéncia nutricional de Agaricus campes-

tris, que para atingir consumo maximo de agﬁcares nio necessitou

de adaptagdo.

5.6. Consumo de "ndo agucares", presentes no meio de vinha-

ca, por Agesricus campestris, Tricholoma nudum e Pleurotus

ostreatus.

Os resultados obtidos anteriormente revelando o consumo

de "ndo agucares" por Agaricus camvestris, Tricholoma nudum e Pleu-

rotus ostreatus, levaram a tentativa de verificacdo do consumo,por

esses microrganismos, de alguns '"ndo agucares" identificados no

meio de vinhacga.

Oé dados constantes da Tabela XV, permitiram verificar
que entre os trés acidos orginicos identificados no meio de vinha-
ca, acido acético e acido succinico foram consumidos em porcenta-
gens mais elevadas pelos trés microrganismos, enquando que &cido
latico foi utilizado em menores proporgdes. Verificou-se, também,

que Tricholoma nudum e Pleurcotus ostreatus consumiram muito rapida

mente os acidos acético e succinico, pois aos 5 dias de desenvolvi
mento as porcentagens de consumo desses acidos foram ja bastante

elevadas. O consumo desses dois &cidos por Agaricus campestris

mostrou-se entretanto, mais lento. Com relacdo ao 4&cido latico,
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Agaricus campestris revelou uma utilizac3o mais rapida que a de

Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus.

Varias substancias, presentes no meio de vinhaga, reagi-
ram como polidis pela técnica cromatografica empregada, porém ape-
nas eritritol e glicerol puderam ser seguramente identificados. A
concentracdo dos polidis nas amostras das fermentagles cujos resul
tados constam da Tabela XVI, foi, entretanto, calculada como glice
rol, pelo método colorimétrico. Pelos dados apresentados nessa ta
bela verificou-se que um consumo elevado de polidis, pelos trés mi
crorganismos, foi alcancada aos 7 dias de fermentacio, nio sendo
praticamente modificado até aos 9 dias. Aos 5 dias, o consumo dos

polidis por Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus foi aproximada-

mente metade caquele obtido aos 7 dias, enquanto que o de Agaricus
campestris foi aproximadamente quatro vezes maior. Verificou-se,

assim, que Agaricus campestris consome polidis mais lentamente que

os outros dois microrganismos.

Os dados constantes das Tabelas XV e XVI comprovaram o
consumo de "n#o agucares" na forma de acidos orginicos e polidis,
contidos no meio de vinhaca, o que resultou nas altas eficiéncias

fermentativas obtidas nos experimentos anteriores.

5.7. Determinac3o da demanda bioquimica de oxigénio nos 1liqui-
dos residuais do desenvolvimento de micélio de cogumelos

em meio de vinhaga.

Os resultados da Tabela XVII demonstraram substanciais re

dugdes na demanda bioquimica de oxigénio dos liguidos residuais do

desenvolvimento de micélio de Agaricus campestris, Tricholoma nudum
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e Pleurotus ostreatus em meio de vinhag¢a, principalmente a partir

do sétimo dia de desenvolvimento. Apés 5 e 7 dias de desenvolvi-

mento de Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus as reducgdes da de-

manda bioquimica de oxigénio foram compardveis entre si e maiores

que a determinada pelo desenvolvimento de Agaricus campestris. Aos

9 dias de desenvolvimento, as redugdes determinadas por Agaricus

campestris e Tricholoma nudum tornaram-se iguais e cerca de 50% me

nores que a determinada por Pleurotus ostreatus. Essas considera-

. -~ N . 4 . . ~ . .
vels redugoes da demanda bioquimica de oxigenio se associadas & um
processo de viabilidade econdémica poderiam se constituir numa al-
ternativa para aliviar o protlema de poluicd@o determinado pelo e-

ventual descarte de vinhaca de milho, nos cursos de &gua.

5.8. Aminoacidos dos micélios de Agaricus campestris, Tricholo-

ma nudum e Pleurotus cstreatus.

0 confronto do conteldo em aminodcidos dos micélios de

Agaricus campestris, Tricholoma nudum e Pleurctus ostreatus, com o

padrdo estabelecido pela FAO (1957) como "proteina ideal" é apre-

sentado na Tabela XVIII. Os micélios de Tricholoma nudum e Pleu-

rotus ostreatus apresentaram conteudos de fenilalanina, leucina,

lisina, treonina, triptofano e tirosina equivalentes ou que excede
ram os valores sugeridos no padrdo da FAO, enquanto que o micélio

de Agaricus campestris apresentou-se nesse confronto com teores

mais taixos de triptofano e tirosina. Os teores de valina, metio-
nina e isoleucina nos micélios dos trés microrganismos foram infe-
riores aqueles recomendados pela FAO. Portanto, os micélios de

Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus foram aqueles cujos conteu-

dos em aminoacidos se aproximaram daquele recomendado pela FAO,



enquanto que o micélio de Agaricus campestris comparou-se menos fa

voravelmente com aquele padrio.

5.9. Conteudo de gorduras e dos seus acidos graxos no micélio

de cogumelos desenvolvidos em cultura submersa.

A estimativa gravimétrica das gorduras dos micélios de

Agaricus camvpestris, Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus, reve-

lou respectivamente os teores de 6,515 7,53 e 6,71%. 0 confronto
dos teores de gorduras desses micélios confirmaram a observacdo
previamente feita por REUSESER e col. (1958 a, 1958 b) de que o teor
de gordurz do micélio de cogumelos desenvolvidos em cultura submer
sa varia em fungcdo de microrganismo e do meio de cultura utilizado.
A Tabela XIX apresenta uma anadlise da fracdo lipidica dos micélios
dos cogumelos estudadcs. Seus dados revelaram que o conteudo de
acidos graxos insaturados, nessa frac3o, sio consideravelmente maio
res que os de acidos graxos saturados. Um conteudo destacadamente
maior de acidos palmiticos, ol&ico e linoléico em relacdo zos de-

mais dcidos graxos identificados, foi revelado nessa andlise.

5.10. Ocorréncia de esporos secunddrios nas culturas dos micror

ganismos.

Exames microscdpicos realizados nas culturas de Tricholo-

ma nudum e Pleurotus ostreatus, desenvolvidas em meio de malte e

. . -~ . ’ .
meio de vinhaga, mostraram a ocorrencia de esporos secundarios,que

evoluindo para os denominados "fragmentos de micélio" (BLOCK e




col., 1953) formaram massa micelial filamentosa. Por outro lado,

a linhagem de Agaricus campestris ndo produziu o referido tipo de

esporos, e desenvolveu-se na forma de aglomerados esféricos de mi-
célio. Os microrganismos gue produziram esporos secunddrios apre-
sentaram os mais rapidos crescimentos e os maiores pesos de micé-
lio, como observado por BLOCK e col. (1953) e por SUGIHARA e
HUMFELD (1954), entretanto sua separacdo do meio de cultura, por

filtracdo, foi mais dificil que a de Agaricus campestris.

5.11. Producdo de micélio e proteina por cogumelos desenvolvi-

dos em cultura submersa.

Os resultados constantes na Tabela XX permitiram obser-
var que no presente trabalho a maior produgio de micélio e protei-

na foi obtida com Pleurotus ostreatus, seguido por Tricholoma nu-

dum e Agaricus camvestris. Confrontando esses resultados com ague
les obtidos com outros microrganismos em varios meios de cultura,
relacionados na mesma tabela, observou-se que a producgdo de protei

na por Pleurotus ostreatus, Tricholoma nudum e Agaricus campestris,

desenvolvidos em vinhaca de milho, mostrou-se geralmente compara-
vel ou maior que as obtidas por outros autores, exceto no caso de

Agaricus blazei, desenvolvido em Aagua de maceragao de milho; Bole-

tus indecdisus, em vinhaca de aguardente; Tricholoma rnudum, em li-
¢ 5

cor sulfitico; Agaricus campestris e Morchella hybrida, em melacgo

de beterrata. Observou-se ainda, pelos dados da Tabela XX, uma
grande variacgdo de pesds de micélio e proteina, tanto em funcdo dos

microrganismos, como em fungdo dos substratos utilizados.
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Tabela I - Espécies de cogumelos testadas em meio de vinhacga.

Microrganismo Crescimento

Collybia velutipes -

Tricholoma nudum +

Boletus indecisus -

Morchella hybrida -

Agaricus campsstris +

Cantharellus cibarius -

Pleurotus ostreatus +

Periodo de dessnvolvimento: 7 dias.
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Tabela XVI - Consumo de polidis por micélio de cogumelos.

Consumo de polidis % (p/v)*

Microrganismo

5 dias 7 dias 9 dias
Agaricus campestris 24,78 : 91,06 94,72
Tricholoma nudum 50,29 94,14 94,28
Pleurotus ostreatus 57429 94,58 95,16

* Teor inicial: 0,68% (p/v)

Tabela XVII - Demanda bioquimica de oxigénio nos liquidos residuais
do desenvolvimento do micélio de cogumelos em meio

de vinhaca.

Demanda bioguimica de oxigénio*

Microrganismo (ppm)

5 dias 7 dias 9 dias
Agaricus campestris 20,000 14.000 7.600
Tricholoma nudum 16.000 8.400 T7.600
Pleurotus ostreatus ) 14,000 9,000 4.000

% DBO original do meio de vinhacga: 28.000 ppm.



Tabela XVIIT - Aminodcidos dos micélios de cogumelos™
Aminodcido Agaricus Tricholom; Pleurotus Padrao
campesiris nudum ostreatus da FAO
Alanina 3,38 7,96 7,10 -
Arginina 4,%2 4,60 3,72 -
Kc.aspértico 13,58 10, 39 10,60 -
1/2 Cistina 1,12 1,09 1,05 -
Lc.glutémico 1%,70 12,45 11,65 -
Fenilalanina 2,81 3,68 3,56 2,80
Glicina 2,54 3,56 3445 -
Histidina 2,91 1,64 1,61 -
Isoleucina 3,40 3;60 3,48 4,20
Leucina 10,77 6,17 5,87 4,80
Lisina 5,60 6,02 5458 4,20
Metionina 0,79 0,73 0,76 2,20
Prolina 2,97 4,79 4445 -
Serina 5,15 6,20 4,65 -
Treonina 7,19 6,11 _ 5,69 2,80
Triptofar.lo 1,36 2,00 2,04 1,40
Tirosina 2,14 3,26 2,95 2,80
Valina 2,46 . 3,96 3,80 4,20
Proteina 49,11 53,02 53,97 -

¥ Valores calculados como % de Proteina, N x 6,25.



Tabela XIX - Composigdo em acidos graxos da fragfo lipidica do micé

lio de cogumelos desenvolvidos em cultura submersa*,

Componente Agaricus, Tricholoma Pleurotus
campestris nudum ostreatus

Acidos saturados
Laurico 0,29 - -
Miristico 0,29 0,18 0,23
Palmitico 17,05 14,08 13,88
Bstearico 3,54 4,02 | 4,83
Araguidico 0,52 0,32 0,50
Behémico 0,07 0,04 0,10
C-15 0,88 - -
Total 22,64 18,64 19,64

fcidos insaturados
Palmitoléico 0,74 2455 2,43
c-16 (2=) 0,25 0,22 0,25
¢-16 (3=) , 0,27 0,25 0,51
0léicq 20,37 21,46 25,28
Linoléico 50,33 5%,28 48,57
Linolénico 5,31 3,57 3,35
Total 71,27 81,33 80,39

¥ Expressos como % do total de &acidos graxose.
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6. CONCLUSUES

a) Das sete espécies de cogumelos testadas, somente Apa—

ricus campestris, Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus foram ca-

pazes de crescer em meio de vinhaga de milho, sem qualguer suple-

mentacgao.

b) As concentragdes de 1,500, 100 e 10 miligramas por 1i
tro de meio, de nitrogénio, fdsforo e magnésio permitiram as maio-
res producgdes de proteina, geralmente observadas aos 7 dias de de-

senvolvimento, para os trés microrganismos estudados.

c) As altas eficiéncias observadas foram devidas a utili
zacdo, pelos trés microrganismos, da fragdo '"n3o agucar" do meio
de vinhaca, comprovada pelo consumo de acidos orgidnicos e polidis,

pelo micélio de Agaricus camvestris, Tricholoma nudum e Pleurotus

ostreatus.

d) Sulfato de amdnio foi a fonte de nitrogénio que propi

ciou a maior producio de proteina, para os trés microrganismos.

e) 0 microrganismo com menores exigéncias nutricionais

foi Agaricus campestris.

) & capacidade adaptativa dos trés microrganismos a vi-
nhaga de milho, foi demonstrada pelas maiores produgdes de micélio
e proteina, quando de utilizou como indculo, culturas desses mi-

crorganismos previamente desenvolvidas em meio de vinhacga.

g) A maior producio de micélio e proteina foi obtida com

Pleurotus ostreatus, seguido de Tricholoma nudum e Agaricus cam-

pestris.
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h) 0 desenvolvimento dos trés microrganismos determinou
aprecidveis reducgles da demanda bioquimica de oxigénio da vinhaca

de milho.

i) 0 micélio de Trichcloma nudum e Pleurotus ostreatus

apresentou um teor de aminozcidcs gue mais se aproximou do teor da

j) Todos os microrganismos estudados apresentaram em sua
fracido lipidica wuma maior porcentagem de 4cidos graxos insatura-

dos.

k) Esporos secunddrios foram observados nas culturas de

Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus, as quais apresentaram cres

cimento filamentoso, enguanto que Agaricus campestris, cujo cresci

mento foi na forma de aglomerados esféricos de micélio, n3o apre=~

sentou a formacdo do referido tipo de esporos.



7. RESUMO

A praticabilidade do uso de vinhaga de milho, como subs-
trato para producdo de micélio de cogumelos, foi investigada. Das

sete espécies de cogumelos estudadas, apenas Agaricus campestris,

Tricholoma nudum e Pleurotus ostreatus foram capazes de se desen-

volver no meio de vinhaca, sem qualguer suplementacZo. Para os
trés microrganismos as concentracdes de 1.500, 100 e 10 miligramas
por litro, de nitrogénio, fdsforo e magnésio, respectivamente, fo-
ram consideradas as mais adequadas para maior producdo de proteina,
geralmente observada zos 7 dias de desenvolvimento. Os maiores pe-

sos de micélio e de proteina foram obtidos com Pleurotus ostreatus,

Tricholoma nudum e Agaricus campestris, em ordem decrescente. Das

diferentes fontes de nitrogénio estudadas, sulfato de amdnio permi
tiu sempre a melhor producio de proteina. As altas eficiéncias ob-
servadas foram devidas a utilizacdo de uma fracgdo "ndo acucar" do
meio de vinhaca, comprovada pelo consumo de &cidos orginicos e ele}
lidis, pelo micélio dos trés microrganismos. A capacidade adapta-

tiva de Agaricus campestris, Tricholoma nudum e Pleurctus ostreatus

foi também demonstrada. Os micélios de Tricholoma rudum e Pleuro-

tus ostreatus foram agueles cujo teor de aminoadcidos se comparou

mais favoravelmente com a Proteina PadrZo, preconizada pela FAO.
Analisando-se a fragdo lipidica do micélio dos trés microrganismos
verificoﬁ—se uma elevada porcentagem de acidos graxos insaturados.
O microrganismo que apresentou exigéncias nutricionais menos espe-

cificas foi Agaricus campestris. O desenvolvimento do micélio dos

trés microrganismos, em meio de vinhaca de milho, foi responsivel
. 7 . -~ . ld . . ~ .

pelas apreciaveis redugoes da demanda bioquimica de oxigenio no re

ferido meio de cultura. A ocorréncia de esporos secundarios foi

somente observada nas culturas.de Tricholoma rmdum e Pleurotus os-

treatus.



8. SUMMARY

The feasibility of corn stillage as culture medium for
mushroom mycelium production, in submerged culture, was investi-

gated. Of seven species tested, Agaricus campestris, Tricholoma

nudum and Pleurotus ostreatus were selected by their growth in a

corn stillage medium with no addition of salts. The more adeguate
concentration of nitrogen, phosphorus and magnesium were 1.500,100
and 10 miligrams per liter, respectively, for the maximum protein
yield, generally observed at 7 days. Maximus mycelium and proiein

yields were obtained with Pleurofus os%reatus, followed by Tricho-

loma nudum and Agaricus campastris. Among various nitrogen zour-

ces, ammonium sulfate allowed the besi protein yields. High fer-
mentative efficiences observed with the three microrganisms were
due to the consumption of "nom sugars", such as organic acids and
polyols., present in the corn stilizage madium. The adaptive capacity

of Agaricus campestris, Tricholoma nudum and Pleurctus ositrsaius

was also demcnstrated. The amino acid content of Tricholoma nudun

and Pleurotus ostreatus mycelium was closer related to the FAO

protein pattern than the Agaricus canpestris mycelium. A very high

percentage of non satured fatty acids in the mycelium 1lipidic
fraction of the three microrganicesms was observed. Ths nutritional

requirements of Agaricus camwestris were less specific than those

of Tricholoma nudum and Pleurotus ostreatus. The development of

the three microrganisms mycelium provided large reduction on the

biochemical oxigen demand of the corn stillage medium. Secondary

spores were observed in cultures of Tricholoma nudum and Pleurotus

ostreatus only.
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