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RESUMO

Os fungos condituem um reino de seres vivos que vém despertando crescentes
interesses em virtude do eevado potencid em eaborar substéncias economicamente
importantes, como aimentos, solventes, enzimas, vitaminas, antibidticos, &cidos graxos
e outros produtos, judificando a sua aplicacdo biotecnoldgica. As  atividades
enziméaticas destacando-se neste trabaho a da carboximetilcdulase e da xilanase foram
avdiadas em oitenta linhagens de fungos isolados do solo da Estacdo Ecologica de
Juréia-Itatins, SP. Os fungos foram cultivados em meio de farelo de trigo a 25°C por 4
dias. As enzimas liberadas no meio de cultura foram extraidas com 30 ml de agua
gelada e as respectivas atividades enzimé@icas foram avdiadas em unidades (U) de
enzima necessxia para liberar um mmol de glicose ou xilose por mililitro por minuto,
nas condigdes do ensaio. As melhores atividades da carboximetilcdlulase (8,38 U) e da
xilanase (496,72 U) foram obtidas, respectivamente, nos cultivos com Trichoderma
longibrachiatum (n. 31) e T. inhamatum (n. 33) a 28°C por 4 dias. A produgdo de &cido
g-linolénico foi avdiada em 25 linhagens de fungos zigomicetos, cultivados em meio
contendo 2% de glicose e 1% de extrato de levedura, por 4 dias a 25°C. As culturas
foram redimentadas com 20% de meio e permaneceram por 3 dias a 12°C. Nestas
condicbes Mucor ramosissimus foi selecionado por apresentar a maior producdo de
&ido glinolénico (47,70 mgl'). Andisando-se diferentes fontes de carbono e
nitrogénio e a influéncia do pH inica do meio de cultura, verifico-se que 0 uso de
glicose e extrato de levedura em meio com pH inicid de 4,5, apds 4 dias a 25°C sob
agitacdo constante de 150 rpm, a producéo de &cido g-linolénico correspondeu a 106,44

mg.™t.



SUMMARY

The fungi conditute a group of organisms that wake up crescents interests by
vitue of ther high potentid in eaborating substances economicaly important, as
enzymes and fatty acids judifying for the vast biotechnology application that they offer.
The CMCa= and xylanase activities were evauated in eighty isolated fungi drans in
the Ecologcd Station of Jurda-ltatins soil, in S0 Paulo State. These microorganisms
were cultivated in wheat bran medium a 25°C for four days. The enzymes liberated in
the culture medium were extracted with 30 ml of cold didilled water. Enzyme
production is expressed as units of enzyme and one unit of enzyme activity is defined as
1 mmol glucose or xylose released per minute per milliliter of culture extract. The best
CMCase (8.38 U) and xylanase (496.72 U) activities were obtained, respectively, with
Trichoderma longibrachiatum (n. 31) and Trichoderma inhamatum (n. 33) after
cultivations a 28°C, for four days in wheat bran medium. The glinolenic acid
production was evduaed in 25 drans of zygomycetous fungi in a culture medium
containing 2% glucose and 1% yeast extract, after four days of incubation a 25°C. The
cultures were added with 20% (v/v) of culture medium and they stayed a 12°C for three
days. In these conditions Mucor ramosissimus was selected by presenting the best g
linolenic acid production (47.70 mg. ™). After andyzed different carbon and nitrogen
sources and the influence of the initid culture medium pH, it was veified that the g
linolenic acid production in the culture medium with 2% glucose and 1% yeast extract
and initid pH 4.5, after four days at 25°C with a rotary shaker at 150 rpm, corresponded

t0 106.44 mg.It.



LISTA DE FHGURAS

Figural

Figura?2

Figura3

Figura4

Figura5

Vias metabdlicas dos acidos graxos essenciais das seriesn-6 e n-3
Producdo de biomassa e lipidios totais por M. ramosissimus,
durante 10 dias a25°C, @150 IPM ....cvceereeveeeeeeerereeeeeeee e eseseens
Producéo de biomassa e consumo de glicose por M. ramosissimus,
durante 10 dias a25°C, @150 IPM ....cvcueeeeeeeeeeerereieeeeeeee e
Producdo de biomassa e lipidios totais de M. ramosissmus em
meio de cultura.com diferentes pHSINICIAIS ........cceveveererirerereneneenes
Producéo de biomassa e consumo de glicose de M. ramosissimus

em meio de culturacom diferentes pHSINICIAIS ......c.ceveeeeeccrcnene

Pagina

19

55

58

58



Xii

LISTA DE TABELAS

Pagina
Tabdal Volumes das olucdes para determinacdo das aividades
enzimaticas Por tuDO dE rEACAD .........ccevvererererieeer e, 28
Tabda2 Composicdo dos meios de cultura para avdiacdo da producéo de
biomassa, lipidios totais e &cido g-linolénico de M. ramosissimus 37
Tabedla3  Atividade enziméica de fungos filamentosos isolados do solo do
Banhado Grande da Estacdo Ecolégica de Juréa-ltatins, SP,
cultivados em meio de farelo de trigo por quatro diasa 25°C ........ 39
Tabela4  Atividade da caboximetilcdulase dos fungos cultivados em
diferentes temperaturas em meio de farelo de trigo gpos 4 dias ..... 40
Tabda5 Atividade da carboximetilcdulase dos fungos em meio de fareo
de trigo, nas temperaturas 6timas de crescimento, gpos 4 dias....... 41
Tabela6 Atividade da xilanase dos fungos cultivados em diferentes
temperaturas em meio defardlo detrigo apés 4 dias...................... 43
Tabda7  Atividade da xilanase dos fungos em meio de fardlo de trigo, nas
temperaturas 6timas de crescimento, apis 4 dias ........ccvvveveennne 45
Tabda8  Atividade da xilanase de C. paradoxa em diferentes processos de
L= o= o ST PR PR PSPPSR 46
Tabela9  Atividade daxilanase de C. paradoxa em diferentes temperaturas 46
Tabela1l0 Atividade da xilanase de T. inhamatum em diferentes substratos,
apos 4 dias a 25°C, a extrag?o foi redizada com 30 ml de tampéo
acetato de s6dio 0,05 M, PH 5,0 ....ooececiceeceeeeece e 47

Tabelall Aplicecéo de ultra-som na obtencdo do extrato enzimético, apds



Tabela12

Tabela 13

Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela19

cultivo de T. inhamatum em farelo de trigo, apds 4 diasa25°C ...
Producdo de biomassa e de &ido glinolénico dos fungos
cultivados em meio congtituido de 2% de glicose e 1% de extrato
e 1VEAUIE, @25°C ...t e e eeens
Efdto do tempo de incubacd no crescimento, contelido de
lipidios totais e producdo de &cido g¢linolénico de M.
ramosissimus, apdsincubagdo a 25°C em meio GY, a150 rpm ...
Efeito do tempo de incubagdo no contetido de é&cidos graxos de
M. ramosissimus, apds incubacdo a 25°C em meio GY, a150 rpm
Efeito do pH inicid no crescimento, contetido de lipidios totas e
producdo de &cido g¢lindlénico de M. ramosissimus, apos
incubacdo a 25°C em meio GY, a150 rpm, por 4 dias....................
Efeito de diferentes fontes de carbono no crescimento, contetido
de lipidios totas e produgdo de &cido glinolénico de M.
ramosissimus, apdsincubagdo a 25°C, a 150 rpm, por 3 dias.........
Efeito de diferentes fontes de nitrogénio no crescimento,
contelido de lipidios totais e producéo de &cido g-linolénico de M.
ramosissimus, gpdsincubagdo a 25°C, a 150 rpm, por 3 dias.........
Efeito da presenca de ions metdicos no meio de cultura na
producdo de biomassa, lipidios totais e AGL de M. ramosissimus,
ap0s 3 dias@a25°C, @150 IPIM ......cveveveveeeeeeeeeieiererereeeeee s seseens
Efeito da presenga de ions metdicos no meio de cultura na
producdo de biomassa, lipidios totais e AGL de M. ramosissimus,

ap0s 3 diasa25°C, @150 IPIM ......cocveveveeeeeeeeeieiererereeee s

Xiii

51

53

56

57

59

60

62

63



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Letras gregas

Lambda, comprimento de onda ..........cccoeeeeeerenenenenienenennns

Elementos quimicos

CaDONO ...t

Formulas quimicas

FYeTo o) e:[o 4 To 1 Te'o NN
ClOoreto de SO0 ......cceeereeuerireiriereeeree e
Cloreto de calcio dinidratado ...........ccceevrreeerereceieneeesereenee
Cloreto de ferro hexahidratado ............ccooceveinenenenccneee
Cloreto de manganés tetrahidratado ............ccceeveeveieeerieinenens
Fosfato de potassio dibASICO .......ccoeeveveeerericireeee e
Fosfato de potassio MoNObasICO ........ccccveeveevieeieciee e,

HidrOXido de SO0 ..o

Xiv

Simbolos

Cs
Cu
Mn

Mo

Zn

HCI
NaCl
CaCl,.2H,0
FeCl;.6H,O
MnCl,.4H,0
K2PO4
KH2PO4

NaOH



INTLA = (0 ) [SX= 210 1o 10 NHsNO3
NItrat0 e POLASSIO ...c.veveciieiecte et KNO3
U1 (0 X (=1 00 o 1oL (NH4)2SO4
Sulfato de cobre pentahidratado ............coveerereriiseree e, CuS0,4.5H,0
Sulfato de ferro heptahidratado ............cccceeeeeeeveiecceseeee e FeSO,.7H,0
Sulfato de magnésio heptahidratado ............cooeererereenenere e MgSO,.7H,0
Sulfato de manganés tetrahidratado ..........cccocevevieiececcececeec e, MnS0,.4H,0
Sulfato de zinco heptahidratado ............ccceeeeveeeriereeesee e ZnS04.7TH,0

Unidades do Sistema Internacionad de Unidades

[ 0 - USSR h
YT o S min
7= 0 (110 [0 TSP S
CONLIMELTO ..o ettt nre cm
Y L0 (o TSNS mm
o TSSOSO I
IMIHTTTIEIO 1o mi
IMHICTONITIO ..t m
(@8] (oo = 1 7= USSR kg
(€T 10 7 PRSP RUP PR OPRORRRRN g
AV T T = 0 7= OSSR mg
GIaUS CEISIUS ....ovuieecieriieee ettt bbb °C
NBNOIMELIO ...t nr e s ne e e snneas nm
ROtACOES POI MINULO ...t es rpm

IMLECTOMON ..o e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaasessaaaaasannsneeenereeeaeaaeees mmol



INBNOIMIO! ..ttt ettt et et e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeaaaaeaaeeaaaeennnnnns nmol

Outras abreviaturas e simbolos

POICENTAGEIM ... re e %
Potencial hidrogeniONICO ........ccoeeririeirieirerieer e pH
Unidades de atividade enZimatiCa..........covervreeeeeeeeeeeieneneseseseseseeeeeeenenas U
PESO POF PESD ...ttt e p/p
PESO POF VOIUME ...t p/v
VOlUME POF VOIUME ...t e et ne s viv
ACIAO 3,5 AINItrO SACHICO ..eeeeeeeeeeeeee et eeeee e eeee e eeeee e eeee e eeneees ADNS
Acido gamaliNOIBNICO ..ottt AGL
American Type Culture Collection ..........ocovvieiiiii e, ATCC
Atividade em papel defiltro ........ccovveeieveeieiese e FPAse
CarboXimetilCEIUIASE ..o CMCase
Centraa bureau voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands .......... CBS
Colecao de Culturas TropPICal .......ccevveveereeieeieeeeee e CCT
Culture Collection and Research Center, Tawan .............cocvvvenennnnn. CCRC
Estacdo Ecolégicade JUr@a-Itatins ...........cocevevecececeeseceeeeeeee e EEJ
Meio com glicose e extrato de levedura..........coeeeeeeeevecesceseseseseens GY
Meio defarelOo detrigo .....ccoourererereeecer e s MFT
IMIOIEE ..t M
INOINEL ...t N
INUIMIEIO ..ttt ettt sb et b e b e e s e n
Organizacéo das Nagdes Unidas para a Educacéo, a Ciénciae a Cultura. UNESCO

SOIUGEO dE TWEEN 80 ...t e e e e T80



1. INTRODUCAO

Os ecossstemas naturais abrigam uma biota diversficada, cujos componentes,
em sua maioria, continuam desconhecidos e inexplorados. Esses ecossstemas devem
ser estudados e portanto, devem ser preservados ou conservados, oferecendo assm, a
oportunidade de conhecé-los medhor. As informacdes resultantes desses estudos
possivelmente contribuirdo para melhor entendimento, sobre os processos envolvidos na
manutengdo do equilibrio desses ecossistemas e poderdo subsidiar modelos de gestdo,
quando forem necessarios.

Sem dlvida, as regifes tropicas si0 agudas que abrigam a maior
biodiversdade do planeta. A devastacdo dessas regifes preocupa ndo somente pela
extincdo em massa de espécies animals, vegetais e das comunidades microbianas, mas
também pelas modificagbes ambientais desencadeadas. Por exemplo, mudangas nos
padrdes pluviométricos, erosfo do solo, direcéo e velocidade dos ventos e aumento na
emissio de gas carbdnico na atmosfera, provocam o efeto estufa e contribuem
findmente, para as mudancas diméticas globais.

Apesy de dgumas medidas governamentais, adminidrativas e legidativas, a

velocidade de degradaco das Areas de Preservacido Ambienta continua sendo muito



2
grande. Isto resulta do enorme desconhecimento de que o Homem, assm como 0s
demas seres vivos, estdo inseridos nos diferentes biomas, ndo havendo separacdo deles
dos ambientes onde vivem. E comum ouwvir discursos como “O socid ndo deve ser
abandonado devido as questbes ambientais’, frases como edta, refletem o
desconhecimento e 0 descaso em rdacdo as questdes ambientais, uma vez que 0S
processos que devem ser estabelecidos para a salde e educagédo estéo intimamente
ligados as mesmeas.

Em ged, as &ess anda intactas foram trandformadas em unidades de
consarvagdo, como 0s parques e estacOes de protecdo ecolOgica, para garantir a
exigéncia e o reduto de vegetais e/lou animais selvagens, como a Estacdo Ecoldgica de
Juréa-Itatins (EEJ), que abrange grande extensdo do que restou da Mata Atlantica
paulista

Origindmente, a Mata Atlantica formava uma faixa de mata continua desde o
Rio Grande do Norte até 0 Rio Grande do Sul. Hoje € um dos biomas mais ameacados
do planeta, restando aproximadamente 7% da sua cobertura origind e apenas 2% dos
remanescentes correspondem as éreas de conservagdo (BDT, 2000).

Paa o mundo, a Maa Atlantica é um conjunto de ecossistemas que a
Organizacdo das Nagdes Unidas para a Educacdo, a Ciéncia e a Cultura, UNESCO,
elevou a categoria de Reserva da Biosfera, Patrimbnio Ambienta de todos os povos,
numa tentativa de se conter o0 desmaamento, favorecer o levantamento da
biodiversidade existente e estabel ecer planos de mangjo para a regiéo.

Na Mata Atlantica vivem muitas espécies de vegetais e animais ameacadas de
extincdo, onde o0 endemismo € dtissmo e a taxa de biodiversdade € gigantesca. 1s0

dgnifica que pode haver mais bactérias, fungos, protozoaios e agas nesta maa, em
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rdagdb a um solo europeu ou norte-americano com a mesma extensdo. Eda rica
biodiversdade, ndo somente representa enorme informagéo para compor um banco de
genes, mas também uma grande contribuicdo a medicina, a agricultura, a indlidria e ao
equilibrio ecoldgico do planeta

A Edtacdo Ecolégica de Juréia-ltatins (EEJ), inserida no Vde do Ribera, faz
pate do Complexo Estuarino Lagunar, que estende se por uma faixa de duzentos
quilédmetros em linha reta, do litoral sul do Estado de S&o Paulo ao norte do Parang,
entre 0os municipios de Peruibe, Iguape, Cananéa e Paranagua. Apresenta 79.245
hectares e sua cobertura vegetd permanece, em grande parte, primitiva e intocada,
reunindo uma associacdo interessante de ecossstemas que existiam no litord do Estado
de S0 Paulo antes da intensa urbanizagdo. A EEJ possui matas de restinga,
manguezais, zona codeira, campos de dtitude, matas ciliares, banhados, aém da
propria mata atlantica. Edta Ultima no Vae do Ribeira congta de dois ter¢os de todos os
seus remanescentes originais (CAPOBIANCO, 1992).

Associando a importancia em se conservar aeas naurals, e consequentemente
sua biodiversdade, com o desenvolvimento da biotecnologia de um pais, decorreu o
interesse em s invedigar 0s microrganismos do solo da EEJ. As comunidades
microbiolégicas de um ecossstema devem ser conhecidas aravés de técnicas que
posshilitem o isolamento, identificacdo e a caracterizacdo de suas espécies. Essas
podem ser exploradas atraves de suas potencialidades na elaboracdo de substancias, com
aplicaches diversas nas indldrias  quimicas, farmeclutices e dimenticias. Os
microrganismos podem ser utilizados no tratamento de residuos, explorando entre
outras caracteridicas, o potencia de complexo enzimdico produzido pelas vias

metabdlicas e que vem despertando crescente interesse em aplicactes indudtrias.
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Os fungos, condituem materias biolGgicos idesis por sua importancia
ambientd, pela enorme contribuicdo para o0 entendimento dos processos genéticos, para
edudos de ecologia microbiana, em aplicacbes biotecnologicas e aé mesmo como
possivels indicadores ambientais. Os fungos condituem um grupo numeroso  de
espécies, mas ainda pouco estudado, porém de grande interesse biotecnoldgico. Por
apresentarem  diversdade morfoldgica e fisoldgica tipica e um importante papel onde
S encontram na naureza e representam vastas possibilidades de aplicagcbes em
biotecnologia, tadvez sgam €es, dentre os seres vivos, agudes que mas tém
contribuido com produtos e processos de importancia fundamenta para 0 bem-estar das
populacdes humanas.

Edima-se que exigam acima de um milhdo e quinhentos mil espécies de
fungos espdhadas pelo mundo. Este nimero € superior a0 de todas as espécies de
vegetas e de animais somadas, excluindo-se os insetos. Contudo, apenas cerca de
setenta mil espécies de fungos foram até hoje descritas, ou sga, menos de 5% das
possvelmente exigentes (HAWKSWORTH, 1991). Se entre estes 5%, exisem muitas
espécies de grande importancia, como as que s20 Utilizadas na fabricagéo de aimentos,
bebidas, acidos organicos, farmacos e inUmeros outros produtos, pode-se imaginar O
que podera proporcionar a descoberta de novas especies, com distintas propriedades
potencidmente de vaor biotecnol6gico. Em particular no Brasil, que € um pais que
possui a maior biodiversdade do mundo, a busca de novas espécies de fungos devera
produzir resultados extremamente interessantes sob 0 ponto de vista biotecnol égico.

Uma das areas de interesse hiotecnoldgico € a decomposicdo dos materiais
ceulésicos, devido a0 importante papel no processo de reciclagem de nutrientes, em

ambientes terrestres, especiamente no ciclo do carbono. Neste aspecto, destacam-se as
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atividades das comunidades fungicas, das quais espécies cdulaliticas e xilanoliticas tém
ddo muito invedigadas, dgumas ja utilizadas indudridmente, outras com grande
potencia parao mesmo fim.

Resdta-se anda a importéncia dos fungos na producdo de é&cidos graxos
poliinsaturados, entre estes, 0s &cidos graxos essencials, que S0 requeridos para
manutencdo estrutural de todas as membranas do corpo e por aguns serem precursores
de substancias reguladoras, as prostaglandinas. Corgtitui grande interesse a producéo do
&cido g-linolénico obtido por dessaturacdo do écido linoléico, e que pode ser encontrado
no dleo de sementes de certas plantas, e também ser produzido por aguns fungos
filamentosos. Este &cido vem despertando interesse de muitos pesquisadores, devido ao
Seu crescente uso nas indugtrias farmacéuticas e de cosméticos.

Objetivos:

» veificar a potencididede biotecnologica de egpécies de fungos filamentosos
isoladas do solo sob vegetagcdo de mata nativa, da regido do Banhado Grande, na
Estacdo Ecologica de Juréa-ltatins, SP, onde houve pouca ou quase nenhuma
interferéncia antrépica;

* edudar a atividade enzimética, com destaque para as atividades da cdulase e da
xilanase, em condigdes de cultivo variaveis, e,

» jsolar espécies de fungos zigomicetos para verificar possivd producdo de écidos

graxos, enfatizando a produgéo do &cido g-linolénico.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fungos e ecologia

Conhecidos pelos nomes populares de bolores, mofos, leveduras e cogumelos,
os fungos interferem e influenciam congantemente nas atividedes antrépicas didrias.
Até o0 momento ndo ha uma definicdo adequada para e€es, contudo, podem ser
caracterizados por certos aributos comuns que unem organismos diferentes como
leveduras e cogumeos comedives. Diferenciamtse dos demais seres vivos por
gpresentarem formas extremamente diversas e edtilos de vida sngulares. Condiituem um
grupo de organismos heterotréficos e quimiorganotréficos destituidos de  clorofila,
gpresentam paredes celulares definidas, sGo imdvels, ndo possuem caule, raizes ou
folhas e ndo desenvolvem ggema vascular complexo. Armazenam glicogénio como
principa fonte de energia e exibem nutricdo por absorcao.

Os fungos sGo gerdmente filamentosos e multicdlulares. O corpo do fungo ou
soma é condituido por filamentos tubulares microscopicos, as hifas, que coletivamente
s®0 denominadas de micdlio. As edruturas somédicas exibem pouca diferenciacdo e

praticamente nenhuma divisso de fungbes. As estruturas reprodutivas sdo diferenciadas
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das sométicas e exibem uma variedade de formas, servindo como base para a
dlassficagio (ALEXOPOULOS ¢t al., 1996).

Os fungos exibem reproducdo sexuada e assexuada de diversas formas e assm
possuem divisdes celulares do tipo mitose e meiose, tendo sempre como produto findl
0S esporos, que sdo 6rgdos de reproducdo, resgéncia e disseminacdo. A producéo
rgpida das estruturas de reproducéo assexuada garante a disseminac@o e a colonizacdo
dos substratos, enquanto que a reproducdo sexuada garante a variabilidede genética
alravés do processo meidtico. Estes dois processos de reproducdo, acrescido da
parassexudidade que é a recombinagdo genética na mitose, permitem aos fungos a
capacidade de adaptaremrse as diversas condicbes ambientais, agumas condderadas
extremamente indspitas (BONONI, 1998).

O habitat dos fungos € muito diversficado. Os fungos sGo cosmopolitas, apesar
de dguns SO sobreviverem em faixas ecolOgicas redritas, por desenvolverem dta
epecificidade com o subdrao, dificultando 0 seu isolamento, identificacéo e
manutencdo em laboratério. Como um grupo, exibem uma notédvel habilidede em
utilizar quase todas as fontes de carbono como nutrientes, obtém energia a partir de
matéria organica inanimada; podem ser sgprobios, paradstas de plantas, de animais e de
outros fungos, e Imbiontes. Alguns sdo aguéticos, vivendo principdmente em &gua
doce, contudo também so encontrados em &gua salgada.

A grande maioria dos fungos é encontrada em ambientes terrestres, no solo ou
sobre matéria organica em decomposicdo, exercendo importante pgpel na minerdizacdo
do cabono organico na natureza. Desse modo, a dividade fungica € amplamente
reqponsvel  pela fertilidade do solo. Colonizam subdraios naturais e sSntéticos em

diversos ambientes, decompdem residuos complexos de plantas e animas,
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trandformando-os em formas quimicas mas smples, que retornam a0 solo. Tais
substéncias sfo, entéo, absorvidas pelas geraces vegetais subseqlientes ou por outros
representantes damicrobiota. (PELCZAR et d., 1981).

Os esporos fungicos, transportados pelo ar, sdo freqlentemente incOmodos
contaminadores de culturas bacterianas. De fato, foi um desses contaminantes em uma
cultura de edtdfilococos que levou a descoberta da  penicilina Alguns  sdo
fitopatogénicos, causando a maioria das doencas economicamente Sgnificativas,
podendo atacar plantas adultas ou em senescéncia ou anda, auar como invasores
secundarios. A ferrugem da batata, por exemplo, levou a morte por inanicdo cerca de
um milh&o de pessoas na lrlanda, no século X1X (KOBAY ASHI, 1979).

Os fungos sd0 os agentes causadores da biodeterioracdo mais importantes
presentes na face da Tera S hdbeis em atacar materias naturais, refinados ou
processados. Isto é particularmente verdadeiro nos ecossstemas de florestas, onde ees
decompdem celulose e lignina, os principais componentes das madeiras. Na redidade, a
producdo de biomassa em um ecossstema de floresta é grandemente controlado pelos
fungos apodrecedores de madeira, jA& que estes organismos determinam as taxas dos
nutrientes liberadas para 0 ecoss stema, gpos a morte das arvores.

Além da importéncia como decompositores nos ecossstemas florestais, o0s
fungos sBo os agentes responsdvels pela destruicdo de uma ampla variedade de produtos
de madeira, incluindo tdbuas, dormentes de estrada de ferro, postes telefonicos, entre
outros. S0 capazes de crescer até mesmo em graxa de sgpato e amofada retentora de
tinta. Devido a capacidade de utilizar subgtratos digintos como fonte de dimento, os
fungos sf0 capazes de atacar muitos produtos industridizedos, tais como tecidos,

mercadorias de couro, derivados de petrdleo, incluindo certos combustiveis e
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lubrificantes e certamente todos os géneros dimenticios (ALEXOPOULOS e d.,
1996).

Antes do acidente nuclear de Chernobyl em 1986, 0 solo era contaminado com
137Cs, originado, principdmente, dos testes com armas nucleares. Um levantamento de
fungos em 1974, em cinco paises da Europa, revelou que os basidiomas de Paxillus
acumularam *Cs de maneira espécie especifica com o pileo mais radioativo do que a
estipe. P. filamentosus, por exemplo, nd acumulou *’Cs a0 contrério do observado
com P. involutos. O contelido médio de **'Cs encontrado no basidioma foi de 3,0 a 4,8
vezes maior a0 encontrado antes do acidente de Chernobyl. Atuamente estas espécies
s20 Uutilizadas como indicadores bioldgicos para monitorar a contaminacdo radioativa da
biosfera (HASELWANDTER et d., 1988).

Os tipos e a diversdade de espécies que se desenvolvem em uma determinada
regido sfo caracterigicas do ambiente naturd. A microbiota de um determinado
ambiente rediza muitas transformacBes biogquimicas essencias para o funcionamento
norma do ecossistema. Os residuos regularmente depositados na superficie do solo séo
utilizados pela microbiota presente e transformados em novas subgténcias. Os
microrganigmos condituem uma ligagéo entre os condituintes inanimados do solo e os
sres vivos. A naureza dindmica é perceptivel quando verificamrse a diversdade e a
finalidade das modificagdes microbianas que ocorrem no solo (PELCZAR et d., 1981).

Estudos redizados com adicdo de vinhaca no solo, demonstraram que este
residuo estimula visvelmente a microbiota do mesmo, com predomindncia dos fungos,
principamente dos géneros Aspergillus e Penicillium (NEVES, et al., 1983). A adicdo
de dosss cumulaivas de vinhaca acarretou um acréscimo dos nimeros de fungos

filamentosos, bactérias e de actinomicetes, em solo sob vegetagcdo de cerrado (COSTA,
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1983; TAUK & RUEGGER, 1987) e das atvidades da amilase e da celulase em
latossolo vermelho amarelo, durante seis anos (TAUK et d., 1990).

Condderando-se a importancia dos fungos e a contribuicio para o
conhecimento da biodiversdade destes em solos de regides de clima tropica, foram
redizados isolamentos e identificacbes de fungos cduloliticos do solo (ATTILI, 1994),
de fungos filamentosos (GARLIPP, 1995) e de fungos xil6fagos de podriddo branca
(GIANNOQOTTI, 1997), naregido do Banhado Grande da EEJI, SP.

A quantificacdo da comunidade microbiana no solo € em gerd, um processo
complexo, pois 0S microrganismos estéo gerdmente ligados aos minerais do solo e a
matéria organica. Desse modo, uma informacéo vaiosa na estrutura comunitéria pode
ser obtida medindo-se os biomarcadores, que sBo componentes bioquimicos de cdlulas
microbianas e seus produtos extracdulares. Para os fungos utiliza-se como biomarcador
0 egodero, que posshilita a quantificacdo da biomassa fungica (ALEF &

NANNIPIERI, 1995).

2.2. Fungos e biotecnologia

Os fungos S0 organismos que contribuem para uma grande variedade de
aplicagdes a favor do progresso do homem. A fermentagcdo microbiana fornece
inimeros dimentos, bebidas e produtos quimicos que fazem parte da sociedade
moderna.  Entre os produtos auamente utilizados comercidmente estdo:  enzimas,
antibidticos, aminoécidos, &cidos organicos, &cidos graxos, polissacarideos, vitaminas,
molhos de soja, cervgas, vinhos, conhaques, dcoois destilados, pées, quejos, aimentos

fermentados, cogumelos comedtivels, condimentos, corantes para dimentos, proteina
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microbiana, combustiveis (dcool, biogés), conservantes, herbicidas e pedticidas
(HAWKSWORTH, 1991).

A dimentacdo humana exemplifica uma das utilizagbes mas antigas dos
fungos. Cogumeos coletados em florestas e campos tém Sdo consumidos por povos
micofilos ha milénios. As egpécies mas exploradas comercidmente sdo. Agaricus
bitorquis, Agaricus brunnescens, Agaricus campestris, Auricularia fuscosuccinea,
Boletus edulis, Flammulina velutipes, Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus e
Volvariella volvacea (BONONI & TRUFEM, 1985). Tricholoma matsutake é outra
espécie explorada comerciamente (HAWKSWORTH & KIRSOP, 1988). No Brasil, a
primeira espécie a ser cultivada foi o “champignon” de Paris, Agaricus bisporus.
Outras espécies audmente cultivadas sGo o caetetuba ou cogumeo gigante, P.
ostreatus e o “shiiteke’, L. edodes (BONONI et a., 1995). O nimero de espécies
comedtivels, provavelmente, excede a quinhentos, mas muitas se encontram redtritas a

um uso regiond.

2.2.1. Enzimas

Devido a0 modo de nutricdo por absor¢én, os fungos devem inicidmente
liberar enzimas digedivas no ambiente externo. Edas enzimas quebram moléculas
grandes e rdativamente insolivels como os carboidratos, proteinas e lipidios em
mol éculas pequenas e mais solUvel's que podem ser absorvidas.

As enzimas microbianas ocupam um papd crucid na ciclagem de nutrientes,
redizando uma variedade de reacOes de fixacdo, oxidacdo, reducdo e hidrdlise na
conversio da matéria organica necessria para a manutencdo de equilibrio num

ecosssema
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A biomassa veged, condituida bascamente de cdulose, hemicdulose e
lignina, € o Unico recurso naturd que tem um ciclo de reposicdo suficientemente rdpido
para sustentar a demanda do mercado mundial de produtos bioquimicos e quimicaos,
indusive combustiveis. Os residuos lignocdulésicos tém sdo consderados como fonte
promissora para producéo de etanol, pela abundancia e facilidade de serem encontrados
na natureza e nos residuos agro-industriais. Como consequéncia, muitas pesquisas
foram desenvolvidas visando aumentar a producéo de enzimas cduldliticas, sga através
dos métodos tradicionais, quanto por dternativas resultantes de extensos estudos (KIM
et al., 1997).

Os fungos filamentosos sfo particularmente interessantes industridmente como
produtores de celulases e xilanases, por excretarem no meio de cultura tais enzimas. A
producdo destas é normadmente dta em rdlacdo as leveduras ou bactérias. Os fungos
tipicamente produtores de Xilanases produzem muitas enzimas Xxilanoliticas acesOrias,
que s30 necessias para 0 branqueamento das xilanas. Um importante fator para a
producdo eficiente de xilanases é a escolha de um gpropriado substrato indutor, quer
sgainsolive ou solive, bem como a otimizagdo da composicéo do meio.

O subdrato pode induzir também a formacdo de enzimas cduloliticas em
determinados organismos. Parémetros desse bioprocesso, como pH, temperatura ou a
agitacdo do cultivo podem afetar a produtividade da atividede das xilanases durante a
fermentacio (HALTRICH et d., 1996).

A degradagdo microbiologica da cdulose conditui-se na maor fonte de
carbono para o solo. Condderando-se os materiais naturals, a celulose compde o
biopolimero mais aundante do mundo, apresentando uma quantidade globa estimada

em 26,5.10'° toneladas. Contitui-se em um polissacarideo linear formado por residuos
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de D-glicose unidos aravés de ligagdes glicosidicas b-1,4, ocasondmente ligados
transversdlmente a cadeias Smilares, aravés de pontes de hidrogénio, formando
microfibrilas (TEUNISSEN & CAMP, 1993).

Muitos microrganismos podem crescer sobre celulose, produzindo enzimas que
podem degradar derivados solUvels de regifes amorfas da celulose. Poucos sintetizam,
contudo, um dgema enzimdico completo que efetivamente hidrolisam materias
crigdizados encontrados na naturezas O sstema cdulase, que envolve a degradacéo

total da celulose, conta com a &80 de trés grupos de enzimas. C1 ou avicdase (b-1,4-

exoceobiohidrolase ou b-1,4-D-glucano-cdobiohidrolase, E.C.3.2.1.91), que iniciam o
processo e agem sobre a cdulose nativa resultando principamente em celobiose; Cx ou
CMCase (b-1,4-endoglucanase ou b-1,4-glucano glucanohidrolase, E.C.3.2.1.4), as
quais clivam os polimeros parcidmente degradados, resultando na formacgéo de glicose,
celobiose e outros oligbmeros, e celobiases ou b-1,4-glucosidases (b-D-glicosideo
glucohidrolase, E.C.3.2.1.21), que age sobre a degradacdo da celobiose e outros
oligbmeros menores, formando a glicose (GONG & TSAO, 1979; TEUNISSEN &
CAMP, 1993).

Em gerd, os fungos que decompdem substéncias celuldésicas ocorrem no solo,
colonizando 0s vegetais, suas raizes e residuos, com a importante func@o de reciclar os
nutrientes. A atividade fungica depende do contelido de matéria organica do solo, a qua
determina sobremaneira a ocorréncia e a distribuicéo da microbiota

A susceptibilidade da celulose a degradacdo depende de condicBes ambientais
e de sua forma fisica e quimica A cdulose manufaturada torna-se mais susceptivel por
s dedignificada e apresentar sua molécula menos crigtdina. Quanto maior 0 nimero

de ditios amorfos a0 longo da macromolécula, mais vulneravel da se torna. Exisem
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formas modificadas da cdulose como: raom, ceofane, filme fotogréfico e
carboximetilcdulose, utilizada em adesvos e emulsdes de tintas (ALLSOPP & SEAL,
1986).

As hemicduloses sB0 0s polissacarideos mais abundantes encontrados na
natureza depois da celulose, ocorrem abundantemente nas paredes das plantas,
entremeadas entre a cdulose e a lignina As hemicduloses s polimeros lineares ou
ramificados contendo de dois a seais diferentes aglcares ou seus derivados. Estes
induem dgumas hexoses (D-glicose, D-galactose, D-manose), poucas pentoses (D-
xilose, L-arabinose) e &cido D-glicurdnico. Ha didintas diferengas entre a composicéo
das hemicduloses de uma planta para outra e, em particular, diferencas didtintas entre as
hemiceluloses de madeiras moles e madeiras duras (MOORE-LANDECKER, 1996).

O componente primordia das hemicduloses é a xilana que corresponde de
20% a 35% do peso seco total da parede cdular de maderas duras e plantas anuais
como milho, rami e cana-de-aglcar. Em madeiras moles compreendem 8% do peso
seco, gproximadamente. As xilanas condituemse principamente de xilose e arabinose
(HALTRICH et d., 1996).

As dividades das xilaneses podem ser redizadas por diferentes organismos,
incluindo os fungos filamentosos e as leveduras. Em escaa indudtrid, as xilanases sfo
produzidas principdmente por véias egpécies de fungos dos géneros Aspergillus e
Trichoderma (HALTRICH et d., 1996).

As enzimes que degradam xilana, classficamse de acordo com seus

mecanismos de acdo. A endoxilanase (b-1,4-D-xilana xilanoidrolase, E.C.3.2.1.8)

hidrolisa as ligacbes b-1,4-D-xilanopiranosidicas enquanto que a b-1,4-xilana



15
xiloidrolase, E.C.3.21.37) hidrdisa os xilo-oligossacarideos produzidos pelas
endoxilanases (TEUNISSEN & CAMP, 1993).

Recentemente, as xilanases de fungos tém despertado maior atengdo do que as
de origem bacteriana. Trichoderma longibrachiatum é citado como uma espécie
xilandlitica promissora.  Demongtrou-se que este fungo gerdmente produz dta
quantidade de xilanases e baixa de cdulases, quando cultivado em substrato
lignocdlulésico. Os autores ndo observaram, entretanto, atividade xilanolitica sem
aividade cduldlitica, provavemente devido a intima reacdo que existe entre
hemicelulose e celulose na biomassa vegetal (ROYER & NAKAS, 1990).

Na indUgtria de papd e cdulose as xilanases de fungos e de bactérias auxiliam
no branqueamento, facilitando a remocéo da lignina, sem prejuizo para a polpa de papdl.
Além disso, 0 uso das xilanases estende-se a darificacdo de sucos e vinhos, extracéo de
café, dleos vegetais e amido, para 0 aumento do teor nutriciona de slos e gréos ou para
conceder textura a derivados lacteos. Polpa de madeira dissolvida pode ser usada para se
obter produtos celulésicos como acetato, celofanes e raions (WONG & SADDLER,
1992).

As enzimas xilandlitices em associacdo com celulases podem remover paredes
das cdulas vegetais, liberando seu conteldo para producdo de substancias responsavels
por sabor e aroma, polissacarideos e proteinas de sementes e folhas, ou sSmplesmente
produzindo protoplastos de plantas superiores, para uso em pesquisas genéticas. Ainda
combinadas essas enzimas podem ser utilizadas para 0 melhoramento da extracéo a frio
de dleo de sementes, producéo de sucos de frutas e vegetals, clarificacdo de sucos de

frutas e mehoramento da reidratacdo de vegetais secos, na indidria dimenticia As
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xilanases também podem ser usadas na fabricacdo de café solivd, cha e vinho
(TEUNISSEN & CAMP, 1993).

Uma outra aplicagéo das xilanases envolve a degradacdo parcid de aimentos
paa anmas ruminantes e monogadricos, que se redizada por microrganismos
xilanoliticos, dém de mehorar a digedtibilidade por tornar a cdulose mais acessivd e
liberar aglcares mais facilmente metabolizdvels melhora também o vaor nutriciond
desses dimentos, devido a producéo de biomassa microbiana (TEUNISSEN & CAMP,

1993).

2.2.2. Lipidios e acido g-linolénico

O temo lipidio, tradiciondmente, tem <Sdo usado para descrever uma
vaiedade de compostos naturais, incluindo os &cidos graxos e seus derivados,
ederdides, terpencs, carotendides e &cidos hiliares, que tém em comum a pronta
solubilidede em solventes orgénicos, tas como: hexano, benzeno, cloroférmio ou
metanol (CHRISTIE, 1982; KATES, 1982).

Muitos lipidios contém glicerol, que podem ser edterificados com uma, duas ou
tré&s moléculas de &cidos graxos e formar, respectivamente, monogliceridios,
digliceridios ou trigliceridios. Os lipidios podem estar combinados na natureza com
outros compostos, tais como: proteinas, aminoacidos ou polissacarideos. Gerdmente os
trigliceridios e seus &cidos graxos compreendem uma grande fracdo dos lipidios
produzidos por fungos. Os &cidos graxos podem compreender aé 88% da fracdo
lipidica, e dentre ees, os compostos com dezesseis e dezoito carbonos sfo mais
abundantes. Os &cidos graxos insaturados (especidmente oléico e linoléco)

predominam sobre os &cidos graxos saturados (MOORE-LANDECKER, 1996).
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Nos microrganismos, os lipidios sfo Sntetizados durante a fase de crescimento
como parte de seu processo metabdlico e como reserva de carbono. A composicéo,
qudidade e quantidade de lipidios variam de espécie para espécie de acordo com as
condicdes de cultivo, disponibilidade de nutrientes e com o estégio de crescimento.

A pexquisa sobre lipidios de microrganismos serve como base para a
identificacd0 e exploracdo de oportunidades biotecnoldgicas, que incluem o
desenvolvimento de produtos economicamente competitivos, processos e aplicagtes. A
producdo de lipidios por microrganismos tem sSdo objeto de estudo de véios
pesquisadores nestes Ultimos anos. A maioria dos trabahos foi desenvolvida com
egpécies de leveduras. Os fungos filamentosos, contudo, apresentam producOes de
lipidios desgéveis devido a0 fato de apresentarem dtos teores de lipidios contendo
composicdo ndo usual de é&cidos graxos tanto de cadeias curtas, quanto de cadeias
longas (HANSSON & DOSTALEK, 1988).

O processo de extragdo, na obtencdo de lipidios de microrganismos, é uma
etgpa importante que deve ser completa e sem 0 gparecimento de &cidos graxos livres
durante 0 processo. Os microrganismos possuem uma grande quantidede de &cidos
graxos livres na porcéo lipidica e eses maerias sd0 extremamente tdxicos e sua
presenca indica que lipases e fosfalases ed@0 atives. A extragcéo de lipidios de
microrganismos exige a ruptura celular que pode ser redizada através de processos
quimicos, fiscos ou bioquimicos. Um fator determinante que deve ser levado em
consideragdo no processo de extragdo € a escolha dos solventes. Na maioria dos casos €
usada uma mistura de solventes visando maior eficiéncia de extracéo.

Uma extracéo efetiva dos lipidios da biomassa é redizada com cdulas

fidologicamente ativas, pois cdulas cultivadas ha muitos dias ou que etgam na fase
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estacionaria de crescimento podem se degenerar, pois neste estado pode ocorrer autdlise
parcial de lipidios e de outros condtituintes celulares. Quando proteinas ou carboidratos
sd0 Uutilizados ou degradados o contelido lipidico cdular aumenta. Pela mesma razéo, as
céulas para andise ndo devem esperar muito tempo gpds serem separadas. Poucas
horas na temperatura ambiente podem provocar mudancas na composicdo dos lipidios
das cdulas, como também, amostras deixadas sob refrigeracéo por doze horas podem
gpresentar mudangas significativas nacomposicéo celular (CHRISTIE, 1982).

Durante a etapa de extracdo devem ser levados em consideracéo aguns fatores
importantes para a manutencdo da estrutura quimica dos lipidios extraidos, de modo que
hga uma eficiéncia no gproveitamento dos lipidios que serdo andisados. Um dos pontos
a se destacar é a presenca de insaturagdes na cadeia de carbono. Quanto maior for o
nimero de insaturacOes maior sera a probabilidade de ocorrer peroxidacdes, reacoes
edas que uma vez iniciadas sB0 autocatditicas. Neste caso 0s solventes deverdo ser
dedtilados antes de sua utilizagdo e neles adicionados substancias antioxidantes e o
processo de extracdo deve ser redizado em amosfera de nitrogénio, para prevenir tais
reactes (CHRISTIE, 1982; KATES, 1982).

Os &idos graxos essencials sGo  componentes estruturais das membranas
celulares, proporcionando edtabilidade e controlando o movimento de todas as
substéncias para dentro e para fora das clulas. S&o indispensivels para a atividade
celular e, conseqlientemente, para 0 bom desempenho do organismo.

Os &cidos graxos essencias gpresentam duas ou mais duplas ligagBes na cadeia
de carbono. Existem dois grupos que sdo definidos pea posicdo da primera dupla
ligacd da molécula, iniciando no @omo de carbono do find metilico da cadeia os

grupos n6 e n-3. Os &cidos graxos linoléico (18:2; 9,12) da s&rie n-6 e &cido a-
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linolénico (18:3; 9,12,15) da s&ie n3 (Figura 1), quando ingeridos na digta Sfo
metabolizados por uma s&ie de enzimas dessaturases, que introduzem uma dupla
ligacdo, e dongases, que introduzem dois a&omos de carbono, originando diversos

metabdlitos (HORROBIN, 1992).

Familian-6 Familian-3
Linoléico (18:2) a-linolénico (18:3)
B D-6-dessaturase B
glinolénico (18:3) Octadecatetraenoico (18:4)
- Elongase -
Dihomo-g-linolénico (20:3) Eicosatetraendico (20:4)
B D-5-dessaturase B
Araguidbnico (20:4) Eicosapentaendico (20:5)
- Elongase -
Adrénico (22:4) Docosapentaendico (22:5)
B D-4-dessaturase B
Docosapentaendico (22:5) Docosahexaendico (22:6)

FIGURA 1. Vias metabdlicas dos &cidos graxos essenciais das séries n6 e n3. Fonte:
HORROBIN, 1992.

Um &cido graxo essencid que, atudmente, gpresenta interesse crescente € o
&ido glinolénico (AGL), por ser um precursor da prostaglandina E;. Edta
prostaglandina demongtrou, clinicamente, s cgpaz de reduzir a inflamagéo, incusve
de origem reumética, dilatar veias e adbaixar a pressio sangliinea, reduzir os nivels de
colesterol e a formagdo de trombos. Pode ainda diviar a depressdo em individuos
depressivos, devido a &8 moduladora sobre 0 Sstema nervoso e atuar na ativagdo da
gordura marrom, que funciona como aceleradora da queima de gorduras, facilitando a
perda de peso. Dentre os diversos distUrbios causados pela deficiéncia en AGL eta a

tensio pré-menstrua  (PRIMORIS!, 1996). Em humanos, este &cido graxo é requerido

! PRIMORIS. Paran, Herbarium Laboratério Botanico Ltda, 1996. (Bula).
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para a sintese de &ido araquidénico e progtaglandinas. O AGL é correntemente
proporcionado pela dieta através do leite e carne (DUBACQ & PHAM-QUOC, 1993).

O AGL ou &ido cisciscis-6,9,12-octadecatriendico € um &cido graxo
essenciad de dezoito carbonos com trés insaturages que pertence a série n6, a qua é
definida pela poscéo da primera dupla ligagd da molécula iniciando no d&omo de
carbono do find metilico da cadeia Este &cido é obtido pela dessaturacdo do &cido
linoléico, pea acd da enzima D-6-dessaturase (FUKUDA & MORIKAWA, 1987;
HANSSON & DOSTALEK, 1988; GUIL-GUERRERO &t al., 2000).

O 6leo contendo AGL pode ser extraido de sementes de primula Oenothera
biennis elou O. lamarckiana), de sementes de borragem (Borago officinalis) e de
sementes de groseha preta (Ribes nigrum) (GUNSTONE, 1992). Contudo, a
produtividede de AGL de sementes € extremamente baixa, variando de 9% no dleo de
primula a 19% nos 6leos de borragem e groselha preta (HORROBIN, 1992), devido ao
longo periodo da cultura e a enorme area requerida para o plantio, mas o AGL pode ser
também sintetizado por fungos da ordem Mucordes (SHAW, 1965; AGGELIS e 4.,
1987, 1988, 1990 e 1991), como o Oleo extraido de Mucor javanicus comercidizado no
Reino Unido (GUNSTONE, 1992) ou de outros fungos ainda ndo investigados. O AGL
pode ser também obtido de agas como a aga verde Chlorella sp (MIURA et d., 1993),
contudo é menos abundante e misturado com outros isomeros. Outra fonte de AGL é a
cianobactéria Spirulina platensis que parece sr uma das Unicas a gpresentar um &cido
graxo com trésinsaturagtes (DUBACQ & PHAM-QUOC, 1993).

Mucor mucedo, Mucor plumbeus, Mortierella ramanniana e Rhizopus arrhizus
foram cultivados em meio de cultura contendo matose, lactose, glicose, amido solivd e

acetato de sodio como Unica fonte de carbono. Comparando-se a producéo de lipidios e
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a composicdo dos é&cidos graxos das espécies testadas, observou-se que a glicose e a
maltose proporcionaram lipidios com grande proporcdo de &acidos graxos saturados
enquanto que a lactose, 0 glicerol e o amido acarretaram lipidios insaturados com um
alto teor de AGL (SAJBIDOR et al., 1988).

O acimulo de lipidios, a composicdo de acidos graxos e a producéo de AGL
foram investigadas em 28 linhagens de fungos pertencentes aos Mucorales. O teor
lipidico variou de 5% a 30% da biomassa seca e a porcentagem e AGL no totd do
lipidio intracdular Stuou-se na faixa de 2,5% a 15,4% (p/p). As melhores producdes de
AGL na biomassa, foram encontradas em Mucor mucedo CCF-1384 (284 mg.g?) e
Cunninghamella echinulata CCF-103 (25,1 mg.g ') (CERTIK et d., 19933).

A influéncia de doze fontes individuais de carbono e seis de nitrogénio sobre o
crescimento, contelido de lipidios e composicdo de acidos graxos foi investigada em
Mucor mucedo CCF-1384. O mehor crescimento foi observado em matose e o
rendimento da producdo de lipidios diminuiu na seguinte ordem: mdtose, amido
hidrolisado, glicose, gliceral, xilose, etanol, amido, sacarose, frutose, lactose, metanol e
gaactose. Os subgtratos com N orgénico foram mais benéficos para o crescimento do
que as fontes inorgénicas. As andises dos acidos graxos modraram  acumulacéo
preferencia de &cido oléico e linoléico apesar das fontes de N e C utilizadas, e ainda, a
natureza do substrato afetou particularmente o contelido de AGL (CERTIK et 4.,
1993h).

Andises de lipidios foram redizadas em 28 linhagens de vaias espécies de
fungos, do género Mucor, em frascos agitados, com glicose como fonte de carbono. O
contetido de AGL na fragéo de lipidios neutros em agumas espécies foi superior a 38

mg.g* de biomassa seca (ROUX et ., 1994).
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A dfetividade dos méodos empregando hidrdxido de potésso acodlico e
cloroférmio/metanol na extracd de lipidios de microrganismos, foi comparada
utilizando-se vinte diferentes linhagens de fungos. Em gerd, a quantidede de lipidios
extraidos pelo primeiro méodo foi, gproximadamente, duas vezes maior do que no
segundo. As linhagens com mas de 15% de AGL nos lipidios foram: Absidia
corymbifera CCRC 31601, Mucor rouxii CCRC 30546, Mucor genevensis CCRC
31383, Mucor ambiguus CCRC 31392, Conidiobolus coronatus CCRC 31346 e
Cunninghamella echinulata CCRC 31840. A adicdo de uma quantidade apropriada de
extrato de leveduras a0 meio aumentou a biomassa, produgdo de lipidios, AGL, &cido
aragquidénico e o grau de insaturacéo dos lipidios. C. echinulata CCRC 31840 produziu
a maior quantidede de AGL (577 mg.'}), enquanto que M. alpina CBS 213.32 a maior
quantidade de &cido araquidonico (141 mg. ™) com adicdo de 0,7% e 1,0% de extrato de
leveduras, respectivamente (CHEN & CHANG, 1994).

A influénda de diferetes tensdes de oxigénio dissolvido foi investigada na
producdo de equivaentes de manteiga de cacau e AGL por Mucor circinelloides f.
circinelloides CBS 10816, em culturas com nitrogénio limite, redimentadas, pH
controlado e &cido acético como fonte de arbono. As tensdes de oxigénio de 8% e 10%
foram ¢Gtimas para producdo de dleo e lipidios neutros. O conteldo de AGL diminuiu,
graduamente, de 12,4% para 4,6% em relacéo a fracdo de lipidios neutros quando a
tensdo de oxigénio dissolvido diminuiu de 35% para 5% (ROUX et a., 1995).

A influéncia dos microdementos Mo, Mn, Cu e Zn, no processo de sintese de
AGL e caotenodides, foi estudada em Mucor lusitanicus. Os sulfatos de cobre e zinco
aumentaram seus conteddos nos lipidios. Sob as agbes smulténeas dos fatores luz,

microelementos, vitaminas B1, B6, e biotina, a producdo de AGL (g.™) e carotendides
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aumentou mais do que duas vezes na quantidade dos lipidios (TORLANOVA et 4.,
1995).

A trandcéo de uma linhagem oleaginosa de Mucor circinelloides da forma
micelid para a leveduriforme foi estudada em condi¢cbes que favoreceram a lipogénese.
O fungo acumulou quantidedes sgnificativas de lipidios em meio de cultura com &cido
citrico como Unica fonte de carbono, nas concentracdes de 7,5 e 10 g.I'%, rdlacd C:N de
26 e 35, respectivamente. ConcentracOes superiores de &cido citrico inibiram a sintese
de lipidios e sob tais condicbes observou-se a morfogénese leveduriforme. Nestas
cdlulas a biossintese de &cido linoléico e AGL foram inibidas (AGGELIS, 1996).

O efeito de varias fontes de C e N e da rdacéo C:N sobre a producéo de AGL
fo examinado em Cunninghamella echinulata CCRC 31840, em culturas agitadas. O
amido solive foi a mehor fonte de C e também produziu a maior quantidade de AGL
por unidade de volume. No meio com lactose, o crescimento de C. echinulata CCRC
31840 foi muito pobre, mas a maioria dos lipidios insaturados foi produzida. Nitrato de
amonio e uréia foram as mehores fontes de N para crescimento. C. echinulata CCRC
31840 cultivada em nitrato de potassio acangou 0 mais rico contetido lipidico (35,4%);
contudo, a porcentagem de AGL nos lipidios (7,9%) foi muito menor do que quando
cultivado em uréa (25,7%). A rdacdo C.N inicid de, aproximadamente, 33 a 48,5
favoreceu 0 acimulo de lipidios na biomassa, sem afetar o conteldo de AGL dos
lipidios. A maior producdo de AGL foi de 964 mg.I! obtida apés 5 dias a 20°C em meio
condtituido por 10% de amido solivel, 0,5% de extrato de leveduras, 0,11% de
NH4sNOs3, 0,1% KH,PO4, e 0,025% de MgSO4.7H,0 (CHEN & CHANG, 1996).

As produgdes de lipidios e AGL por Cunninghamella japonica foram

estudadas em cereais como substratos. O tratamento dos cereais, a adicéo de nutrientes
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ans gréos e a espessura dos subgtratos sdlidos, influenciaram o crescimento fangico e as
producdes de lipidios e AGL. Dentre os vaios subgtratos utilizados como fonte de
nutrientes, 0 milho mitdo e o aroz proporcionaram a mais dta producdo de AGL na
biomassa (7,03% e 7,87%, p/p). O contelido de AGL nos lipidios foi de 20% do totdl
dos acidos graxos (EMELY ANOVA, 1996)

As producBes de lipidios e AGL foram estudadas em Mucor inaquisporus.
Cultivos em batdada com etanol como fonte de carbono, apresentaram répida
acumulagdo lipidica durante a fase logaitmica de crescimento. Uma relacéo
proporcional direta foi demonstrada entre a taxa de crescimento especifico da cultura e
o contelido de AGL dos lipidios. O vdor mais ato de AGL dos lipidios (36% p/p) foi
dcancado na taxa de crecimento mas dta no cultivo em batdada Foi também
demonstrado que este fungo foi conveniente para producdo de AGL em cultivo
continuo. O contelido de AGL da biomassa obtida no cultivo continuo (2,7% p/p), foi
comparével ao da biomassa do cultivo em batedlada (EMELY ANOVA, 1997).

Os dedtos da utilizacgdo do micdio fragmentado, como indculo, sobre o
crescimento e produgdes de lipidios e AGL por Cunninghamella echinulata (CCRC
31840), uma linhagem com esporulacdo deficiente, foram examinados em cultivo
agitado. Em uma cultura de 5 dias semeada com 1,6% de indculo a biomassa aumentou
51,5%. O teor de lipidios aumentou 69,0%, quando o indculo fragmentado foi elevado
de 2,7.10" para 8,1.10" unidades formadoras de coldnia por mililitro. Isto por sua vez
resultou em aumento do teor de AGL de 358 para 860 mg.I'* (CHEN & LIU, 1997).

Polpa de macd e gréos de mdte foram utilizados como principais substratos
para producdo de dleo fungico de dto vaor, contendo aé 11,43% da AGL

biologicamente ativo. O processo desenvolvido para produgdo de AGL foi afetado pela
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composicao e umidade do substrato, agitagdo e aeracdo. Em condiges otimizadas, a
maior producdo de AGL foi obtida com Thamnidium elegans CCF 1456 atingindo 3,50
gkg?! de substrato Umido, cultivado em meio de cultura, composto por uma mistura de
polpa de macd e gréos de mate, suplementados com Oleo de amendoim e solugéo

nutriente, apés 8 dias de incubacdo (STREDANSKY et al., 2000).



3. MATERIAISE METODOS

3.1. Atividade enzimética

3.1.1. Microrganismos

Foran estudadas 80 linhagens de fungos filamentosos, pertencentes a 47
espécies e 19 géneros, isolados do solo da EEJ e identificados por GARLIPP (1995).
Os microrganismos permaneceram conservados em tubos de cultura, em meo égar
extraio de mdte, a 4°C, no laboratdrio do Centro de Estudos Ambientais (CEA) da

UNESP, Rio Claro, e foram repicados periodicamente.

3.1.2. Selecdo preliminar dos microrganismos produtor es de enzimas

A patir de coldnias crescidas em meio &gar extrato de madte durante 7 dias a
25°C, foram preparadas suspensdes de, aproximadamente, 10’ esporos por ml em
solucdo de Tween 80 a 0,1% (T80). Aliquotas de 1 ml foram utilizadas para inocular
frascos Erlenmeyers de 125 ml com meio de fardo de trigo (MFT), em duplicata. Os

frascos permaneceram incubados a 25°C por 4 dias.
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3.1.3. Procedimento para obtencdo do extrato enzimético
Apbs o periodo de incubacdo, foram adicionados 30 ml de &gua degtilada a
4°C. A suspensio foi homogeneizada com uma espétula e gpds 3 h a 4£C, o extrato foi
separado  aravés de filtracdo em gaze e dgoddo, permanecendo congelado aé o
momento da andise em frascos de vidro tampados e previamente rotulados
(YOSHIOKA et a. 1981; RODRIGUES, 1987). Os extratos filtrados das culturas

foram designados como fonte bruta de enzimas extracelulares.

3.1.4. Aplicagdo de ultra-som na obtencéo do extrato enzimético

Foi utilizado um gerador de ultrasom modelo VCX 600 com transdutor de
cavidade ressonante e uma guia de onda tipo sonda de 13 mm de diametro, modelo CV
26, da Sonics & Materias Inc. Foram aplicadas ondas ultra-sdnicas de 10%, 20% e 30%
de amplitude, no modo pulsado, sendo a energia aplicada por 5 s intercalados por 5 s de
descanso, em intervaos de tempo de 10, 20 e 30 min. O materid irradiado foi colocado,
em banho de gelo, em Becker de 50 ml, com 30 ml de &ua destilada gelada. Apoés o
termino da irradiacdo o extrato enzimdico foi rgpidamente separado por filtragdo e

congelado.

3.1.5. Deter minagao das curvas padr 8o de glicose e xilose
Em tubos de ensao foran adicionados na sequéncia, em duplicata, o0s
respectivos volumes de solucdo ampdo acetato de sodio 0,05 M, solugdo estoque de

glicose ou xilose e &cido 3,5 dinitro sdicilico (ADNS), de acordo com a Tabela 1.
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TABELA 1. Volumes das solugles para determinacdo das atividades enziméticas por
tubo de reacéo.

Tubos Volume (ml)
Solucdotampdo  Solucdo de aclcar ADNS
0 1,0 0,0 1,0
1 0,9 0,1 1,0
2 0,8 0,2 1,0
3 0,7 0,3 1,0
4 0,6 0,4 1,0
5 0,5 0,5 1,0
6 0,4 0,6 1,0
7 0,3 0,7 1,0
8 0,2 0,8 1,0
9 0,1 0,9 1,0
10 0,0 1,0 1,0

Legenda: Solugdo tampdo = tampao acetato de sodio Q05 M; Solucéo de aglicar = 0,1%
de glicose ou xilose; ADNS = Acido 3,5 dinitro sdicilico.

Os tubos foram agitados, aquecidos durante 5 min em banho-maria a 100°C,
rgpidamente resfriados em &gua corrente e adicionados de 10 ml de &gua degtilada
Apds homogeneizagdo as leituras das respectivas absorbancias foram determinadas em
espectrofotdometro, modelo Cintra 20, da GBC, em | de 540 nm, tendo o tubo O como
referéncia. As curvas padréo de glicose €/ou xilose foram tragadas tomando micromols

(mmols) nas abscissas e a média das |eituras de absorbancia (As4o nm) has ordenadas.

3.1.6. Determinacdo das atividades enzimaticas
3.1.6.1. Determinacéo da atividade da car boximetilcelulase
Para determinar a atividade CMCase (endoglucanase), foram pesados 50 mg de
carboximetilcdlulose em um tubo de ensaio por reacdo e adicionados de 4,9 ml de
tampdo acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0. Os tubos permaneceram incubados em banho-
maria a 50°C por 5 min para equilibrio térmico. A estes foram adicionados 0,1 ml do

filtrado da cutura a ser andisada e, gp0s homogeneizacdo, uma diquota de 1,0 ml



29
(tempo O, Tp), foi transferida e a reacdo paralisada a0 ser adicionada a outro tubo de
centrifuga contendo 1,0 ml de ADNS. Os tubos foram agitados a cada 2 min e novas
amodiras de 1,0 ml, foram retiradas apds 30 (T3p) e 60 (Teo) Min, procedendo de modo
idéntico a0 To. Todos os tubos foram centrifugados por 8 min a 4200 rpm. Os
sobrenadantes  foram  trandferidos para tubos de ensaio, previamente, rotulados
(amostraltempo) e ap6s desenvolverem a cor em banho-maria de &gua fervente por 5
min, foram rapidamente resfriados em banho de &gua fria e adicionados de 10 ml de
agua dedtilada. Eda solucéo foi homogeneizada e as leturas das absorbancias foram
determinadasem | de 540 nm contra o branco (Tp) (RODRIGUES, 1987; CARMONA,

1995).

3.1.6.2. Deter minagéo da atividade da xilanase
O procedimento para determinar a dividade da xilanase (1,4-b-D-xilana
xilanoidrolase, E.C.3.2.1.8), foi idéntico a0 da CMCase. Porém o subgtrato utilizado foi

xilana e as amostras foram retiradas apds 10 (T1o) € 20 (T20) minutos.

3.1.7. Unidade de atividade enzimatica
Uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como a quantidede de
enzima necessaria para produzir um nmmol de glicose ou xilose por ml por min nas
condi¢bes do ensaio.
A sguinte formula foi utilizada para cdcular as unidades de aividede
enziméicaem mmol.ml™t.min:
Abs+b 1 1 1

U= 33%3%3% x33% x 3% x343% x F xVg x D
a PM T Vi
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Onde: Abs = absorbancia em | de 540 nm; b = intercepto; a = coeficiente angular; PM
= massa molecular da glicose (180,16) ou da xilose (150,13); T = tempo da reacdo em
min; Vi = volume de amostra (0,1 ml); F = fator de conversio de mg para g (10%); Vr

= volume de reacéo (5 ml); D = diluicdo.

3.1.8. Andlise estatistica

O procedimento de andise de variancia foi redizado pedo teste de Tukey

utilizando o Sgema SAS.

3.2. Producéo de &cido g-linolénico

3.2.1. Fungos

Mucor hiemalis (n. 66) isolado por GARLIPP (1995), Absidia corymbifera
(CCT 3142), Absdia glauca (CCT 3141), Circinella simplex (CCT 3222), Rhizopus
sexualis (CCT 3218) e Zgorhynchus modlleri (CCT 1744), isolados por ATTILI
(1994), foram solicitados a Colecéo de Culturas Tropicd (CCT), Fundacéo Tropica de
Pesquisss e Tecnologia “André Tosdlo”. Além destes fungos foram isoladas 19
linhagens de zigomicetos pertencentes a 3 géneros. Os fungos Absidia sp, Circinella
simplex, Mucor spl, Mucor sp2, Mucor sp3, Mucor circingloides, Mucor hiemalis e
Mucor ramosissimus estdo sendo identificados com o auxilio da Dr®. Sandra Farto

Boteho Trufem, Pesquisadora da Secéo de Micologia e Liquenologia do Indituto de

Botanica, Sdo Paulo.



31
3.2.2. Coleta de solo da Estacéo Ecolégica de Juréa-ltatins
Foram coletadas cinco amostras de solo condtituidas por 5 sub-amostras na
EEJ, no més de Janeiro de 2000. O solo foi coletado de O a 15 cm de profundidade,

apds retirar a camada de serapilheira, sendo acondicionado em sacos plégticos.

3.2.3. Tratamento das amostr as de solo

Em laboratdrio, o solo foi passado em penera de maha de 238 mm,
homogeneizado e, amostras de 10 g foram transferidas para frascos contendo 90 ml de
solucdo sdina de cloreto de sodio a 0,85%. As suspensdes foram agitadas por 30 min a
150 rpm. Foram redizadas diluicdes das amostras e 1 ml destas diluicBes (102 e 10°°),
foram adicionados a placas de Petri (5 repetices). Dois meios de cultura foram
utilizados: meio com acetato de sodio e &gar com rosa-bengda, respectivamente, com as
diluicdes 10 e 10°°, os meios foram adicionados pela técnica da placa derramada “pour
plate’. As placass foram homogeneizadas com movimentos circulares e gGs
endurecimento do &gar, pemaneceram incubadas a 25°C, no escuro, até o
desenvolvimento das colénias. Apos 7 dias, edtas foram andisadas a0 microscopio e

repicadas em &gar sintético para Mucor.

3.2.4. Selecdo preliminar de fungos produtor es de acido g-linolénico

Os zigomicetos foram cultivados em meio com 2% de glicose e 1% de extrato
de leveduras (GY) em frascos Erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml de meio de
cultura Os frascos foram inoculados com 1 ml da suspensdo de esporos em solucéo

T80. As culturas permaneceram sob agitagdo a 150 rpm, a 25°C por 4 dias e foram
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redimentadas com 20% do volume do melo de cultura e permaneceram incubados a

12°C, por 3 dias.

3.2.5. Determinagdo do peso seco da biomassa

A biomassa das amodtras foi separada através de filtracdo a vacuo em papel de
filtro Whatman n. 1, lavada com 100 ml de &gua destilada e colocada entre duas folhas
de papd de filtro para absorver 0 excesso de &gua. Tranderidas para capsulas de
porcelana, permaneceram por 24 h em dessecador sob vacuo, em seguida foram
colocadas em cadinhos de porcelana e permaneceram em estufa a 105°C, até obtengéo
de peso congtante. O peso seco da biomassa foi determinado gravimetricamente em

balanca anditica

3.2.6. Determinagéo da glicose residual no meio de cultura

O méodo utilizado baseorse na oxidagdo enzimética da glicose catdisada
pela glicose oxidase para &cido glucdnico e perdxido de hidrogénio. O peroxido de
hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol, aravés de uma reag@o
oxidativa de acoplamento catdisada pda peoxidase, formando uma
antipirilquinonimina vermelha cuja intensdade de cor € proporciond a concentragéo da
glicose na amosira andlisada.

Foram retirados 30 m das amostras e colocados em tubos de ensaios. Aos tubos
foram adicionados 30 ml do reagente de cor. A mistura foi homogeneizada
vigorosamente e incubada em banho-maria a 37°C por 15 min, gpds serem resfriadas em

banho de agua corrente. As absorbancias foram determinadas em | de 505 nm em
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espectrofotémetro, acertando-se 0 zero com o branco congtituido por 30 m de solugédo
padréo e 3,0 ml do reagente de cor.

A concentracd de glicose (mgl?') é iguad a (Absorbancia da amostra x

concentracdo do padréo) / Absorbéancia do padréo.

3.2.7. Extracdo de lipidios com clor ofér mio/metanol

Cerca de 50 mg de biomassa foi reidratada com adicdo de 2,0 ml de &gua
dedtilada. A esta suspensdo foram adicionados 25 ml de cloroférmio e 50 ml de
metanol (0,8:1,0:2.0 v/v) e deixado a temperatura ambiente por 24 h, com agitactes
ocasonas. O materid foi centrifugado, a 4.000 rpm por 11 min, em tubos de vidro de
cor ambar de 20 ml com tampa de rosca O extrato sobrenadante foi transferido com
uma pipeta Pasteur para outro tubo; adicionoutse 2,5 ml de cloroférmio e 25 ml de
agua dedtilada. A mistura foi agitada em vortex e centrifugada a 1.500 rpm por 30 min.
A camada superior foi desprezada e a camada inferior, da fase com cloroférmio, foi
cuidadosamerte removida, com pipeta Pasteur, e transferida para um tubo de vidro de
cor anbar de 5 ml, previamente tarado. O solvente foi removido em amosfera de
nitrogénio a temperatura ambiente. Os tubos foram mergulhados em acetona, secos e

colocados em dessecador sob vacuo até obtencdo do peso constante.

3.2.8. Preparacdo dos éster es metilicos dos &cidos graxos

A determinacéo da composicéo de acidos graxos dos lipidios por cromatografia
gasosa € precedida por eserificacéo ou transesterificacdo para formar os ésteres
metilicos que aumentam a voldilidade destes compostos e proporcionam andises mais

adequadas. Foi utilizada a esterificac@o e transesterificacdo catalisada por base.
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A amodtra de lipidios contida em um tubo de vidro de cor &mbar de 5 ml com

tampa de rosca foi dissolvida em 1 ml de hexano e adicionada de 50 m de solugdo de
hidroxido de sodio metandlico 2 M. A midura foi agitada por 30 s e deixada em
repouso por 30 min. Adicionada de 100 mg de cloreto de cdcio anidro, foi centrifugada

a4.000 rpm por 8 min. A fase superior foi injetada no cromatégrafo agés.

3.2.9. Andlise da composicdo de &cidos graxos por cromatogr afia gasosa

ApGs a mdilacdo das amodtras de lipidios totais dos fungos, os estéres
metilicos foram andisados por cromatografia gesosa A cromaografia gesosa foi
redizada em cromatografo a gas da Finnigan — Tremetrics, modelo 9001, em coluna
FFAP (“free fatty acid polimerasg’) megabore de 30 m com filme de 1 mm; com as
seguintes especificagdes fluxo de hidrogénio = 20 ml.min®; fluxo de nitrogénio = 25
m.mint; fluxo de ar sintéico = 175 ml.min’’; gés de araste = hidrogénio; pressio de
trabalho = 4 psi; temperatura do injetor = 210°C; temperatura do detector = 250°C;
divisio da amostra = 10:1; temperatura da coluna de 50°C por 3 min, com programagéo
de 40°C por min até 190°C e 5°C até a temperatura maxima de 220°C.

A identificacdo dos &cidos graxos foi redlizada por comparacéo do tempo de
retencdo dos componentes da amostra com 0s dos padrdes auténticos dos ésteres
metilicos dos é&cidos graxos e pela técnica de co-duicdo de padrfes junto com a

amostra.

3.2.10. Andlise por padronizacdo externa
Foram preparadas amostras para caibragdo contendo concentragOes diferentes

do padréo do éster metilico do é&cido g-linolénico, que foram injetadas no cromatografo.
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Apbs identificacdo das respectivas &reas dos picos, determinou-se a equacdo da reta
colocando-se a concentrac@o nas abscissas e a &rea dos picos nas ordenadas (CIOLA,

1985).

3.2.11. Padronizacéo do inéculo para a cultura selecionada

A suspensdo de esporos em solucéo T80 foi padronizada em espectrofotdmetro
enm | de 540 nm. As leturas de absorbancia foram redizadas de 0,21 a 0,25,
correspondendo a uma suspensdo de, aproximadamente, 2,6.10° esporos por ml,

contados em camara de Newbauer.

3.2.12. Influéncia do tempo de cultivo na producdo de biomassa, lipidios
totais e acido g-linolénico

A linhagem sdlecionada para estudos de producdo de &cido g-linolénico foi
andisada quanto ao crescimento em diferentes tempos de incubacgo. Foram utilizados
50 ml de meio GY. Os frascos foram incubados a 25°C em agitagdo constante de 150

rpm, em um periodo de 1 a 10 dias

3.2.13. Influéncia do pH inicial do meio de cultura na producdo de
biomassa, lipidiostotais e &cido g-linolénico

A influéncia do pH inicid do meio de cultura na obtencdo de biomassa seca e
de &cido g-linolénico foi verificada na faixa de pH entre 3,5 a 6,5, obtida pela adicdo de
HCl a 0,1 M. Os meios foram colocados em frascos Erlenmeyers de 250 ml com 50 ml
de meio GY. Os frascos foram incubados a 25°C em agitacdo constante de 150 rpm por

4 dias.
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3.2.14. Efeito de diferentes fontes de carbono na producdo de biomassa,
lipidiostotais e acido g-linolénico
Foram testadas as seguintes fontes de carbono: acetato de sodio, frutose,
galactose, gliceral, glicose, mdtose, manitol, melezitose, lactose, sacarose, sorbitol,
tredose e xilose. Edtas fontes de carbono foram adicionadas ao meio de cultura em
quantidades suficientes para resultar en 8 gl' de C, ou sda 0,111 mol de C.?,
correspondendo por exemplo, a 20 gl de glicose. O extrato de leveduras, 10 g, foi
usado como fonte de nitrogénio em todos os meios de cultura. Os cultivos foram
redizados em frascos Erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml do respectivo meio de

cultura, incubados a 25°C em agitacdo constante de 150 rpm, por 3 dias.

3.2.15. Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na producéo de biomassa,
lipidiostotais e acido g-linolénico

Foram testadas as seguintes fontes de nitrogénio: extrato de leveduras, extrato
de malte, peptona, triptona, uréia, cloreto de amoénio, nitrato de amoénio, nitrato de
potéssio, nitrato de sidio e sulfato de amdnio. As fontes de nitrogénio, a 10 g™}, foram
adicionadas a0 meio e a glicose, a 20 gl foi utilizada como fonte de carbono. Os
cutivos foram redizados em frascos Erlenmeyers de 250 ml com 50 ml de meio de

cultura, incubados a 25°C em agitagdo constante de 150 rpm por 3 dias.

3.2.16. Efeito da presenca de ions metdlicos no meio de cultura na
producado de biomassa, lipidiostotais e acido g-linolénico
A influncia dos ions metdicos, cdcio, cobre, fero, manganés, magnéso e

zinco, foi avdiada na producéo de biomassa, lipidios totais e &cido g-linolénico de M.
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ramosissmus. Os cultivos foram redizados em frascos Erlenmeyers de 250 nh com 50
ml de meio de cultura GY, incubados a 25°C em agitagdo constante de 150 rpm por 3

dias.

3.2.17. Efeito da composicdo do meio de cultura na producéo de biomassa,
lipidiostotais e acido g-linolénico

Cinco meios de cultura com glicose como fonte de carbono e diferentes fontes
de nitrogénio foram avdiados para producéo de biomassa, lipidios totais e &cido g
linolénico de M. ramosissimus. A Tabela 2 gpresenta as composicBes dos meios de

cultura

TABELA 2. Composicéo dos meios de cultura para avdiacéo da producdo de biomassa,
lipidios totais e &cido g-linolénico de M. ramosissimus.

Composicao (g.I ™) Meiol Meo2 Meio3 Meod4 Meob

Glicose 25,0 30,0 60,0 30,0 20,0
Extrato de leveduras - 0,4 0,5 50 10,0
Extrato de malte 0,2 0,4 - - -
Peptona 0,1 0,2 - - -
Uréa - 1,0 1,0 - -
(NH4)2S0,4 3,0 2,0 - - -
KNO3 - - - 1,0 -
KH,PO4 3,0 3,0 1,0 2,4 -
NaCl 0,1 0,1 0,5 - -
MgSO4.7H,0 0,3 0,5 0,5 0,5 -
FeS0,4.7H,O 0,01 0,01 0,01 - -
CaCl,.2H,0 0,01 0,01 - 0,1 -
CuS04.5H,0 0,002 0,0005 - 0,0005 -
ZnS04.7H,0 0,001 0,001 - 0,0075 -
MnS0O;.4H,0 0,001 - - 0,001 -
MnCh.4H,O - 0,001 - - -
FeCl;.6H,O - - - 0,015 -

Legenda: Meio 1 = SHIN & SHIN apud CARVALHO (1994); Meio 2 = FUKUDA &
MORIKAWA (1987); Meio 3 = TORLANOVA et d. (1992); Meio 4 = LINDBERG &
HANSSON (1991); Meio 5 = SHIMIZU et al. (1988).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Atividade enzimética

4.1.1. Selecdo preliminar dos fungos produtor es de enzimas

Os fungos foram cultivados prdiminarmente em meo de fardlo de trigo e as
aividades da carboximetilcdlulase e da xilanase foram quantificadas de acordo com
procedimento descrito  anteriormente. As médias das unidades de atividade da
carboximetilcelulase e da xilanase, de dois cultivos, estéo citadas na Tabela 3.

Foram sdlecionadas 10 espécies para prosseguirem os estudos. Estas foram
excolhidas por se destacarem pela mehor atividade enzimatica e por apresentarem
maior uniformidade entre os resultados das andises. A atividade enzimética foi medida
por unidades de enzima pela capacidade de produzir um micromol de glicose ou xilose
por mililitro por minuto, sob as condicdes utilizadas no ensao. Para a atividade da
carboximetilcelulase optou-se por: P. citrinum (n. 47), P. purpurogenum (n. 52), T.
harzanum (n. 50), T. longibrachiatum (n. 31) e T. pseudokoningii (n. 48), e para a
atividade da xilanase por: C. paradoxa (n. 69), G. roseum (n. 4), P. simplicissmum (n.

74), T. inhamatum (n. 33) e T. viride (n. 35).
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TABELA 3. Atividades enziméticas dos fungos filamentosos isolados do solo do
Banhado Grande da Estacdo Ecoldgica de Juréa-ltatins, SP, cultivados em meio de

farelo de trigo por quatro dias a25°C.

n Fungos Uc Uy n Fungos Uc Uyx
26 Aspergillussp 072 120 32 Penicilliumoxalicum 059 3046
30 Aspergillusniger 101 3456 6 Penicillium purpurogenum 071 2176
49 Aspergillus wentii 055 1,39 10 P. purpurogenum 0,34 532
69 Chalara paradoxa 103 59,67 52 P. purpurogenum 109 2787
79 Chaunopycnisalba - 0,80 53 Penicilliumrugulosum 0,23 119
44 Chloridiumvirescens 036 168 14 Penicilliumsclerotiorum 047 593
58 C. virescens 050 623 24 P. sclerotiorum 0,75 11,89
16 Cladosporiumcladosporioides 047 12,40 29 P. sclerotiorum 051 1649
45 Colletotrichum sp 011 280 9 Penicilliumsimplicissimum 0,78 34,9
72 Cylindrocladium clavatum 062 1246 68 P.simplicissimum 047 34,9
67 Doratomyces stemonitis 027 566 71 P.simplicissimum 0,39 5,25
76 Gliocephal otrichum simplex 002 103 74 P. simplicissimum 0,74 3917
22 Gliocladiumnigrovirens 038 561 80 P.simplicissimum 0,74 39,17
1 Gliocladiumroseum 093 3B3H 5 Penicillium spinulosum 0,69 434
4 G.roseum 010 37,65 73 P. spinulosum 0,70 1440
78 Metarhizium anisopliae 059 17,76 15 Penicilliumvariabile 0,74 3259
66 Mucor hiemalis 053 074 21 P.variabile 0,12 198
63 Myrotheciumroridum 033 803 54 Penicilliumverruculosum 049 1648
65 M. roridum 051 732 70 P.verruculosum 040 528
77 M. roridum - 101 62 Pestalotiopsis pauciseta 0,72 16,98
7 Paecilomyces carneus 066 712 57 Scopulariopsis carbonaria 0,21 4,86
13 P.carneus 049 269 20 Trichoderma hamatum 09 14,08
46 P. carneus 063 513 28 T. hamatum 041 9,85
60 Penicilliumsp 059 27,36 12 Trichoderma harzianum 067 2001
23 Penicilliumaculeatum 018 089 18 T. harzianum 102 34,63
47 Penicilliumcitrinum 107 2942 41 T. harzianum 142 31,65
55 P.citrinum 066 24,67 42 T.harzianum 040 3882
8 Penicillium corylophilum 060 24,05 50 T.harzianum 164 3657
75 Penicillium decumbens 018 2243 59 T. harzianum 035 1093
37 Penicillium fellutanum 100 31,71 33 T.inhamatum 132 4995
61 P.fellutanum 048 3134 51 T.inhamatum 107 2691
64 Penicillium funiculosum 057 1787 19 T. koningii 086 2284
3 Penicilliumglabrum 056 34,79 43 T. koningii 096 2598
11 P.glabrum 059 2549 56 T. koningii 0,06 114
38 Penicillium herquei 081 2022 31 T.longibrachiatum 137 34,08
25 Penicillium janczewskii 093 2404 2 Trichoderma pseudokoningii 1,10 26,38
27 P.janczewskii 079 2788 48 T. pseudokoningii 141 3743
34 P.janczewskii 049 1955 35 Trichodermaviride 117 4405
39 Penicilliumjanthinellum 079 1631 40 T.viride 083 3893
36 Penicilliummiczynskii 0,71 20,07 17 Verticilliumlecanii 051 2031

Legenda n = nimero de identificacéo do fungo; U = média das unidades de atividade
da CM Case; Uy = média das unidades de atividade da xilanase; U = mmolsmi ™t min.
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4.1.2. Efeito da temperatura de cultivo na atividade da CM Case
A influéncia da temperatura de incubacdo sobre a producéo de enzimas pelos
fungos, foi avdiada em MFT, em duplicata, ap6s 4 dias a 22°, 25°, 28° e 31°C. A Tabela

4, apresenta as médias das unidades de atividade da CM Case em cada temperatura.

TABELA 4. Atividade da carboximetilcdulase dos fungos cultivados em diferentes
temperaturas em meio de farelo de trigo gpos 4 dias.

Fungos U (nmolsml™*.mint)
22°C 25°C 28°C 31°C
P. citrinum 0,60 0,89 0,77 0,55
P. purpurogenum 0,93 0,89 1,08 1,05
T. harzianum 1,55 1,57 1,60 1,61
T. longibrachiatum 1,45 1,42 1,45 1,06
T. pseudokoningii 1,45 1,45 1,63 1,61

Legenda: U = unidades de atividade da carboximetilcelulase.

P. citrinum apresentou maior aividade a 25°C, P. purpurogenum entre 28°C e
31°C, sendo ligeiramente maior no primeiro. As espécies de Trichoderma apresentaram
maior atividade da CMCase em relacdo as espécies de Penicillium. T. harzianum
apresentou resultados proximos entre 22° e 31°C, enquanto que T. longibrachiatum
entre 22° e 28°C e T. pseudokoningii entre 28° e 31°C.

T. longibrachiatum (ROYER & NAKAS, 1990) e P. purpurogenum
(KURASAWA et d., 1992) foram cultivados, respectivamente, a 28°C e 27°C em meio
liguido, para verificar a inducdo de enzimas pelos substratos e T. harzianum foi
cultivado a 29°C em meio a base de bagaco de cana-de-aglicar (ROUSSOS &t al., 1992),
para estes fungos, a temperatura empregada foi a mesma obtida neste trabaho, apenas
para P. citrinum a temperatura de 28°C no cultivo em paha de aroz (KUHAD &

SINGH, 1993) foi diferente dalinhagem aqui estudada
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4.1.3. Efeito do aumento do pH do neio de cultivo sobre a atividade da

car boximetilcelulase
O efeito do aumento do pH pela adicdo de solucéo de hidroxido de sodio ao
MFT foi avdiado em triplicata A adicdo de NaOH elevou o pH do meio de 5,7 para
6,7. Foram redizadas determinagbes do pH apGs quatro dias de cultivo e os vaores

estéo gpresentados na Tabela 5 juntamente com a atividade da CM Case.

TABELA 5. Atividade da carboximetilcelulase dos fungos em meio de fardo de trigo,
nas temperaturas 6timas de crescimento, apds 4 dias.

Fungos Temperatura U (nmolsml.min™?) pH (*)
(°C) A B A B
P. citrinum 25 4,29 4,48 734 7,19
P. purpurogenum 28 544 7,03 4,96 4,98
T. harzianum 28 7,54 6,99 6,71 6,18
T. longibrachiatum 28 8,38 6,38 6,66 6,88
T. pseudokoningii 28 6,60 5,36 6,20 6,68

Legenda: U = unidades de atividade da CMCase; A = controle (pH = 5,7); B = meio
com NaOH (pH = 6,7); (*) = pH do fina do cultivo.

Os resultados obtidos para a atividade da CMCase foram maiores para todos 0s
fungos, quando comparados com agueles apresentados nas Tabelas 3 e 4, contudo
houve uma modificacdo na execucdo da reagdo enzimdtica. As amodiras foram retiradas
apés 15 e 30 min de incubagdo a 50°C, a0 invés de 30 e 60 min como foi redizado na
sdecdo dos fungos. Degta forma T. longibrachiatum foi o que mehor demonstrou
atividade desta enzima, chegando a 8,38 U, seguido por T. harzianum com 7,54 U. O
aumento do pH pela adicdo de solugdo de NaOH, favoreceu apenas os cultivos de P.

citrinum e P. purpurogenum.
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A addificagdo do meio pela adicdo de solugdo de HCl néo foi redizada, visto
gue nos ensaios redizados anteriormente, dados ndo apresentados, os vaores da
atividade enzimética foram inferiores @ meio norma.

Os resultados apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6 so inferiores aos obtidos com
a linhagem & Trichoderma viride QM9414, cultivada em polpa de celulose e em avicel
por 13 dias em meio liquido, onde os autores obtiveram, respectivamente, 152 U e 144
U de atividade da CMCase (MANDELS et d., 1974).

Resultados melhores foram obtidos com a linhagem de Trichoderma sp A-001.
O fungo foi cultivado em meo liquido contendo diferentes fontes de carbono,
suplementados com surfactantes, sob agitagdo constante de 150 rpm, a 28°C por 7 dias.
Embora o grau de atividade enzimética variou de acordo com o subgtrato utilizado, o
microrganismo cresceu em todos ees. A mehor aividade enziméica foi obtida no melo
contendo papel de filtro, onde foi obtido 167 U de atividade da CMCase. Outros bons
resultados, comparados com a melhor atividade da CMCase por T. longibrachiatum em
fardlo de trigo (8,38 U) foram obtidos nos meios com grama, paha de trigo e papedo,
respectivamente, 70,6 U, 118,3 U e 133,3 U (GASHE, 1992), entretanto as condi¢des de
cultivo e os substratos testados foram diferentes.

A recuperacéo de celulases produzidas por T. harzianum em culturas contendo
meio olido foi eficientemente redizada aravés de prensa hidrallica A eficiéncia da
compressdo dos solidos na extracdo da CMCase foi inicidmente de 71%. Com uma
segunda extrag@o, a eficiéncia do processo aumentou para 95%, O que proporcionou
uma atividade da CMCase de 54 U.ml™t (ROUSSOS et d., 1992). Esta técnica n&o foi
utilizada no presente estudo, mas 0 uso da mesma podera otimizar os resultados agui

obtidos.
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A pdha de aroz foi utilizada como substrato para producéo de celulases por P.
citrinum. O fungo foi cultivado em frascos Erlenmeyers de 250 ml contendo 4 g de
paha de arroz adicionados de 20 ml de meio basico. A cultura foi mantida a 28°C por
12 dias. Nestas condiges a producéo maxima dcancada da atividade da CM Case foi de
58,8 U.g*, com aproveitamento superior a 70% da celulose. Esta atividade foi trés vezes
maor em rdacdo as culturas agitadas, no mesmo periodo, contendo 4% (p/v) do
substrato em meio basico (KUHAD & SINGH, 1993). O primeiro resultado foi superior
a0 obtido com a linhagem de P. citrinum, neste trabalho, que apresentou 26,9 U.g* de
atividade da CMCase em meio de fardlo de trigo apds 4 dias a 25°C, entretanto néo foi
adicionada nenhuma suplementacd a0 meio 0 que poderia otimizar os resultados agui

obtidos.

4.1.4. Efeito da temperatura de cultivo na atividade da xilanase
A influéncia da temperatura de incubagéo sobre a producéo de enzimas pelos
fungos, foi avdiada em MFT, em duplicata, ap6s 4 dias a 22°, 25°, 28° e 31°C. A Tabda

6, apresenta as médias das unidades de atividade da xilanase em cada temperatura

TABELA 6. Atividade da xilanase dos fungos cultivados em diferentes temperaturas em
meio defarelo detrigo apos 4 dias.

Fungos U (nmolsml ™t mint)
22°C 25°C 28°C 31°C
C. paradoxa 112,98 81,83 44,33 30,20
G. roseum 11,34 43,94 46,38 49,70
P. simplicissimum 30,42 63,82 76,61 62,83
T. inhamatum 209,48 203,28 221,81 201,74
T. viride 83,96 89,37 92,90 87,64

Legenda U = unidades de atividade da xilanase.
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C. paradoxa gpresentou maior atividade da xilanase a 22°C. Com o aumento da
temperatura ocorreu diminuicdo de 27,6%, 60,8% e 73,3% da atividade da xilanase,
respectivamente, a 25°C, 28°C e 31°C. Inversamente, com G. roseum 0 aumento da
temperatura foi proporciond a0 amento da dividade enziméica, aingindo maior
dividade da xilanase a 31°C, contudo foi o menor vaor dentre estes fungos. P.
simplicissmum, T. inhamatum e T. viride gpresentaram melhores resultados a 28°C.
Sendo que T. inhamatum apresentou a maior atividade da xilanase chegando a 221,81
U.

A temperatura dos cultivos para producdo de xilanases por fungos mesofilicos
dtua-se entre 25°C e 30°C, tanto para cultivos com agitagdo constante, quanto para
meios com substratos sdlidos. As producBes de enzimédicas variam de acordo com o
fungo utilizado, com o subgrato, com as condigbes utilizadas no processo e com a

metodologia empregada (HALTRICH et d., 1996).

4.1.5. Efeito do aumento do pH do meio de cultivo sobre a atividade da
Xilanase

O efeito do aumento do pH pela adicdo de solucdo de hidroxido de sodio ao
meio com fardo de trigo foi avdiado em triplicata A adicdo de NaOH elevou o pH do
meio de 5,7 para 6,7. Foram redizadas determinagdes do pH apds quatro dias de cultivo
e os valores estdo apresentados na Tabela 7 juntamente com as atividades da xilanase.

O aumento do pH do meio foi pogtivo gpenas para G. roseum e C. paradoxa,
este Ultimo crescendo a 22°C apresentou a segunda maior atividade da xilanase (146,26
U). Para os outros trés fungos, 0 aumento do pH ndo promoveu efeito podtivo sobre a

aividade da xilanase. Os dois tratamentos gpresentaram vaores proximos, sendo
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ligeiramente menor no melo onde o pH foi devado, principdmente nos cultivos com P.
simplicissmum e T. inhamatum. Este Ultimo goresentou a maior aividade da xilanase
(496,72 U). Todos estes resultados, contudo, foram superiores aos apresentados na
Tabela 6, edtas diferengas podem ser judtificadas parcidmente pelo gprimoramento da
técnica utilizada no processo de maneira gerd e a escolha de mehores diluigdes na

preparacao das amostras.

TABELA 7. Atividade da xilanase dos fungos em meio de fado de trigo, nas
temperaturas 6timas de crescimento, apos 4 dias.

Fungos Temperatura U (nmolsml.min™?) pH (*)
(°C) A B A B
C. paradoxa 22 143,58 146,26 6,37 6,25
G. roseum 31 53,55 64,86 6,60 7,18
P. smplicissmum 28 116,83 116,76 6,20 6,04
T. inhamatum 28 496,72 493,62 6,22 6,77
T. viride 28 120,10 86,60 6,92 6,53

Legenda: U = unidades de atividade da xilanase; A = cortrole (pH = 5,7); B = meio com
NaOH (pH = 6,7); (*) = pH do fina do cultivo.

4.1.6. Efeito do processo de extracao na atividade da xilanase

A Tabela 8 gpresenta as médias dos resultados da atividade xilanase de C.
paradoxa, em diferentes processos de extracdo para obtencéo do extrato enzimético
bruto. A extracdo com tampéo acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0 (192,81 U) e com
s0lucéo de Tween 80 a 0,1% (181,41 U) foram mais efetivas do que o controle que
utilizou agua destilada (176,30 U).

A maor ou menor recuperacdo das enzimas de um meio de cultura eta
envolvida com o fato destas estarem ligadas, em graus varidveis, com o subdtrato. Desta
forma, uma solugdo tamp&o ou um agente surfactante, como a solucdo de T80, facilitar

esta separacdn. A compressdo dos Slidos do meio de cultura por uma prensa hidréulica,
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contudo, possbilitou melhores recuperacbes e maior homogeneidade do cado
enzimatico (ROUSSOS et d., 1992). Edta técnica ndo foi utilizada no presente estudo,

mas 0 uso damesma no futuro podera otimizar os resultados aqui obtidos.

TABELA 8. Atividade da xilanase de C. paradoxa em diferentes processos de extracéo.

Extragdo Temperatura(°C) U (mmolsmltmin?)

A 22 176,30
B 22 192,81
C 22 181,41

Legenda: A = Extracéo com &gua destilada; B = Extracéo com tampao acetato de sbdio
0,05 M pH 5,0; C = Extragdo com solu¢éo de Tween 80 a 0,1%.

4.1.7. Efeito da temper atura na atividade da xilanase de C. paradoxa

A Tabela 9 gpresenta as médias de 3 repeticdes dos resultados obtidos com C.
paradoxa cultivado em diferentes temperaturas (16° e 19°C) e o efeito na producéo de
enzimas en MFT suplementado. C. paradoxa apresentou maior aividade a 19°C
(202,84 U), 15% a mas em relacdo ao controle (176,30 U). O MFT suplementado
apresentou  resultados  proximos, porém ligaramente inferiores a0 controle  sem

uplementacéo.

TABELA 9. Atividade da xilanase de C. paradoxa em diferentes temperaturas.

Temperatura(°C) U (nmmolsmltmin™)

16 62,44

19 202,84

22 176,30
22* 173,50

Legenda: (*) Meio suplementado com: 0,7% de KH2POg4; 0,2% de K,HPO,4; 0,05% de
MgSO,.7H20; 0,1% de (NH4)2SO4; 0,06% de extrato de leveduras.
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C. paradoxa apresentou maior atividade da xilanase a 19°C, em faixa de
temperaiura mais baixa para os organismos mesdfilos. Em um ambiente de floresta,
onde ocorrem variagdes de temperatura de acordo com as estages, como € 0 caso da
EEJ, estes fungos podem ter papel importante no processo de reciclagem da matéria
organica em periodos de menor temperatura ambiente, 0 que leva a uma diminuicdo do
metabolismo e da competicdo com os organismos mesdfilos presentes, tornando-os mais

ativos e participantes.

4.1.8. Cultivo deT. inhamatum em diferentes substratos
A Tabda 10 apresenta as médias, de 3 repetices, dos resultados da atividade
da xilanase de T. inhamatum em diferentes substratos, totalizando 10 cultivos. Os

frascos foram incubados por 4 dias a 25°C.

TABELA 10. Atividade da xilanase de T. inhamatum em diferentes substratos, apés 4
dias a 25°C, a extragdo foi redizada com 30 ml de tampao acetato ce sddio 0,05 M, pH
5,0.

Cultivos Substratos U
1 fardo detrigo 346,34
2 farelo de arroz 12,71
3 palha de arroz 3,93
4 sabugo de milho triturado 7,18
5 fardlo detrigo + fardlo de arroz 196,58
6 farelo detrigo + palha de arroz 23,47
7 farelo de trigo + sabugo de milho triturado 104,06
8 farelo de arroz + palha de arroz 7,67
9 farelo de arroz + sabugo de milho triturado 10,56
10 pahade arroz + sabugo de milho triturado 451

Legenda: U = unidades de atividade da xilanase (mmolsmi™.min').

De todos os cultivos, a maior aividade da xilanase foi encontrada no meo

controle com fardo de trigo (346,34 U), entretanto, este vaor foi inferior ao obtido a
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28°C (496,72 U). Edta diminuicdo pode ser devida tanto a temperatura de incubagéo
utilizada (25°C), quanto a extracdo com tampdo acetato de sidio, a0 invés de &gua
degtilada como vinha sendo anteriormente executado, demonstrando que pode ndo ser
um agente extrator mais adequado para as condicOes dos experimentos aqui usados ou
ainda, devido a provaveis ligagdes das enzimas ao substrato (ROUSSOS et al., 1992).

Os demas subgtratos, nas condicdes dos experimentos, ndo foram bons
indutores de enzimas, como pode s condatado pela baixa atividade da xilanase
gpresentada em farelo de arroz (12,71 U), sabugo de milho triturado (7,18 U) e paha de
arroz (3,93 U). Entre os cultivos com misturas de subsiratos, 0 que mais se destacou foi
fardlo de trigo com fardlo de arroz (196,58 U), entretanto, este vaor foi 43,0% menor
em reagcdo ao controle. A paha de aroz teve influéncia negetiva direta na atividade da
xilanase, uma vez que 0s meos que receberam palha de aroz goresentaram os
resultados inferiores, até mesmo quando este substrato foi misturado com farelo de trigo
(23,47 U), o que pode ser judtificado pelo substrato ser mais seco e absorver maior
quantidade de &gua, diminuindo a umidade do meio de cultivo e também por ndo
receber nenhum tratamento prévio.

Enzimas cduldliticas (FPAs®) e hemicduloliticas foram produzidas em extrato
de slagem de sorgo doce contendo (% de peso seco) 26,0% de celulose, 34,0% de
hemicelulose, 3,5% de proteing, 4,0% de aclcares redutores e 22,5% de lignina e
cinzas, por uma cultura mista composta por T. reesel LM-1 e A. niger ATCC 10864. Os
niveis Gtimos de cdulase e xilanase obtidos a0 find de 120 h foram, respectivamente 4
U.g! e 180 U.g*! de peso seco, sendo que A. niger foi inoculado 48 h gpds a inoculagdo
de T. reesai. Os cultivos foram redizados em jarras contendo 13,3 g do substrato. As

jaras foram incubadas a 30°C em camara com 100,0% de umidade reaiva
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(CASTILLO et d., 1994). Contudo, esta producéo de xilanase foi inferior a obtida com
T. inhamatum ao fina de 96 h em meio de farelo de trigo (2.980 U.g*).

A pdha de aroz em véaios bio-reatores foi citada como um excelente substrato
para a producéo de celulases e xilanases por Aspergillus niger KKS, ndo somente para a
atividade como também para a produtividade, destacando-se a atividade da xilanase em
reator de coluna com borbulhamento apresentando 9.100 U.g' e a maior produtividade
de 823 U.I'.h! em reator de dispersio de ar de curva externa com redlimentacdo, o que
equivale, aproximadamente, a 110 U (KIM et d., 1997). A paha de aroz para T.
inhamatum foi um péssmo subdrato, nas condicbes desenvolvidas, vio a baixa
atividade da xilanase obtida (3,93 U, correspondendo a 23,6 U.g1).

HALTRICH et d., (1996), citam vérias espécies de microrganismos produtores
de xilanase, os substratos onde foram cultivadas, as condicbes operacionais e as
respectivas referéncias hibliogréficas. Alguns resultados foram superiores aos aqui
obtidos com T. inhamatum em farelo de trigo apdés 4 dias a 28°C (496,72 U
correspondendo a 2.980 U.g?1). Dentre des, destacamse Schizophyllum commune BT
2115, cultivado em 734 gl de avicd, em fermentador de 9,5 litros, pH 7,0 a 30°C por
200 h, obtendo 4.839 U.ml™* (HALTRICH et a., 1993); Trichoderma reesei cultivado
em 27 gl de lactose mais 3 gl de “solka floc” em frascos agitados, com as cdulas
imobilizadas a 27°C por 10 dias, obtendo 3.350 U.ml™? (HAAPALA e d. apud
HALTRICH et d., 1996); Aspergillus fumigatus ATCC 46324 cultivado em 40 g™ de
feno, em frascos agitados, a 37°C, durante 96 h, produzindo atividade de 900 U.mi*
(STEWART et d., 1983), contudo, os substratos e as condi¢cbes operacionais foram

diferentes.
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A maor aividade da xilanase produzida em fardlo de trigo, das referéncias
consultadas, foi obtida com Aspergillus oryzae VTT-D-85248 em 60 g.l?!, em
fermentador de 10 litros, pH 4,0 a 5,0, 30°C e 80 h, dcancando 102 U.ml™* (BAILEY &
POUTANEN, 1989), o que corresponde a cerca de 20% da atividade de T. inhamatum.
Néo foi encontrada nenhuma citacdo do cultivo de T. inhamatum €ou C.
paradoxa para producdo de enzimas xilanoliticas, por outro lado, poucos trabahos
dtam a utlizacdo de fardo de trigp como subgstrato para atividade enzimética
(POUTANEN et d. apud HALTRICH et d., 1996); BAYLEY & POUTANEN, 1989;
JOHNSON et a., 1989; WIACEK-ZYCHLINSKA et d. aoud HALTRICH et 4.,
(1996); BANSOD et a., 1993; FAJ & CHANDRA, 1995; SINGH et a., 1995), cujos

resultados séo inferiores aos agqui obtidos com T. inhamatum e C. paradoxa.

4.1.9. Efeito da aplicacéo de ultra-som na obtencdo do extrato enzimatico

A Tabela 11 apresenta os valores em unidades de atividade da xilanase (U) dos
quatro cultivos redizados com T. inhamatum em MFT, para verificar a influéncia da
aplicacdo de ultrasom em baixa intensgdade sobre a liberagéo de enzimas no meio de
cultura. Estes dados foram andisados edtatiticamente pelo procedimerto de andise de
variancia determinado pelo teste de Tukey (SOKAL & ROHLF, 1995).

O teste de Tukey, ndo detectou variagdo em fungdo do tempo de aplicacéo,
contudo, houve variacéo ao nive de 5% em reacdo a energia liberada no sstema. A
aplicacdo de ultra-som tendeu a diminuir a quantidede de enzimas presentes, medidas
em fungdo das unidades de atividade da xilanase. Este fato pode ser devido a grande
quantidede de matéria Sdlida em suspensdo, o que dificultou a disspacé do calor

gerado pela sonda ou mesmo pelo tipo de sonda utilizado. Desta forma a aplicacdo de
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ultrasom para aumentar a liberacdo de enzimas no meio liquido, nas condicbes

realizadas neste experimento, ndo é recomendada.

TABELA 11. Aplicacdo de ultra=som na obtengdo do extrato enzimético, gpds cultivo
de T. inhamatum em farelo de trigo, apds 4 dias a 25°C.

Amplitude  Tempo Unidades de atividade da xilanase por cultivo
(%) (min) (repeticoes)

0 10 353,26 335,63 246,80 318,90
10 10 288,14 278,98 225,70 242,97
20 10 320,97 243,35 202,35 268,99
30 10 327,24 248,10 216,35 264,51

0 20 385,33 348,11 213,26 302,56
10 20 322,66 313,73 218,48 297,73
20 20 285,48 226,08 142,19 203,30
30 20 323,00 285,08 145,10 200,74

0 30 344,33 373,74 279,46 304,50
10 30 306,21 332,31 230,62 286,87
20 30 226,78 262,25 257,80 212,55
30 30 376,68 178,78 176,02 181,59

Legenda: U = unidade de atividade da xilanase (mmolsmi ™t min'?).

A aplicacd de ultra-som em biotecnologia é relativamente recente, mas varios
processos que se desenvolvem na presenca de células ou enzimas sfo ativados por
ondas ultra-sbnicas. AplicacBes ultra-sbnicas de dta intenddade, lisam cdulas e
desnaturam enzimas, enquanto que aplicacbes de baixa intensdade podem modificar o
metabolisno cdular ou acderar a tranderéncia de massa de reagentes e produtos
aravés da parede e membranas ceulares (SINISTERRA, 1992). Desta forma a
aplicacéo de ultra-som em baixa intensdade poderia favorecer a transferéncia de massa,
Ou sga, acentuar 0 movimento do meio liquido, aumentando a liberacdo de enzimas
xilanoliticas na suspensdo aquosa, pedas cdulas do microrganismo ou do subgtrao

solido apds cultivo, 0 que n&o ocorreu neste experimento.
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4.2. Acido g-linolénico

4.2.1. Isolamento de fungos produtores de acido g-linolénico na Estacéo
Ecolégica de Juréia-Itatins, SP

A coleta de solo redizada no find do més de janeiro de 2000 na Estacdo
Ecologica de Juréia-ltans, SP, possbilitou o isolamento de 32 linhagens de
zigomicetos, 18 colonias de M. hiemalis, sendo 9 col6nias de M. hiemalis var hiemalis,
4 colénias de C. simplex, 5 colGnias de Mucor 1, e 1 colonia de cada uma das
seguintes espécies. Absidia sp, Mucor sp2, Mucor sp3, M. circingloides e M.
ramosissimus. Estes fungos est@o sendo identificados com a orientagdo da Dr® Sandra
Farto Botelho Trufem do Ingtituto de Boténica de Séo Paulo.

Dedtas 32 linhagens, gpenas duas foram isoladas em agar com rosa-bengda. O
melo de cultura utilizado por BOTHA e d. (1995) para isolamento de fungos
mucoraceos acetato tolerantes, proporcionou mehor aproveitamento. Este meo de
cultura por conter 2% de acetato de sodio como fonte de carbono, dificultou o
crescimento de outras espécies facilitando o crescimento e a podterior identificacdo dos
zigomicetos que foran isolados mas facilmente nas amodras de solo. Dos
microrganismos isolados, apenas uma linhagem de fungo por amodra foi preservada,
optando-se pela mais vigorosa, descatando as que gpresentaram contaminagbes em
dgum ponto da placa de Petri. Desta forma foram sdecionadas e cultivadas 19

linhagens de fungos.
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4.2.2. Selecdo preliminar de fungos produtor es de acido g-linolénico
A Tabela 12 apresenta a producéo de biomassa e a producéo de &cido ¢
linolénico dos fungos isolados do solo da Estacdo Ecolégica de Juréa-Itatins, SP.
M. ramosissmus foi selecionado para prosseguimento dos estudos, de acordo
com a maor produgdo de é&cido glinolénico na biomassa seca, entre as linhagens

cultivadas nas condi¢des do experimento aqui proposto.

TABELA 12. Producdo de biomassa e de acido g-linolénico dos fungos cultivados em
meio congtituido de 2% de glicose e 1% de extrato de levedura, a 25°C. Culturas
realimentadas com 20% de meio gpds 4 dias e incubadas por mais 3 diasa 12°C.

Fungos Biomassa Acido g-linolénico

Linhagem | dentificacdo (g1 (mgml ) (mg.l™)
C. simplex J 4,60 195 15,44
C. smplex 2 5,61 129 12,85
C. simplex 33 5,74 165 14,48
M. hiemalis N} 7,89 132 20,60
M. hiemalis J55 7,41 276 30,60
M. hiemalis J6 7,66 254 43,05
M. hiemalis J7 6,04 249 24,84
M. hiemalis J8 6,89 218 45,12
M. hiemalis Jo 7,61 315 40,10
M. hiemalis J10 9,04 151 21,40
M. hiemalis Ji1 8,02 87 10,07
Absidia sp J12 6,32 372 33,25
Mucor spl J13 6,07 222 22,87
Mucor spl J14 6,20 317 38,32
Mucor spl J15 6,98 217 34,41
Mucor sp3 J16 6,04 269 33,09
M. circinelloides J7 4,15 287 19,47
Mucor sp2 J18 7,88 91 13,05
M. ramosissmus J19 7,67 364 47,70
A. corynbifera 3142 3,85 70 7,06
A. glauca 3141 7,78 304 42,25
C. smplex 3222 5,65 115 13,46
M. hiemalis 66 4,58 77 4,98
R. sexualis 3218 5,37 21 3,85

Z. moelleri 1744 6,97 161 23,68
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4.2.3. Efeito do tempo de incubacdo na producdo de biomassa, lipidios
totais e &cido g-linolénico de M. ramosissmus
As Figuras 2 e 3 goresentam a curva de crescimento de M. ramosissimus,
durante 10 dias, a 25°C com agitacdo constante de 150 rpm. A maior producdo de
biomassa (10,00 g.I') foi observada no terceiro dia, onde ocorreu a maior producéo de
lipidios totas (Figura 2), e 0 egyotamento da glicose (Figura 3). Com o totd
egotamento da glicose gpdés o0 quato dia, observourse diminuicdo gradativa da
biomassa e conseglientemente do teor de lipidios totais da mesma.
A Tabela 13 apresenta os resultados da producdo de biomassa e de lipidios
totais (gl), a porcentagem relativa de AGL em relacdo aos &cidos graxos totais e a

produczo de AGL em func&o da biomassa seca (mg.g*) e do meio de cultura (mg.I ™).

Curva de crescimento de M. ramosissimus
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FIGURA 2. Producdo de biomassa e lipidios totais por M. ramosissimus, durante 10
dias a25°C, a 150 rpm.
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Curva de crescimento de M. ramosissimus

25 T T 12

2 =

1 T10 o
§ 20 : TG’
(@) - (8}
o 15T 3
T 4
o2 6 o
£ 10 1+ @
-
§ °7 T2 ®

0 f f f f { { { { { —=—7 0

B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo de cultivo (dias)

|—E— Glicose —*—Biomassa |

FIGURA 3. Producdo de biomassa e consumo de glicose por M. ramosissimus, durante
10 diasa25°C, a150 rpm.

A porcentagem relativa de AGL em relagdo aos &cidos graxos totais, obtidos
por cromatografia gasosa em diferentes tempos de incubacdo, variou de 24,2%, obtida
no segundo dia, a 35,7%, obtida no décimo dia, correspondendo a uma diferenca de
32,3%. Apds o quarto dia de cultivo esta aumenta, enquanto que os valores de biomassa
seca e as proporgoes de AGL em funcdo da biomassa seca e do meio de cultura
diminuem, o que ocorre devido ao esgotamento da glicose no meio de cultura.

A porcentagem relativa de AGL de vaias espécies de zigomicetos foi
andisada e em adgumas espécies a composicdo variou de 34,8 a 61,9% do tota dos
&cidos graxos, dentre as que mais se destacaram encontram-se Circinella simplex (CBS
142.35), Mucor indicus (ATCC 4855), Syzygites megalocarpus (ATCC 18025) e
Zygorhynchus moelleri  (UAMH 1556) contendo 42,0; 34,8, 619 e 42,0%,
respectivamente (WEETE et a., 1998).

A porcentagem de lipidios totais na biomassa seca obtida com M. ramosissimus

apos 3 dias de incubacéo (8,1% p/p) foi menor do que as obtidas por TORLANOVA et
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a. (1992) com Mucor INMI apés 3 dias (19,3% p/p) e por CARVALHO (1994) com
Mucor sp LB-54 apés 5 dias de incubacdo (20,7%). KENDRICK & RATLEDGE
(1992) relataram que os fungos Thraustochytrium aureum e Saprolegnia parasitica
contém cerca de 10% p/p de lipidios totais na biomassa seca, enquanto que as espécies
Conidiobolus nanodes, Entomorphthora exitalis e Mortierella alpina-peyron,
conhecidas como oleaginosas, contém acima de 20% de lipidios totais na biomassa

(25,7%, 24,6% e 37,7% plp, respectivamente).

TABELA 13. Efeito do tempo de incubagdo no crescimento, contelido de lipidios totais
e producdo de AGL de M. ramosissimus, apds incubacdo a 25°C em meio GY, a 150

rpm.

Tempode Biomassa Lipidios Acido g-linolénico /
incubagao seca totais  /Biomassa Acidos Biomassa Meio de
seca graxostotais seca cultura
(dias) (g™ (g1 (%o plp) (% reativa) (mgg?) (mgl™)
1 3,22 0,22 6,89 26,02 7,84 25,23
2 7,59 0,51 6,73 24,15 6,68 50,70
3 10,00 0,81 8,12 24,17 8,51 84,40
4 8,91 0,71 7,93 26,23 6,83 60,85
5 8,02 0,45 5,63 28,96 3,84 30,78
6 7,55 0,41 5,39 32,70 4,62 34,87
7 6,94 0,37 5,35 33,38 4,03 27,99
8 6,56 0,34 5,13 34,24 4,02 26,36
9 6,22 0,30 4,86 33,77 4,38 27,24
10 5,87 0,30 5,09 35,66 4,73 27,74

4.2.4. Composicao relativa de &cidos graxos de M. ramosissmus

As composicOes relativas dos &cidos graxos referentes aos cultivos sobre o
efeito do tempo de incubacdo sdo apresentadas na Tabela 14. Os &cidos pamitico
(16:0), oléco (18:1), linoléico (18:2) e glinolénico (18:3), estd0 presentes em todos 0s
cultivos, sendo que o &cido oléico 0 que apresenta maior quantidade. Este e o acido

pamitico goresentam diminuicdo apos 0 quarto dia enquanto que o é&cido linoléico
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permanece estével. Os &cidos miristico (14:0) e estearico (18:0), sfo detectados até o
quinto dia e os &cidos pentadecandico (15:0) e pamitoléico (18:1), gpds 0 s&imo e o

oitavo dias, respectivamente.

TABELA 14. Efeito do tempo de incubacd no contelido de é&cidos graxos de M.
ramosissimus, apos incubacdo a 25°C em meio GY, a150 rpm.

Tempo Composicao reativa dos acidos graxos (%)
(dias) (14:0) (15.0) (16:0) (16:1) (18:0) (18:1) n.i. (18:2) (183) Outros

1 0,87 - 18,51 - 3,99 33,66 - 14,19 26,02 2,76
2 1,13 - 1786 0,75 4,08 3946 093 11,63 24,15 -

3 137 032 16,97 - 511 4186 131 95 2261 0,89
4 1,15 - 15,80 - 335 41,16 145 10,26 26,23 0,60
5 1,17 - 15,85 - 162 4048 1,39 1053 28,96 -

6 - - 1434 1,27 - 3947 132 10,90 32,70 -

7 - 1,18 1382 1,19 - 3857 1,35 1051 33,38 -

8 - 1,49 1355 143 - 38,65 - 10,64 34,24 -

9 - 152 1268 145 - 38,66 1,38 10,54 33,77 -
10 - 1,39 11,83 159 - 3742 1,33 10,78 35,66 -

Legenda: Acido miristico (14:0), &cido pentadecandico (15:0), &cido palmitico (16:0),
&cido pamitoléico (16:1), &cido estedrico (18:0), &cido oléco (18:1), &cido linoléico
(18:2), AGL (18:3), n.i. = ndo identificado.

4.2.5. Efeito do pH inicial do meio de cultura na obtencdo de biomassa,
lipidios totais e &cido g-linolénico de M. ramosissimus

As Figuras 4 e 5 apresentam a producdo de biomassa, lipidios totais (Figura 4)
e consumo da glicose (Figura 5) e a Tabela 15 os resultados obtidos do efeito do pH
inicid no crescimento, contelido de lipidios totais e producdo de acido g-lindlénico de
M. ramosissimus, cultivada por 4 dias, a 25°C com agitagdo constante de 150 rpm.

O meio de cultura com pH inicid de 4,5 foi 0 que gpresentou maior producéo
de biomassa (10,1 g.I'") e lipidios totais (0,90 g.I'). Os meios com pHs de 35 e 4,0

foram os Unicos onde a glicose ndo se esgotou.
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Producdo de biomassa e lipidios totais de M.
ramosissimus em meio de cultura com diferentes pHs

iniciais
12 1 T1
107 108 =
6 g4 >
0 O T+ 0.6
CU N—r H [7)]
Ex 67 =)
o3 T04 3
D e 4T =
1 |
o1 0,2
0 : : | | | : 0
3,5 4 4,5 5 55 6 6,5

pH inicial do meio de cultura

|—E— Biomassa —— Lipidios |

FIGURA 4. Produgdo de biomassa e lipidios totais de M. ramosissimus em meio de
cultura com diferentes pHs iniciais.

Producédo de biomassa e consumo de glicose de M.
ramosissimus em meio de cultura com diferentes pHs

iniciais
10 T T 12
= 1 - 10
v 0 . g2
w= g4 8 u o
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©g IBEE
— 2__ __2
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3,5 4 4,5 5 55 6 6,5

pH inicial do meio de cultura
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FIGURA 5. Produgdo de biomassa e consumo de glicose de M. ramosissimus em meio
de cultura com diferentes pHsiniciais.
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TABELA 15. Efeito do pH inicid no crescimento, conteldo de lipidios totas e
producdo de &cido g-linolénico de M. ramosissimus, apds incubagdo a 25°C em meio
GY, al150 rpm, por 4 dias.

pH inicial Biomassa Lipidios Acido g-linolénico /
do meio de seca totais /Biomassa Acidos Biomassa Meio de

cultura seca graxostotais seca cultura
(@™ (@™ (% plp) (% reativa) (mgg") (mgl™)

35 4,72 0,42 8,90 21,90 8,24 38,91
4,0 9,49 0,87 9,15 21,76 9,16 86,96
4,5 10,07 0,90 8,90 24,55 10,57 106,44
50 9,74 0,69 7,09 26,78 8,20 79,88
55 9,07 0,72 7,89 26,67 7,32 66,46
6,0 8,74 0,66 7,59 26,63 7,50 65,61
6,5 8,91 0,71 7,93 26,23 6,83 60,85

O vdor do pH inicid do meio de cultura proporcionou melhores resultados
quando comparados com o cultivo redizado no mesmo periodo (meio de cultura com
pH 6,5). A producdo de biomassa seca e a relacéo dos lipidios totais na biomassa foram
11% e os lipidios totais 21% maiores, porém a porcentagem relativa de AGL em relacéo
aos &cidos graxos totais foi 6% menor.

O vdor do pH inicid do meio de cultura tem sSdo usado numa faixa de 6 a 7
para producéo de lipidios por diferentes fungos dos géneros Choanephora, Mortierella,
Mucor, Rhizopus (DEVEN & MANOCHA, 1975; SAJBIDOR et al., 1988; SHIMIZU et

al., 1988).

4.2.6. Efeito de diferentes fontes de carbono na producdo de biomassa,
lipidios totais e &cido g-linolénico de M. ramosissimus
A Tabela 16 apresenta a producdo de biomassa de M. ramosissimus, cultivada a

25°C por 3 dias, sob agitacdo congtante de 150 rpm em diferentes fontes de carbono.
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TABELA 16. Efeto de diferentes fontes de carbono no crescimento, conteldo de
lipidios totais e producéo de &cido g-linolénico de M. ramosissimus, apos incubacéo a
25°C, a 150 rpm, por 3 dias.

Fontesde Biomassa Lipidios Acido g-linolénico /
carbono seca totais /Biomassa Acidos Biomassa Meio de

seca graxostotais seca cultura

(@™ (@™ (% plp) (% reativa) (mgg") (mgl™)
Acetato 3,39 0,12 3,64 14,80 1,30 4,41
Frutose 8,42 0,53 6,27 25,39 3,35 28,24
Galactose 7,39 0,51 6,96 26,13 341 25,19
Gliceral 2,83 0,19 6,66 29,83 3,90 11,04
Glicose 10,00 0,81 8,12 24,17 8,51 84,40
Lactose 2,04 0,13 6,50 30,48 3,18 6,49
Maltose 2,66 0,20 7,51 29,86 3,72 9,92
Manitol 2,18 0,09 4,15 30,60 7,28 15,87
Méeezitose 2,19 0,05 2,12 29,38 7,54 16,53
Sacarose 2,30 0,24 10,27 29,81 11,21 25,82
Sorbitol 1,95 0,13 6,84 32,45 4,14 8,07
Tredose 8,29 0,45 5,41 25,50 6,39 53,02
Xilose 0,96 0,07 7,06 30,52 3,51 3,36

A uilizacdo dos substratos frutose, gaactose e tredlose resultaram em boa
producéo de biomassa, lipidios totais e em niveis satisfatdrios de AGL por litro de meio
de cultura, porém estes valores foram inferiores aos obtidos com glicose. Por outro lado
a biossintese de lipidios foi fortemente inibida com a utilizagdo de manitol, melezitose e
xilose como fontes de carbono.

O contelido relativo de AGL em rdlacéo aos &cidos graxos totais, mostrou que
a utilizacdo de todos os substratos com excecdo do acetato de sodio, resultaram em
lipidios mais insaturados com dto contetido de AGL, quando comparados com o cultivo
com glicose como fonte de carbono, presentes na composicdo dos &cidos graxos de M.
ramosissimus.

A dlicose foi a mdhor fonte de carbono utilizada por quatro fungos testados

para obtencdo de AGL. Além dda, M. mucedo também cresceu e produziu bem em
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gliceral e M. plumbeus em mdtose, sendo que o amido sollve foi uma excdente fonte
de carbono para M. ramanniana e R. arrhizus (SAJBIDOR et d., 1988).

Amido e amido hidrolissdo foram mehores do que a glicose como fontes de
carbono para produgdo de AGL por M. rouxii CBS 416.77 (LINDBERG & HANSSON,
1991). Por outro lado o amido ndo foi bem aceito peo fungo Mucor sp LB-54. Para este
fungo a glicose foi a fonte de carbono que promoveu maior conversio a AGL, outra
fonte de cabono que se destacou foi a frutose. A lactose e a sacarose foram

consideradas inibidores da biossintese de lipidios (CARVALHO, 1994).

4.2.7. Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na producdo de biomassa,
lipidios totais e &cido g-linolénico de M. ramosissimus

Dez fontes de N foram testadas com M. ramosissimus, este cresceu em apenas
quatro delas (Tabela 17), todas de origem organica. Destas o melhor resultado foi obtido
com o extrao de leveduras que possibilitou maior crescimento e maior conteldo de
lipidios totais, produzindo a maior quantidade de AGL na biomassa A presenca de
triptona no melo de cultura ocasonou diminuicdo dos &cidos graxos insaturados em
comparagdo com 0s meios contendo peptona e extrato de leveduras. No meio com
extrato de mdte a producdo de biomassa foi insUficiente para determinacdo da
composicao dos &cidos graxos da mesma.

Todas as fontes de N inorgéanicas utilizadas causaram inibigdo do crescimento e
ndo promoveram nenhuma producdo de biomassa, resultado semehante foi obtido com

autilizacdo dauréia
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TABELA 17. Efeito de diferentes fontes de nitrogénio no crescimento, contelido de
lipidios totais e producéo de &cido g-linolénico de M. ramosissimus, apos incubacéo a
25°C, a 150 rpm, por 3 dias.

Fontesde Biomassa Lipidios Acido g-linolénico /
nitrogénio seca totais  /Biomassa Acidos Biomassa Meio de
seca graxostotais seca cultura
(g™ (g1 (% plp) (% reativa) (mgg?) (mgl™)
Ext. leved. 10,00 0,81 8,12 24,17 8,51 84,40
Ext. mdte 0,81 nd nd nd nd nd
Peptona 3,28 0,11 3,29 24,78 5,87 19,23
Triptona 3,40 0,12 3,66 13,42 2,07 7,02

Legenda: nd = ndo determinado.

CARVALHO (1994) relatou que as fontes inorganicas, como nitrato de
potéssio, cloreto de ambnio e nitrato de sbdio promoveram inibicdo do crescimento
cdular e da biossintese de lipidios resultando em baixa producéo de AGL por litro de
meio de cultura, porém o sulfato de ambnio promoveu um sgnificativo vaor da rdagdo
lipidiogbiomassa (16,3 g de lipidios por 100,0 g de biomassa). Dentre as fontes
organices tetadas extrato de mdte resultou em maiores niveis de lipidios, embora ndo
favoreceu a producdo de AGL enguanto que a uréa causou inibicdo da biossintese de
lipidios pela linhagem LB-54 de Mucor sp. O autolisado de leveduras mostrou ser a
segunda fonte mais eficiente, depois do extrato de leveduras, na producdo de AGL por

este fungo.

4.2.8. Efeito da presenca de ions metalicos na producdo de biomassa,
lipidios totais e &cido g-linolénico de M. ramosissimus

Verificokrse que a presenca de ions metdicos ndo afetou Sgnificativamente a
producdo de biomassa, lipidios totais e AGL de M. ramosissimus, nas condigoes

propostas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 18.
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TABELA 18. Efeito da presenga de ions metdicos no meio de cultura na produgdo de
biomassa, lipidios totais e AGL de M. ramosissimus, apos 3 dias a 25°C, a 150 rpm.

Meiosde Biomassa Lipidios Acido g-linolénico /
cultura seca totais /Biomassa Acidos Biomassa Meio de

seca graxostotais seca cultura
(g™ (@™ (% plp) (% relativa) (mgg’) (mgl™)

A 10,00 0,81 8,12 24,17 8,51 84,40

B 9,90 0,69 6,98 25,65 6,60 65,34

C 8,38 0,72 8,56 24,76 8,54 71,55

D 9,92 0,69 6,99 25,89 6,98 69,17

A —Meo GY;

B — Meo GY com: KH,POs (24 @); MgSO,7H,0 (0,3 g); CaCk.H.O (10,0 mg);
FeS0,4.7H,0 (10,0 mg); ZnSO4.7H,O (1,0 mg); MnSO4.4H,0 (1,0 mg); CuS04.5H,0
(20 mg);

C — Meio idéntico ao (B), porém sem magnésio;

D — Meio idéntico ao (B), porém sem cobre e zinco.

A influéncia de dguns ions metdicos foi estudada no crescimento e produgdo
de lipidios pdo fungo M. ramanniana CBS 112.08. A presenca dos ions cobre e zinco
teve um efato podtivo na acumulagcédo de lipidios e na quantidade de AGL, pois
pequenas quantidedes de ions metdlicos sBo gerdmente necessarias para 0 crescimento
cdular e atividade enziméica Porém nem a adicdo de manganés nem o aumento do

teor de magnéso promoveram quaquer efeto  dgnificativo  (HANSSON &

DOSTALEK, 1988).

4.2.9. Efeito da composicdo do meio de cultura na producéo de biomassa,
lipidiostotais e acido g-linolénico de M. ramosiss mus
O efeito da composicdo do meio de cultura foi verificado com a utilizagéo de

meios com diferentes composicoes. A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos com M.

I amosi SSIMuS.
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TABELA 19. Efeito da presenga de ions metdicos no meio de cultura na produgdo de
biomassa, lipidios totais e AGL de M. ramosissimus, apos 3 dias a 25°C, a 150 rpm.

Meiosde Biomassa Lipidios Acido g-linolénico /
cultura seca totais /Biomassa Acidos Biomassa Meio de
seca graxostotais seca cultura

(@™ (@™ (% plp) (% relativa) (mgg’) (mgl™)

1 1,80 0,07 3,64 20,59 5,38 9,70

2 6,42 0,20 3,14 22,95 4,40 28,28

3 0,50 nd nd nd nd nd

4 6,86 0,22 3,15 26,33 5,65 38,76

5 10,27 0,67 6,53 25,73 5,91 60,73

Legenda: nd = n&o determinado.

Em todos os meios de cultura, a glicose foi utilizada como fonte de carbono,
contudo apresentou concentracOes diferentes. Véias fontes de nitrogénio foram
utilizadas. O meio 5 (meio GY) foi utilizado como padrdo e fonte de comparagéo com
0s demais, utilizou somente extrato de leveduras como fonte de N. O meio 2 com cinco
fontes de N (extrato de leveduras, extrato de mdte, sulfeto de ambnio, peptona e uréia)
e 0 meio 4 com duas (extrato de leveduras e nitrato de potéssio) gpresentaram resultados
semehantes, contrastando com o0 meio 1 que utilizou trés fontes de N (sulfao de
ambnia, extrato de mdte e peptona), contudo M. ramosissimus N80 Cresceu NS Meios
contendo fontes inorganicas de N, assm como em uréa, e goresentou baixo rendimento
em extrato de malte e peptona.

No meio trés com duas fontes de N (uréa e extrato de leveduras), dém da
presenca inibidora da uréia, a concentracdo de glicose foi trés vezes maior do que a do
melo 5, conseglientemente, exerceu aumento da pressBo osmdtica, inviabilizando o
crescimento do fungo. CARVALHO (1994) obteve resultados mehores com a
utilizagdo destes meios de cultura, apés 5 dias a 28°C com a linhagem de Mucor sp LB-

54. O meio 1 gpresentou maior relacdo entre os lipidios totais e a biomassa seca
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(26,73%), porém com a menor producdo de biomassa (3,90 g.I™). O meio 5 foi mehor

gue os demais que gpresentaram resultados semelhantes entre 9.



5. CONCLUSOES

» Dentre os fungos isolados do solo da Estacéo Ecoldgica de Juréia-Itating, SP, o
que agpresentou maior atividade da CMCase foi a espécie de Trichoderma
longibrachiatum. Chalara paradoxa e Trichoderma inhamatum apresentaram as
maiores atividades da xilanase.

= As aividades enziméticass da CMCase e da xilanase dependeram do fungo
utilizado, da metodologia de extracdo de enzimas e das condigOes de cultivo, tais
como, temperatura, pH e composicdo do meio de cultura.

» Quanto aos &cidos graxos, M. ramosissimus gpresentou maior potencia de
producdo para o &cido g-linolénico (AGL).

» Medhores condicdes de cultivo para producéo de &cido g-linolénico a partir de M.
ramosissimus foram: glicose como fonte de carbono, extrato de levedura como
fonte de nitrogénio e pH inicia do meio 4,5.

* A produwgdo de &cido glinoénico por fungos varia de acordo com o
microrganismo utilizado, com a fase de crecimento em que O mMesmo =

encontra e com a composicao do meio de cultura.
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» Eda pesguisa permite inferir que muitas outras substancias bioativas sdo
passiveis de serem exploradas nos fungos isolados da Mata Atlantica, na Estacéo

Ecologica de Juréa-Itatins, SP.
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APENDICE 1 - MEIOSDE CULTURA

Agar extrato de malte— (SMITH & ONIONS, 1983)
Glicoset 20,0 g; peptona: 1,0 g; extrato de mate 20,0 g; &ar: 20,0 g; agua

degtilada: g.s.p. 1000,0 ml.

Meio sintético para Mucor — (HESSELTINE & ANDERSON, 1957)
Glicose 40,0 g; asparagina: 2,0 g; KH,PO4: 05 g; MgSO4: 0,25 g; tiamina

0,05 mg; &gar: 20,0 g; &ua destilada: g.s.p. 1000,0 ml.

Meio com acetato de sodio — (BOTHA et al., 1995)

Acetato de sodio: 20,0 g; NH4Cl: 1,0 g, KH2POg4: 0,5 g; MgSO,.7H,0: 0,25 g;
extrato de leveduras: 0,5 g; CaCh: 0,05 g; FeSO,4.7H,O: 10 mg; ZnS0,.7H,0: 10 mg;
MnS04.H,O: 0,8 mg; CuSO,4.5H,0: 0,05 mg; &ar: 16,0 g; &gua degtilada: 1000,0 ml;

pH =5,5.

Agar com rosabengala — (LARPENT & LARPENT-GOURGAUD, 1975)
Peptona bacteriologicas 5,0 g; glicose: 10,0 g; KH2PO4: 1,0 g; MgSO,.7H,0:
0,5 g; s0lugdo aguosa de rosa-bengala a 1:3000: 100,0 ml; &gar: 20,0 g; &gua destilada:

900,0 ml.

Meio defarelodetrigo- MFT (YOSHIOKA et a., 1981)

Farelo detrigo: 5,0 g; aguadetorneira: 5,0 ml.
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Meio defarelo detrigo com NaOH

Fardlo detrigo: 5,0 g; &guade torneira: 4,5 ml; solucdo de NaOH 1 N: 0,5 ml.

M eios com substratos celulésicos
1. Fardlo detrigo: 5,0 g; &gua detorneira: 5,0 ml.
2. Farelo de arroz: 5,0 g; &gua de torneira: 5,0 ml.
3. Pdhade arroz: 5,0 g; aguadetorneira 5,0 ml.
4. Sabugo de milho triturado: 5,0 g; agua de torneira: 5,0 ml.
5. Fardo detrigo: 2,5 g; fardo de arroz: 2,5 g; &gua detorneira: 5,0 ml.
6. Fardlo detrigo: 2,5 g; pdhade arroz: 2,5 g; guade torneira: 5,0 ml.
7. Fardlo detrigo: 2,5 g; sabugo de milho: 2,5 g; &gua de torneira: 5,0 ml.
8. Fardo de arroz: 2,5 g; pahade arroz: 2,5 g; guadetorneira: 5,0 ml.
9. Fardlo de arroz: 2,5 g; sabugo de milho: 2,5 g; aguade torneira: 5,0 ml.

10. Pahade arroz: 2,5 g; sabugo de milho: 2,5 g; &gua de torneira: 5,0 ml.

Meio GY (SHIMIZU et al., 1988)

Glicose: 20,0 g; extrato de leveduras: 10,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.

M eios de cultura com diferentes fontes de carbono

1. Acetato de sodio: 27,3 g; extrato de leveduras: 10,0 g; &gua destilada: 1000,0

2. Frutose: 20,0 g; extrato de leveduras. 10,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.
3. Gaactose: 20,0 g; extrato de leveduras: 10,0 g; agua destilada: 1000,0 ml.

4. Gliceral: 20,4 g; extrato de leveduras: 10,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.
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5. Glicose: 20,0 g; extrato de leveduras. 10,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.

6. Lactose: 20,0 g; extrato de leveduras: 10,0 g; agua destilada: 1000,0 m.

7. Mdtose: 19,0 g; extrato de leveduras. 10,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.

8. Manital: 20,0 g; extrato de leveduras. 10,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.

9. Mdezitose: 18,7 g; extrato de leveduras: 10,0 g; agua destilada: 1000,0 ml.

10. Sacarose: 19,0 g; extrato de leveduras. 10,0 g; égua destilada: 1000,0 ml.

11. Sorbital: 20,0 g; extrato de leveduras. 10,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.

12. Tredose: 19,0 g; extrato de leveduras: 10,0 g; agua destilada: 1000,0 ml.

13. Xilose: 20,0 g; extrato de leveduras: 10,0 g; agua destilada: 2000,0 ml.

M eios de cultura com diferentes fontes de nitr ogénio
1. Extrato de leveduras: 10,0 g; glicose: 20,0 g; agua destilada: 1000,0 m.
2. Extrato de mdte: 10,0 g; glicose: 20,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.
3. Peptona: 10,0 g; glicose: 20,0 g; &gua destilada: 2000,0 ml.
4. Triptona: 10,0 g; glicose: 20,0 g; agua destilada: 1000,0 ml.
5. Uréia: 10,0 g; glicose: 20,0 g; agua destilada: 1000,0 ml.
6. Cloreto de aménio: 10,0 g; glicose: 20,0 g; &gua destilada: 1000,0 m.
7. Nitrato de amonio: 10,0 g; glicose: 20,0 g; agua destilada: 1000,0 ml.
8. Nitrato de potassio: 10,0 g; glicose: 20,0 g; &gua destilada: 1000,0 m.
9. Nitrato de sadio: 10,0 g; glicose: 20,0 g; &gua destilada: 1000,0 ml.

10. Sulfato de ambnio: 10,0 g; glicose: 20,0 g; agua destilada: 1000,0 ml.

OBS: Todos os meios foram autoclavados a 121°C por 20 min.
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APENDICE 2 — SOLUCOES E REAGENTES

Reagentede Sumner (MARTELLI & PANEK, 1968)

Acido 35 dinitro sdicilico: 50 g; NaOH: 8,0 g; tartarato duplo de sodio e
potassio: 150,0 g; agua destilada: g.s.p. 500,0 ml.

O &ido 35 dinitro <dicilico foi dissolvido em 1000 ml de NaOH 2 N.
Separadamente o tartarato duplo de sodio e potéssio foi dissolvido em 250,0 ml de HO.
As duas solucdes foram misturadas e o volume foi completado para 500,0 ml com &gua

destilada.

Reagente de cor
Tampgo tris 100 mmol.It, pH 7,4: 250 ml; contendo 4-aminoantipirina 133
mmol.I'%; fendl: 10 mmolI't; azida sddica 7,7 mmolI't; glicose oxidase 3 20000 U.It e

peroxidase 3 668 U.I.

Solucdo estoque de &cido acético 0,2 M

Acido acético glacid: 11,55 ml; &gua destilada: g.s.p. 1000,0 mll.

Solucéo estoque de acetato de sodio 0,2 M

Acetato de sodio: 16,4 g; gua destilada: g.s.p. 1000,0 ml.

Solucéo tampéo acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0 (GOMORI, 1955)
Solugdo estoque de &cido acético: 14,8 ml; solugcdo estoque de acetato de sodio:

35,2 ml; &gua destilada: 400,0 ml.
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Solucéo estoque de glicose (1 mg.ml ™)
Glicose: 1,0 g; guadegtilada: g.s.p. 1000,0 ml.
Aproximadamente, dois gramas de glicose permaneceram por duas horas em
estufa a 100°C. Apds edfrir em dessecador por quinze minutos, um grama foi

dissolvido em &gua destilada em bal & volumétrico de 1000,0 mil.

Solucdo estoque de xilose (1 mg.ml ™)
Xilose: 1,0 g; &gua destilada: g.s.p. 2000,0 ml.

O procedimento foi idéntico ab mencionado no item anterior.

Solucéo de &cido cloridrico (HCI) 1 M

HCI: 41,45 ml; &gua destilada: 500,0 ml.

Solucdo de hidréxido de sddio (NaOH) 1 N

NaOH: 4,0 g; agua destilada: 100,0 ml.

Solucdo T80 a 0,1% (p/v)

Tween 80: 0,2 g; agua destilada: 200,0 ml.

Solucéo salina a 0,85%

NaCl: 8,5 g; &gua destilada: 2000,0 ml.

Solucéo de hidroxido de sodio metandlico 2 M

NaOH: 80,0 g; metanol: 1000,0 ml.
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