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ABSTRACT

The fungi have been biochemically characterised by means of several techniques, incloding the
profile of their fatty acids identified by gas liquid chromatography, which is already a widely used
chemataxonomic tool for characterisation and identification of bacteria and yeasts. In the present
study this technique was applied to the biochemical characterisation of strains of nine fungi
belonging to the order Mucorales (Zygomycetes) and one asexual representative belonging to the
Ascomycetes. The fatty acid methyl esters from each strain were qualitatively analysed by gas
lignid chromatography using a standard suitable for Zygomycetes fungi. The strains were clustered
according to the fatty acid methyl esters profiles similarities. The fatty acids present in all strains
were palmitic (16:0), cleic (18:1a0), linoleic (18:206) and v-linolenic acid (18:36), with the
exception that the last one was not found in Volutella sp, Chemotaxonomic markers were obtained
for a few strains, the non-identified fatty acid FAMES {(with 27,92 and 28,28 minutes as minimum
and maximum retention times) for Rhizomucor miehei CCT 2236 and Rhizomucor pusilius
CCT 4133, and the non-identified fatty acid FAME3 (with 16,53 and 16,61 minutes as minimum
and maximum) for Benfuminiella youngii CCT 4121. For the order Mucorales the obtained
chemotaxonimic marker was the fatty acid 18:30%, confirming the literature data. This study
suggests that fatty acid profiles may be a useful chemotaxonomic criterion to be applied in addition

to the morphological taxonomy of these fungi.
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1. INTRODUCAO

Os fungos possiuem diversas propriedades de aplicag@io industrial, principalmente na inddstria de
alimentos e farmacéutica. No meio ambiente, fungos atuam na degradacio de matéria orginica, um

processo de grande Importincia na ciclagem de mnrientes (GRAVESEN er alii, 1994).

A ordem Mucorales, classe Zigomicetos, € de grande importéncia econdmica. Algumas de suas espécies
sdo usadas para a produgio industrial de proteases, como a renina, dlcoois e dcidos orgénicos, inchiindo
dcidos graxos (GRAVESEN er alii, 1994). Acidos graxos poliinsaturados sio importantes na
alimentagfic humana e empregados como precursores farmacolégicos (BEYNEN & KATAN, 1989). A
ordem também inclul espécies contaminantes de alimentos estocados, como grios, legumes e frutas,
além de espécies de ocorréncia comum na vida doméstica, como as causadoras do emboloramento de

pio (GRAVESEN er alii, 1994).

(s Mucorales sdio cosmopolitas, saprébios ou parasitas facultativos de plantas ¢ animais, incluindo o
homem. S#@o caracterizados por apresentarem micélio cenocitico, ou seja, nfio septado e ramificado, e
por possufrem propagagdo assexual através de esporos ¢ reprodugdo sexual através de zigosporos. Além
do seu estade filamentoso, alguns fungos desta ordem podem apresentar um estado leveduriforme
dependendo das condigSes de cultive (BENJAMIN, 1959, HAWKSWORTH e alii, 1993).

A ordem se divide em treze familias: Chaetocladiaceae, Choanephoraceas, Cunmnghameliaceae,
Gilbertellaceae, Mortierellaceae, Mucoraceae, Mycotyphaceae, Phycomycetaceae, FPilobolaceae,
Radiomycetaceae, Saksenaeaceae, Syncephalastraceae ¢ Thamnidiaceae (HAWKSWORTH er alii,
1995).

A taxonomia de fungos filamentosos € baseada principalmente em critérios morfolégicos. Contudo, o
estudo de fungos com grande proximidade taxondmica, que ndo esporulam, ou cujo ciclo de vida ndo
seja conhecido é limitado pela escassez de caracteres morfolbgicos diferenciats (JABAJI-HARE, 1988;
BLOMQUIST et alii; 1992). Para contornar estas dificnldades e visando a classificagdo sob a
perspectiva filogenética, ou seja, que reflitam a histGria evolutiva dos fungos, métodos moleculures ¢
bioguimicos #m sido de grande valia, como o sequenciamento de dcidos nucléicos e proteinas, e
determinagio de componentes celulares, como a composicio de dcidos graxos (SHAW, 1966b;
BLOMQUIST et alii; 1992).



Além dos constituintes primdrios citados, os constituintes celulares secunddrios, cuja distribuicio é mais
limitada, s8o bastante conhecidos nos fungos e também podem ser Gtels na sua taxonomia. Alguns
exemplos sdo os compostos acetilénicos, pigmentos, uréia (TYRRELL, 1969) ¢ polissacarideos

extracelulares antigénicos (RUITER et alii, 1993).

O potencial dos constituintes celulares para a taxonomia microbiana depende da variabilidade da sua
ocorréncia, rapidez e simplicidade dos métodos utilizados para a sua andlise. O sequenciamento de
dcidos nucléicos e a andlise de dcidos graxos sio dois dos métodos mais versdteis e promissores para a
taxonomia de microrganismos (BOTTGER, 1996). A utilizacio de dcidos graxos na taxonomia
microbiana teve uvm grande avango gracas ao advento da cromatografia gds-liquida (BLOMQUIST ez
alii, 1992).

Os 4cidos graxos sdo as unidades fundamentais da maioria dos lipidios. S3¢ 4cidos orginicos,
geralmente contendo de 4 a 24 dtomos de carbono, possnem um grupo carboxila {inico e wmna cauda
hidrocarbonada nfo~polar com um grupo metil terminal. Qs dcidos graxos ccorrem seb a forma livre on
sob formas covalentermnente ligadas a alcodis e a outros componentes, e podem ser liberados através de
hidrélise guimica ou enzimdtica (LEBNINGER, 1988; BOBRBIO & BOBBIQ, 1992). Apds a hidrélise,
os fAcidos graxos podcm‘ ser derivatizados quimicamente, tornando-se voldteis, e analisados por
cromatografia gasosa para determinagdo do comprimento de cadeia e grau de insaturagdo (CHRISTIE,
1982; RATLEDGE & WILKINSON, 19383a).



2. OBJETIVOS

Caracterizar bioquimicamente, através da andlise qualitativa de dcidos graxos, representantes da ordem

Mucerales, visando:

¢ avaliar 4 impontincia do perfil de 4cidos graxos na diferenciagio de organismos pertencentes i

ordem Mucorales: e,

¢ determinar marcadores quimiotaxondmicos, i.e., dcidos graxos, para os fungos estudados.



3, REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Lipidios e Acidos Graxos

3.1.1. Lipidios

Lipidios, juntamente com os carboidratos e as proteinas, formam o grupo de £OmMpPOstos mais
importantes em alimentos ¢ mais frequentemente encontrados em vegetais e animais (BOBBIO &
BOBBIO, 1992}, Os lipfdios sdo insoldveis em 4gua ¢ prontamente soldveis em solventes organicos,
como, por exemplo cloroférmio, hexano, metanol, benzeno, alcobis e éteres (CHRISTIE, 1982:
RATLEDGE & WILKINSON, 1988a).

Os lipidios sio classificadoes como simples, quando sfo constituidos por dcidos graxos ¢ alcodis; como
compostos, guando sio constituidos por outros grupos na molécula, além de dcidos graxos e alcodis; ¢
0s lipidios derivados sio as substdncias obtidas por hidrélise dos lipidios simples e compostos (BOBBIO
& BOBBIOQ, 1992). Os 4cidos graxos podem estar ligados ao glicerol (trigliceridio), bases de cadeias
longas {(esfingolipidios), acidos fosfGricos (fosfolipidios), agiicares (glicolipidios) ou componentes mais
complexos (CHRISTIE, 1982),

Os lipidios constituem material de reserva em animais, plantas e microrganismos, sendo que, no caso
dos cucariontes, os trighiceridios sfo os principais responsdveis por este papel. S8o também constituintes
da membrana celular, como os fosfolipidios, tomam parte nos processos fotossintéticos e também em
outros processos geradores de energia (BRENNAN & LOSEL, 1978, HARWOOD & RUSSELL,
1984; RATLEDGE & WILKINSON, 1988a),

As vias de biossintese de lipidios em microrganismos sdo equivalentes Aquelas encontradas em animais e
plantas. Os microrganismos realizam a sintese de seus compostos celdlares com grande velocidade e
conssquentemente respondem a mundancas ambientais da mesma forma (RATLEDGE & WILKINSON,
1988a). Sendo assim, o conteldo lipidico da cflula microblana pode variar qualitativamente e

quantitativamente de acordo com as condigBes de seu crescimento e a sua fase de desenvolvimento,



3.1.2. Acidos Graxos

Acido graxo € um termo que designa qualquer 4dcido monocarboxflico alifitico gue pode ser liberado de
gorduras e Cleos naturais por hidrélise. A nomenclatura usada para os dcidos graxos, recomendada pela
Comissiio de Nomenclatura Bioguimica, consiste na determinagio do ndmero de carbonos e da
presenga, niimero e posigho de duplas ligagSes. Os dtomos de carbono sio numerados a partir do
carbono carboxilice, denominado carbono 1 ou C1, terminando no grupo metil presente na extremidade
oposta da cadeia (IJUPAC-IUB, 1978).

A posicdo de duplas ligagdes na cadeia do dcido graxo & determinada pela via biossintética no
microrganismo. Assim, dcidos graxos saturados ndo apresentam duplas ligacOes, enquanto que o0s
insaturados podem apresentar uma, duas ou muais duplas ligagSes (CHRISTIE, 1982; LEHNINGER,
1988; RATLEDGE & WILKINSON 1988b; EMBLEY & WAIT, 1994),

Os dcidos graxos saturados mais comuns possuem cadeias lineares com niimero par de dtomos de
carbono que vao de 14 a 20 (Figura 1), embora seja possivel encontrar cadeias fmpares. Por exemplo, 0
dcido graxo de 16 carbonos € chamado de dcido hexadecandico e recebe também um nome trivial, dcido
palmitico, e para simplificar pode ser representado simplesmente como 16:0 (Tabela 1) QUPAC-TUR,
1978; CHRISTIE, 1982; RATLEDGE & WILKINSON 1988b).

Acidos graxos que apresentam uma tnica dupla ligagdo na sua cadeia (Figura 1), que pode ter de 10 a
30 4tomos de carbono, s&o chamados monoinsaturados (Tabela 2). A dupla ligagio possui geralmente
configuragio cis ¢ mais raramente frans. Por exemplo, quando o 4cido graxo possui 18 carbonos e
apresenta dupla ligagiio entre os carbonos 9 ¢ 10, é representado como 4cido cis-9-octadecendico,
também como dcido 9(Z)-octadecendico, ou ainda de uma forma abreviada, como 18:1 ou indicando a
posigio da dupla ligagio, 18:1 (9) (IUPAC-IUB, 1977 citado por CHRISTIE, 1982; ITUPAC-IUB,
{ 1978; RATLEDGE & WILKINSON 1988b).

O tipo de insaturagdo pode ser designado na forma de (#-x), onde n representa o mimero de carbonos da
cadeia ¢ x o ntimero de carbonos a partir da dltima dupla ligagio na direco do grupo metil terminal. Por
exemplo, o dcido ol€ico € 18:1(n-9) ou também 18:1(w9). Esta designagio também define o tipo de
familia a0 qual o dcido graxo pertence, neste caso a familia 9 (KORN er alii, 1965; IUPAC-IUB,
 1978; RATLEDGE & WILKINSON 1988b).
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Figura 1. Trés 4cidos graxos comuns, mostrados na férmula estrutural.



Tabela 1. Alguns dcidos graxos saturados de cadeia linear.

Norme sistematico Nome trivial Abreviagio
Acido decandico Acido céprico 10:0
Acido dodecanéico Acido Hurico 12:0
Acido tetradecandico Acido mirfstico 14:0
Acido pentadecandico — 15:0
Acido hexadecanéico Acido palmitico 16:0
Acido heptadecangico Acido margdrico 17:0
Acido octadecandico Acido estedrico 18:0
Acido nonadecanéico — 1%:0
Acido icosanéico Acido araquidico 20:0
Acido docosanéico Acido beénico 22:0
Acido tetracosandico Acido lignocérico 24:0

Tabela 2. Alguns dcidos graxos insaturados de cadeia linear.

Nome sistemdtico Nome trivial Abreviaciio
Acido cis-hexadec-9-endico Acido palmitoléicb 16:1{w7)
Acido cis-octadec-9-endico Acido oléico 18:1(wd)
Acido 9,12-octadecadiendico Acido Hinoléico 18:2(c6)
Acido 9,12,15-octadecatrienbico Acido o-linolénico 18:3{a3)
Acido 6,9,12-octadecatriendico Acido y-linolénico 18:3(06)
Acido 8,11,14-icosatriendico Acido homo-y-linolénico 20:3(00)
Acido 5,8,11,14-icosatetraendico Acido araquiddnico 20:4(05)




Os dcidos graxos politnsaturados sdo aqueles que possuem mais de uma dupla ligacio (Figura 1,
Tabela 2), ¢ estdo subdivididos em familias de acordo com sua derivacio biossintética que ocorre por
desaturagio (introdugdo de umna dupla ligagdo) e elongagfo (introdugio de dois dtomos de carbono) da
cadeia a partir de wm dnico 4deido graxo precursor. No caso das familias @23 e 06 o precursor € o 4cido
hinoléico ou 18:2(w6) (Figura 2) (KORN et alii, 1965; SHAW, 1966b; CHRISTIE, 1982: RATLEDGE
& WILKINSON, 1988b; WESTHUIZEN et alii, 1994),

3.2. Anilise de Acidos Graxos

Moléculas orginicas podem ser usadas como marcadores taxondmicos se forem estdveis e tiverem
distribuigio descontinua entre os diferentes taxa (SUZUKI e alif, 1993). Dentre estas moléculas estio
os 4cidos graxos, os quais estdo entre os componentes celulares mals utilizados para o exame
quimiotaxon&mico de fungos (SHAW, 1966b; BRONDZ & OLSEN, 1986).

A composigio de dcidos graxos € mais comumente determinada através de andlises por cromatografia
gds-liquida, a qual requer modifica¢Bes dos 4cidos graxos através de derivagio quimica, convertendo-os
em moléculas mals voldtels, os ésteres metilicos de dcidos graxos, também designados de forma
abreviada por FAMEs, do inglSs Farty Acid Methyl Esters (CHRISTIE, 1982: EMBLEY & WAIT,
1994).

A andlise direta dos dcidos graxos pode ser realizada através de cromatografia lguida de alta eficiéncia,
¢ a confirmacio das estruturas de dcidos graxos através de procedimentos espectroscépicos e de
degradacio quimica (CHRISTIE, 1982).

A cromatografia gis-Hquida possui uma fase gasosa mével e uma fase liquida estaciondria entre as quais
os FAMEs sfo separados. Esta separa¢fio ocorre na coluna do cromatégrafo, onde os compostos com
menor afinidade pela fase estaciondria eluem mais rapidamente, O tempo entre a aplicagiio da armostra e

sua eluigdo, especifico para cada composto, é chamado de tempo de retencio (BOTTGER, 1996).

As colunas capilares sdo mais eficientes ¢ rdpidas para a separagio de FAMEs que as colunas
empacotadas (EMBLEY & WAIT, 1994). A coluna capilar possui um suporte sélido recoberto por um
liguido pouco voldtil, o gqual funciona como fase estaciondria (COLLINS et alii, 1993). O tipo de fase

gstaciondria € o principal fator que determina a natureza das separacSes obtidas pela coluna
{CHRISTIE, 1982).
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Figura2. Esguema da via biossintética de 4cidos graxos msaturados em microrganismos, com as
diversas etapas de desaturagdo (infroducdo de uma dupla ligaco) e de elongacio
(introduciio de dois 4dtomos de carbono) a partir de um tnico 4dcido graxo precursor,
baseado em KORN er alii (1963). Os niimeros entre parénteses indicam as posicfes de cada

dupla ligacio na cadeia de carbono.



H4 dois tipos de fases estaciondrias, fases apolares, que permitemn a separagfio dos FAMESs baseada em
sen pese molecular, ¢ fases polares, que permitem uma clara separagio dos FAMEs com o mesmo
comprimento de cadeia, sendo que os insaturados sde eluidos depois dos saturados correspondentes.
Por exemplo, o 4cido graxo insaturado 16:1 € eluido depois do dcido graxo saturado 16:0. Fases polares
permitern wma maior resolucio de insaturados ¢ portanto sfo as mais adequadas para a separagio de
FAMEs (CHRISTIE, 1982).

3.3, Condigoes para Utilizacio Quimiotaxonomica de Acidos Graxos

A andlise do perfil de 4cidos graxos de microrganismos como ferramenta quimiotaxondmica requer o
controle cuidadoso das variagOes causadas por fatores externos, como temperatura de crescimento,
tempo de incubago e meio de cultura. Perfis de dcidos graxos reprodutiveis podem ser obtidos com o
controle rigoroso destas varidveis (RATLEDGE, 1982; BRONDZ & OLSEN, 1986; LOSEL, 1988).

Maior reprodutibilidade € obtida em cultivos coletados durante a fase estaciondria ou no crescimento
tardio, pois a composigio glos dcidos graxos € mais estdvel uma vez que a atividade metabdlica de
sintese de 4cidos graxos, reaces de elongacio e de desaturagdo € reduzida (COONEY et alii, 1993
WESTHUIZEN et alii, 1994).

A interferncia da temperatura na reprodutibilidade da andlise de dcidos graxos se correlaciona com o
aumento do grau de insaturagio de 4dcidos graxos dos fosfolipidios da membrana cehular 4 medida que a
temperatura ambiente diminui. Este fendmeno ocorre devido ao fato de gue quanto mais insaturado for
o 4cido graxo, mais lquido este serd devido ao seu baixo ponto de fusio proporcionado pelas duplas

ligaces.

Os fosfolipidios possuem a capacidade de manter a fluidez adequada da membrana celular em resposta a
temperatura de crescimento (RATLEDGE & WILKINSON, 1988a). A membrana celular difere entre
organismos psicrofilos, meséfilos e terméfilos como consequéncia da constituigio dos fosfolipidios
(HAMMONDS & SMITH, 1986). Virios estudos, incluindo alguns com fungos da ordem Mucorales,
relatam as diferencas encontradas nos perfis de dcidos graxos de fungos psicréfilos, mesdfilos e
terméfilos, demonstrando que o grau de insaturacio varia em consequéncia da diferenca na necessidade
de temperatura para o desenvolvimento destes fungos (SUMNER & MORGAN, 1969; MUMMA et
alii, 1971; DEXTER & COOKE, 1984; HAMMONDS & SMITH, 1986).
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Os psicréfilos apresentam 4cidos graxos mais insaturados do que os demais, podendo significar uma
adaptag8o para seu desenvolvimento 3 baixas temperaturas (HAMMONDS & SMITH, 1986). No
estudo realizado por DEXTER ¢ COOKE (1984) foi demonstrado que o fungo psicréfilo Mucor strictus
apresentou 4cidos graxos mais insaturados do que representantes meséfilos de Mucor e que o grau de

insaturagio aumentou com a diminui¢fo da temperatura.

Os representantes terméfilos, como exemplo Rhizomucor pusillus, apresentaram scidos graxos com
maior grau de saturagdo e maior nimero de carbonos em suas cadeias. Grandes quantidades de 4cidos
graxos saturados ¢ 18:1 foram detectados nestas linhagens, A natureza mais saturada dos fosfolipidios
presentes nos termodfilos permite maior termoestabilidade e determina os mais baixos limites de
temperatura de funcionalidade das membranas (MUMMA et afii, 1971; HAMMONDS & SMITH,
1986).

3.4. Acidos Graxos na Quimiotaxonomia de Fungos

Os primeiros estudos sobre a utilizagdo do perfil de 4cidos graxos como critério taxondmico para os
fungos filamentosos foram realizados na década de 60 por SHAW (1965, 1966a, 1966b, 1967). Em seu
primeiro estudo, SHAW (1965) analisou dcidos graxos de 31 espécies de fungos, pertencentes as classes
Oomicetos, Zigomicetos, Ascomicetos e Basidiomicetos e detectou a presenga do 4cido graxo
v-linolénico, 18:3 (6,9,12), da familia w6, somente nos representantes dos Qomicetos ¢ Zigomicetos. A
ordem Mucorales apresentou maior quantidade deste dcido graxo (SHAW, 1965). Pratcamente todas as
espécies desta ordem sintetizam este 4cido graxoe, além do dcido linoléico, 18:2 (9,12), da familia o6
(WASSEFE, 1977). A produgiio de 4cidos graxos poliinsaturados da familia w6 nfio foi registrada nos
Ascomicetos e Basidiornicetos (SHAW, 19635).

Num estudo posterior, confirmando os resultados de SHAW (1965), foi observado que a maioria dos
Zigomicetos produziu dcidos graxos poliinsaturados de 18 carbonos, em particular o 4cido graxo
v-linolénico & ndo produziu 4cidos poliingaturados de 20 carbonos. Os Qomicetos foram caracterizados

pela presenga de deidos graxos da familia w6 (WESTHUIZEN et alii, 1994).

O dcido o-linolénico, 18:3 (w3), nfo foi encontrado nos Ficomicetos (classe gue acomoda os
Oomicetos, Zigomicetos e Quitridiomicetes, por apresentarem micélio ndo septado) mas sim nas classes

Ascomicetos, Basidiomicetos ¢ nas suas fases anamdrficas (fungos que apresentam estado assexual).
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Alguns representantes destas classes produzem Acidos graxos somente até 18:2 (SHAW, 1966b;
WESTHUIZEN et alii, 1994).

De acordo com a distribuigdo de dcidos graxos das familias w6 e 3, principalmente dos dcides graxos
v-linolénico, 18:3 (06), e w-linolénico, 18:3 (wd), foi constatado que havia uma diferenca bioguimica
entre os Ficomicetos e as classes Ascomicetos e Basidiomicetos, sugerindo uma relagio filogenética
distante entre eles (SHAW, 1965, 1966b; WESTHUIZEN er alii, 1994).

A partir destas observagdes, SHAW (1966b} concluiu que as andlises dos dcidos graxos e a capacidade
ou ndo de sintetizd-los servemn como base para detectar relagBes filogenéticas entre os fungos e seus
possiveis ancestrais. Esta conclusio € complementada por WESTHUIZEN et alif (1994), ao afirmar que
a presenca de dcidos graxos das familias 06 ¢ @3 € um fator discriminante para fungos pertencentes as

diferentes classes.

{s dcidos graxos dos Ascomicetos e dos fungos anamérficos correspondentes, em geral, nio fornecem
bons marcadores taxondmicos, devido a grande similaridade na sua composicio entre os membros desta
classe, embora pertencentes a diferentes taxa. Os Ascomicetos produzem geralmente baixa quantidade
de 4cidos graxos poliinsatirados, e, quando o fazem, o dcido graxe poliinsaturado mais comum € o

4cido o-linolénico (LECHEVALIER & LECHEVALIER, 1988).

0 género Conidiobelos, caracterizado como fungo saprofitico encontrado principalmente em material
vegetal em decomposicfio, possui grande proximidade com o gé€nero Entomophthora, um grupo de
entomopatégenos. Estes dois géneros foram separados por possuirtem modos de vida distintos. Como
critério adicional 3 entomopatogenicidade para separar estes dois géneros da familia Entomophthoraceae
(Zigenﬁcetos), utilizou-se 2 composicio de 4cidos graxos (TYRRELL, 1967, 1968, 1971).

A composigio de dcidos graxos de 17 isolados do género Entomophthora foi comparada com a de
outros fungos, incluindo Conidiobolus, com o objetivo de verificar a utilidade do perfil de dcidos graxos
na taxonomia deste gé€nero. De todos os fungos analisados, a composicio de dcidos graxos de
Conidiobolus fol a que se mostrou mais proxima 2 Conzposigﬁo de Entomophthora (TYRRELL, 1967).
O resultado obtido por SHAW (1965) foi confirmado uma vez que a ocorréncia do dcido y-linolénico
foi demonstrada em todos os Entomophthora e Conidiobolus estudados, assim como em Phytophthora

infestans e Pythivm debaryanrn (Oomicetos).
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Em outro trabalho, o isolamento € a caracterizago de trés dcidos graxos de cadeia ramificada do fungo
Conidiobolus denaesporus foram descritos, os quais representavam 35% do total de seus dcidos graxos.
Esta caracteristica foi encontrada somente nesta espéeie dentro da familia Entomophthoraceae,
diferenciando-a dos demais fungos do mesmo género e da mesma familia (TYRRELL, 1968). Estes
4cidos graxos sdo geralmente raros em fungos, ao contrario de bactérias (RATLEDGE, 1982).

A composicio de acidos graxos de 12 espécies de Conidiobolus, incluindo 7 espécies formadoras de
zigésporo e outras 5 que apresentam somente propagacdo assexual, foi determinada ¢ a similaridade
entre as linhagens C. heterosporus e C. denaeosporus estimada. Estes dados, quando considerados
juntamente com dados morfolégicos e outros dados obtidos independentemente, puderam servir como
evidéncia para a conclusdo de que os nomes C. heterosporus ¢ C. dengeosporus eram smonimos € que

os isclados representavam uma tnica espécie de fungo (TYRRELL, 1971).

Ao serem analisados os dcidos graxos de isolados de Mortierella subgen. Micromucor e de Mortierella
subgen. Mortierella, por cromatografia gds-lguida, o significado quimiotaxondmico da composi¢o de
4cidos graxos na taxonomia ¢ identificagio deste género foi explorado{AMANO er alii, 1992). Os dois
subgéneros sdoc normalmente distinguidos entre si por suas caracteristicas morfologicas e de cultivo em
placa (GAMS, 1977, citado por AMANO et alii, 1992). Os resultados obtidos por AMANOG ef alii
(1992) confirmaram umn trabalho anterior (SHINMEN et alii, 1989), no qual estes mesmos fungos
foram diferenciados pelo fato de somente o subgénero Mortierella apresentar os doidos poliinsaturados
com cadeia de 20 carbonos. A diferenca entre a composicio de 4dcidos graxos dos dois subg€neros
coincide com a diferenca das caracteristicas morfolégicas e de cultivo em placa dos mesmos. Portanto a
composicdo de dcidos graxos se apresenta como um critério Gtil na taxonomia e identificagio do género

Mortierella (AMANO et alii, 1592).

A andlise da composigio de dcidos graxos foi utilizada para confirmar a identificagiio de Ganoderma
australe (Basidiomicetos) do Chile, anteriormente identificada erroneamente como outra espécie do
mesmo género, G. applanatum. Os resultados demonstraram que se tratava de G. australe ¢ niio de
G. applanatum (MARTINEZ er alii, 1991). Amavés do uso da andlise de 4cidos graxos, os autores
obtiveram um critério adicional que permitin uma identifica¢@io acurada desta espécie de Ganoderma, a

qual é responsdvel pela degradaglo seletiva de lignina.

As estruturas de propagacfio assexual da espéeie Gigaspora margarita ¢ de u€s espécies de Glomus,

fungos endormicorrizicos {associados internamente a rafzes por simbiose) pertencentes 4 ordem
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Glomales (HAWKSWORTH er alii, 1995), tiveram sua composigio de dcidos graxos analisada. Embora
ndo se conhega seu ciclo de vida completo e fase sexual, estes fungos foram classificados como

Zigomicetos. Estudos bioquimicos destes fungos poderiam ser titeis na determinagio de sua verdadeira
posigdo taxondmica (JABAJI-HARE, 1988),

Os 4cidos graxoes 16:0, 16:1, 18:0, 18:1 ¢ 19:0 foram encontrados como 4cidos predominantes em
Gigaspora margarita e nas trés espécies de Glomus. Além destes, também foram encontrados ambos 08
isBmeros do acido graxo linolénico, o y-linolénico € o a-linolénico. De acordo com o autor, a presenga
dos isémeros deste dcido graxo e do 4cido graxe 19:0, ¢ ainda a capacidade de sintetizar dcidos graxos
com cadeia maior do que 18 carbonos, sugerem que estes fungos estariam mais proximos 3 classe
Mixomicetes do que 3 classe Zigomicetos (JABAJI-HARE, 1988).

SANCHOLLE e DALPE (1993) realizaram as andlises comparativas do contetdo de dcidos graxos de
esporos de sete fungos endomicorrizicos do génerc Glomus, de dois fungos endomicorrizicos dos
géneros Acaulospora e Scutellospora, todos da ordem Glomales, ¢ do funge saprofitico Endogone
pisiformis, da ordem Endogonales, supostamente relacionado taxonomicamente aos primeiros. Este
estudo comparativo dos fungos endogonaceos e endomicorrizicos resultou na identificagfio dos dcidos
graxos mais comuns em fungos, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1 ¢ 18:2 (SHAW, 1965, 1966b; LOSEL, 1988). Os
fungos foram divididos em tr8s grupos de acordo com 0s perfis de 4cidos graxos: Endogone pisiformis
por apresentar o dcide o € y-linolénico, Acaulospera nicolsonii pela presenga de deidos
monoinsaturados com configuragdo frans, € os endomicorrizicos pela auséncia de isbmeros do dcido
linolénico e presenca de poliinsaturados de cadeia longa (SANCHOLLE & DALPE, 1993).

Os 4cidos graxos de isolados de Rhizoctonia solani AG-1, importante patégeno de arroz, foram
examinados usando um método rdpido, sensivel e reprodutivel, desenvolvido em 1985 por MILLER e
BERGER, para andlise de dcidos graxos de bactérias (JOHNK & JONES, 1992). O método foi
adaptado para fungos e utilizado com © sisterna de andlise cromatogrdfica MIDI (Microbial
Identification System, Microbial ID, Inc., Newark, Del.). Este programa foi desenvolvido micialmente
para identificar dcidos graxos ¢ estudar relagBes entre bactérias (SASSER, 1990), usando diferencas
quantitativas ¢ qualitativas no conteddo de acidos graxos. O sistemna MIDI, apés modificagio, pdde ser

aplicado com sucesso para analisar os dcidos graxos de R. solani.

A mesma metodologia foi utilizada para identificar e comparar a composico de dcidos graxos de

isolados representando grupos intraespecificos de Rhizoctonia solani AG-1 (JOHNK & JONES, 1994),
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Embora ndo tenha sido possivel a diferenciacfio de todos os grupos intraespecificos de R. solani AG-1
neste estudo, JOHNK er alii (1993) puderamn caracterizar ¢ diferenciar populagdes com hospedeiros

especificos ¢ grupos intraespecificos de R. solani AG2-2 e AG-3 utilizando o MIDI,

O MIDI foi novamente utilizado para a caracterizagfo dos perfis de dcidos graxos de 53 isolados,
representando 24 espéeies de fungos endomicorrizicos da ordem Glomales, O estudo teve como
objetivo a avaliacio da diversdade fungica, levando & uma aplicacio taxonbmica ¢ diagndstica
{(GRAHAM et alii, 1995).

O método utilizado por GRAHAM er ¢lii (1995) para a extracfo dos dcidos graxos dos fungos
endomicorrizicos fol originalmente desenvolvido por SASSER (1990) para o estudo de células
bacterianas, nas quais os dcidos graxos sfo derivados a ésteres metilicos. Os esporos destes fungos
analisados continham grande quantidade de 4cidos graxos, como registrado previamente (JABAJI-
HARE, 1988). Foram identificados 27 icidos graxos, dos quais os 4cides 16:0, 16:1(5), 16:1(7),
18:1(93, 18:1(5), 20:0, 20:1(9) e 20:4(6,9,12,15) representavam mais de 90% dos perfis.

3.5, Fungos da Ordem Mucorales

A ordem Mucorales, classe Zigomicetos, filo Fungi, possui representantes caracterizados por
apresentarem propagagfio assexual através de esporfngios: estrutura em forma de saco onde so
produzidos os esporos, geralmente em grande guantidade, Organismos com poucas, ou mesmo com
esporo inico, podem também ser encontrados, sendo que no caso destes (amos, 4s estruturas passam a
ser chamadas de esporangiolos, uma forma reduzida do esporingio (GUERRERO & SILVEIRA, 1996).
A reprodugio sexual € por meio de zigbsporos. SEo cosmopolitas saprobios, alguns poucos sio
parasitas facultativos de animais e plantas (HAWKSWORTH et alii, 1993).

3.5.1, Mucor circinellpides f. janssenii (Lendn.} Schipper

O género Mucor € caracterizado morfologicamente por apresentar espordngios com grande quantidade
de esporos e parede deliquescente - que se liquefaz naturalmente - e columelas bem desenvolvidas
(DOMSCH er alii, 1980). A columela ¢ uma estrutura estéril formada dentro do esporiingio
(GUERRERO & SILVEIRA, 1996). Os representantes deste género sfo isolados de solo e de fezes
(DOMSCH er alii, 1980).
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Figura 3. Mucor circinelloides 1. janssenii, CBS 205.68. a. esporangi6foros; b. columela; ¢. esporos
(SCHIPPER, 1976).

A forma Mucor circinelloides f. janssenii (Lendn.) Schipper apresenta esporangiéforos - hifas gue
sustentam esporingios - compridos e ramificados simpodialmente, além de esporangiéforos curtos, que
também sfo ramificados simpodialmente, mas cujos ramos sfo circinados (Figura 3) (SCHIPPER,
1976).

Representantes do género Mucor possuem 25% do seu contetido celular na forma de lipidios e, devido a
isto, sfio designados como fungos oleaginosos (RATLEDGE, 1982). S8o também grandes produtores
de dcide graxo y-linolénico (18:3w6) (TORLANOVA et alii, 1992), precursor do dcido araquidnico
(20:406) e 4cido icosapentaendico (20:5m6), também conhecido como EPA. Estes 4cidos graxos sio
nutricional e farmacologicamente importantes por serem necessérios s membranas celulares e por serem
precursores de substincias biologicamente ativas, tais como as prostaglandinas (SHINMEN er alii,
1089; BAJPAI et alii, 1991).
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3.5.2. Backusella lamprospora (Lendn.) Benny & R.K. Benj.

A espécie Backusella lamprospora (Lendn.) Benny & R.K. Benj. (Figura 4) foi inicialmente descrita
como representante do género Mucor, recebendo a denominagiio de Mucor lamprosporus 1endner,
Representantes do género Backusella sZo isolados de solo (BENNY & BENJAMIN, 1975).

A semethanga do género Backusella com Mucor se deve pela presenca de espordngios com grande
guantidade de esporos e parede deliquescente, como também pela presenga de columelas. No entanto,
foi distinguido de Mucor por apresentar esporangiolos com paredes persistentes, os quais ocorrem em
Backusella com virios esporos ou uminico esporo (BENNY & BENJAMIN, 19735).

1.8.3. Circinella simplex Tiegh.

A espécie Circinella simplex Tiegh. (Figura 5) foi descrita posteriormente como representante do
género Mucor, sendo denominada de Mucor simplex (Tiegh.) Migula. Os substratos citados na literatura
em que se encontram espécies de Circinella sdo solo, fezes e cacau fermentado (HESSELTINE &
FENNELL, 1955).

A semethanca de Circinella com Mucor se deve a presenca de columela, de esporfingios com muitos
esporos € A auséncia de es;:;oran giolos. O género Circinella foi eriado para inchuir fungos relacionados a
Mucor, gue se distinguissemn deste por produzirem esporangidforos sustentando ramos circinados, cujas
extremidades terminais sustentassem esporingios globosos com parede persistente (HESSELTINE &
FENNELL, 1955).

A presenca de esporangiéforos sustentando ramos circinados em Circinella simplex e Mucor
circinelloides f. janssenii, confere grande semelhanga entre estes dois fungos. Entretanto, C. simplex €
diferenciada de M. circinelloides f. janssenii, por produzir esporangitforos que geralmente sustentam
vérios ramos secunddrios e apresentam ramificaco varidvel, o que ndio ocorre neste dltimo, no qual os
ramos circinados sio sustentados somente por esporangiSforos curtos {item 3.5.1.; Figuras 3, 5)
(HESSELTINE & FENNELL, 1955},
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Figurad. Backusella lamprospora. a. esporangibforos. X 30. b. esporingio primdro. X 320. c.
columela. X 320, d, esporos de esporangio primdrio. X 1.670. e. esporangiéforo curto, com
dois esporangiolos. X 320. f. esporangfolo com trés esporos. X 1.670. g. esporangiolo com
varios esporos. X L.670. h. esporos de esporangiolo. X 1.670. 1, segmentos de
esporangiéforos. X 320. j. secgio Optica de esporangiolo com um esporo. X 1.670. k.
segmento de esporangiéforo sustentando esporangiclo com um esporo. X1.670, L
zigdsporo. X320. (BENNY & BENJAMIN, 1975).
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¥igura 8. Circinella simplex. a. aspécto geral. b. clamiddsporo, esporo de resisténcia. ¢. esporos,
(TRUFEM, 1981)

3.5.4. Rhizomucor michei (Cooney & K. Emers,} Schipper

O género Rhizomucor € distinguido de Mucor pela presenga de rizéides e estoldes, os quais podem ser
simples ou levemente ramificados, como também pelo seu comportamento termdéfilo (DOMSCH er allil,
198073, que resuita num perfil de Acidos graxos caracteristico a este comportamento, Rizdide € uma
estrutura delicada e simples, semelhante a uma raiz, € estolfo € nma hifa superficial que se expande
formando novos rizéides e espordngios (GUERRERO & SILVEIRA, 1996). Sua semelhanca com
Mucor se deve A presenga de columelas e de esporangi¢foros ramificados, cujas extremidades sustentam

esporingios com muitos esporos (SCHIPPER, 1978).

A espécie Rhizomucor miehei (Cooney & R. Emers.) Schipper apresenta rizdides fracamente
desenvolvidos, esporangidforos simpodialmente ramificados e columelas de obovéides & levemente
piriformes (Figura 6). J4 foi descrita como Mucor miehei Cooney & R. Emers. A espécie € produtora de
uma protease, enzima coagulante utilizada na indastria de queijos substituindo a renina proveniente de
bezerros (SCHIPPER, 1978).
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3.5.5. Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper

A espécie Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper apresenta rizdides fracamente desenvolvidos,
esporangitforos com ramificagfo mista, monopodial a simpodial, e columelas de obovéides a levemente
piriformes (Figara 7). J& foi descrita como Mucor pusilius Lindt. A espécie € relatada como um
capsador de micose em antmais (SCHIPPER, 1978),

R. miehei (itemn 3.5.4.) pode ser distinguido morfologicamente de Rhizomucor pusilius, por apresentar
espordngios e columelas geralmente menores, € por apresentar esporangidforos simpodialmente
ramificados, ao passo que R. pusillus apresenta ramificacfio mista, além de seus ramos se apresentarem
mais curtos do que em R. miehei (SCHIPPER, 1978).

Figura 6. Rhizomucor miehei, CBS 182.67. a. esporangiéforos. b, rizéides. ¢. colamelas. d. esporos.

e. zigbsporo. (SCHIPPER, 1978).
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Figura7. Rhizomucor pusillus, CBS 354.68. a. esporangidforos. b. columelas. ¢. esporos. d.
rigésporo. e. rizéides. (SCHIPPER, 1978).

3.5.6. Mortierella ramanniana (Méller) Linnem.

O género Mortierella pertencia 4 familia Mucoraceae, mas por apresentar espordngios sem cotumela e
outras caracteristicas distintas as de Mucor foi transferido para a famiia Mortierellaceae. Estes
esporangios podem se apresentar com vdrios, poucos ou um iinico esporo, definidos algumas vezes
como esporangiolos, especialmente quando se apresentam com um ou dois esporos (DOMSCH et alii,
19803.

Mortierella pode ser dividido em dois subgéneros, Mortierella e Micromucor, diferenciados entre si por
suas caracteristicas morfolégicas (DOMSCH et alii, 1980) e também por seus perfis de 4cidos graxos,
como 74 foi verificado por AMANO et alii (1992). Este género € comum em climas frios e temperados
(DOMSCH et alii, 1980), apresentando um perfil de dcidos graxos caracteristico a este ambiente.
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O subgénero Micromucor reline espécies que apresentam caracterfsticas semelhantes a Mucor. A
espécie cosmopolita, Mortierella ramarnniana (MOller) Linnem., foi acomodada neste subgénero por
apresentar columela, embora pequena. A presency da columela jd fez com que fosse descrita como

Mucor rgmannianus Moller. Seus esporangidforos se apresentam simples ou ramificados {Figura 8)
(DOMSCH et alii, 1580).

Figura 8. a. Mortierella ramanniana var. ramanniang CBS 21947, detalhe das exwemidades de
esporangitforos com columela e esporos, e clamidésporos. b. Mertierella ramanniana var.

angulispora CBS 603.68. extremidade de esporangiéforos, esporos e clamidOsporos
(DOMSCH et alii, 1980).

Viérias espécies de Mortierella tém sido estudadas intensamente devido & sua grande producéo de dcidos
graxos poliinsaturados de cadeias longas, como o dcido y-linol@nico (18:306), araquidbnico (20:4m6) ¢
icosapentaenéico (20;5w3). Assim como Mucor, Mordierella também € um funge oleaginoso, & ambos
podem ser uma fonte economicamente vidvel destes dcidos graxos (KENDRICK & RATLEDGE,
1992a).

O dcido yhnolénico j4 vem sendo produzido por meio de processos fermentativos, a partir destes
fungos. No entanto, para esta produgio s80 necessdrias condi¢bes de cultura adequadas gue propiciem
aumento da insaturagio de seus dcidos graxos (HANSSON & DOSTALEK, 1983).
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A infludncia da temperatura de cultivo na produgdo do 4cido y-linol€nico foi observada em Mortierella
ramanniang CBS 112.08, que produzin maior quantidade deste dcido graxo a 20°C (HANSSON &
DOSTALEK, 1988). Em outro estado foi observada maior produgiio do dcido graxo icosapentaendico

por representantes do género Mortierella, quando crescidos a 12 °C (SHIMIZU et alii, 1988).

3.5.7. Benjaminiella youngii P.M. Kirk

Os géneros Benjaminiella e Mycotypha (Figuras 8 e 9 respectivamente) apresentam, come caracteristica
comum, 0 estado leveduriforme além do filamentoso, uma das caracterfsticas que os redne na mesma

familia, Mycotyphaceae. S3o bastante distintos de Mucor (Figura 3) (BENNY ez alii, 1985).

G 254 '

Figura 9. Benjominiella youngii TMI 325629. a. esporangidfore. b. esporangfolo pedicelade. ¢.
esporangiolos. d. esporos. e. scgmento de vesfcula fértil mostrando junclio pedicelar. f.
células tipo levedura. (KIRK, 1989).
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Benjaminiella apresenta vesiculas férteis globosas que sustentam esporangiolos monomdrficos, através
de longos ¢ flexivels pedicelos (KIRK, 1989; BENNY er alii, 1985). A espécie Benjaminiella youngii
P.M. Kirk apresenta vesfculas férteis lisas, geralmente globosas (Figura 9). Os pedicelos variam em
tamanho ¢ os esporangiolos possuem dois esporos, raramente um ou trés esporos. Hifas sobre o
substrate ddo origem a células de brotamento tipo levedura, que sfo hialinas e globosas, com didmetro

méximo de 20 pwm. Essa espéeie foi isolada por P.M, Kirk de fezes de lagarto em regido tropical.

3.5.8. Mycotypha microspora Fenner

O género Mycotypha, um fungo raro, € caracterizade morfologicamente pela presenga de vesiculas
férteis cilindricas que sustentam através de pedicelos curtos, esporangiolos dimdrficos. As espécies de
Mycotypha ¢ Benjaminiella sio prontamente diferenciadas pela forma da vesicula fértil, pelo
comprimento dos pedicelos e se o esporangiolo se apresenta monomorfico ou dimérfico (BENNY ef
alii, 1985).

A espécie Mycotypha microspora Fenner apresenta vesiculas férteis rugosas com formato cilindrico, os
quais podem se apresentar curtos ou compridos. Toda sua superficie, com excegdo da extremidade
superior, é recoberta por pedicelos curtos que sustentam esporangiolos, os quais possuem um tnico
esporo. Hifas sobre o substrato ddo origem a células de brotamento tipe levedura, com didmetro
méximo de 40 pum (Figura 10) (BENNY & BENJAMIN, 1976).

3.5.9, Cunninghamella blakesleeana Lendn.

O fango saprébie Cunninghamella é caracterizado por apresentar esporangiéforos com ramificagio
verticilada ou pseudoverticilada. Os ramos e os esporangidforos terminam em vesiculas globosas, que
poderm ser lisas on rugosas devido a presenga, sobre sua superficie, de denticulos que sustentam esporos
(SAMSON, 1969).

A espécic Cunninghamella blekesleeana apresenta esporangiSforos com ramos verticilados ou
solitdrios, e vesiculas com formatos que vio de subgloboso 4 clavado (Figura 11) (SAMSON, 1969).
Segundo RATLEDGE (1982), representantes deste género, juntamente com alguns outros fungos

Mucorales, so fungos oleaginosos.
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Figura 10. Mycotypha microspora. a. aspecto geral de esporangiéforos. X 40. b. porgéo basal do
esporangiéforo. X 435. c. porgdo superior do esporangiéforo sustentando vesicula fértil
comprida. X 435. d-o. representagio semidiagramdtica de estdgios de desenvolvimento de
esporangiolo, vistos lateralmente (d, f, b, j, 1, n) e vistos de cima (e, g, 1, k, m, 0}). X 1670. p.
segmento de vesicula fértil. X 1670. q. esporangiolos subglobosos e obovéides. X 1.670. .
representago diagramdtica da superficie da vesicula fértil mostrando a refaglio de denticulos

pedicelares longos (*) e curtos (¢). (BENNY & BENJAMIN, 1976).
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Figura 11. Cunninghamella blakesleeana. a. esporangiGforo. b. esporos. ¢. zigosporo. X 230
(SAMSON, 1969},

3.5.10. Volutella Fr.

Volutella Fr. é a fase assexual do fungo Nectria, um Ascomicetos. E caracterizado pela presenga de
esporodéquios sésseis conspicuos ou talosos curtos (DOMSCH et alii, 1980). O esporedéquic € uma
estrutura somatica compacta, formada por hifas entrelagadas que se apresentam em forma de almofada,
coberta por conidiéforos, nos quais se encontram os conidios, que sGo esporos (Figura 12}
(GUERRERO & SILVEIRA, 1996).

7,8: 100um
9,11: 10um

Figura 12. Volutella sp. a. esporoddquio. b. diagrama de secgdo longitudinal de esporodéquio, ¢. hifa
marginal. d. setas. e, fidlides, células produtoras de esporos. f. confdios. (SAMUELS, 1977).
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1. Culturas de Microrganismos

As linhagens estudadas (Tabela 3) foram adquiridas através da Colegfio de Cultiras Tropical, da

Funda¢iio Tropical de Pesquisas e Tecnologia "André Tosello™

Tabela 3. Linhagens de fungos ntilizadas para a extragdo de dcidos pgraxos.

Zizomicetos

Backusella lamprospora (Lendner) Benny & R.K. Beni.
CCT 3480 < Pfenning, L.; = CBS 316.93; Belém PA, Brasil; raizes sob plantacio anual.

Benjaminiella voungii P M. Kirk
CCT 4121 <IMI 336111; Espanha; fezes de lagarto.

Circinefla simplex van Tieghem

CCT 4260 <Pfenning, 1..; Estagio Ecolbgica Juréia-Itatins, Perufbe SP, Brasil; raiz de Cariniana sp.

Cunninghamella blakesleeana Lendner
CCT 4123 <IMI 200337 =CBS 133.27; Suiga.

Mortierella ramannigna (Mdiler) Linnem.

CCT 4428 <Baldini, S.; Sio Francisco de Paula RS, Brasil; raiz de Araucaria angustifolia.

Mucor circinellvides T. janssenii (Lenddner) Schipper
CCT 4396.

Mycotypha microspora Fenner
COT 4126 <IMI 282443; Lake Paijanne, Finlandia; fezes de rato,
CCT 4127 <IMI 108621; Nigéria; fezes de cavalo.

Rhizomucor miehei (Cooney & R. Emerson) Schipper
CCT 2236 <NRRL 3420 =ATCC 26282,

Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper
CCT 4133; Campinas SP, Shoyu.

Anamorfo

Volutella sp. Fr.
CCT 2995 <Auili, D.; Estacio Ecolégica Juréia-latins, Peruibe 8.P., Brasil; solo sob floresta primiria,
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4.2. Metodologia de Extraciio e Anlise de Acidos Graxos

Foi seguida uma metodologia para extragio de dcidos graxos originalmente aplicada a bactérias e
leveduras, desenvolvida pela empresa MIDI de Newark, Del., o Microbial Identification System
{MIS), na qual as condigbes de cultivo ¢ 0s melos de cultura foram padronizados (SASSER,
1990). Esta metodologia foi modificada (no item 4.2.2.} para poder ser aplicada a fungos
filamentosos. Os deidos graxos extraidos na forma de FAMEs foram analisados por cromatografia

gas-liquida.

Tabela 4. Padrio de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMEs) fornecido pela empresa

Matreya, Inc, Lipids and Biochemicals, sob o ntumnero de catdlogo 4232.

12:0 metil dodecanoato (laurato)

14:0 metil tetradecanocato (miristato)

15:0 metil pentadecanoato

16:6 metil hexadecanoato (palmitato)

16:1{9) metil 9(Z)-hexadecenoato (palmitoleato)

17:0 ” metil heptadecanoato (margarato)

18:0 metil octadecanoato (estearato)

18:1(%) metil 9(Z)-octadecenoato (oleato)

18:2(9,12) meil 9,12(7Z,Z)-octadecadienoate (linoleato)
18:3{6,9,12) metil 6,9,12(Z,Z,Zy-octadecatrienoato (y-linolenato)
19:0 metil nonadecanoato

20:0 metil icosanoato (arachidato)

20:1011D) metil 11(Z)-icosenoato

20:2(11,14) metil 11,14(Z,Z)-icosadienoato

20:3(8,11,14) metil 8,11,14(Z,Z,7)- icosatrienoato (homo-y-linolenato)
20:4(5,8,11,14) met! 5,8,11,14(Z, 7,77 -icosatetraenoato {arachidonato)
22:0 metil docosanoato (behenato)
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Foi utilizado um padrdo de FAMES que teve sua formulagdo feita a partir dos 4dcidos graxo0s mais
comumente identificados em fungos pertencentes & ordem Mucorales. O padriio ¢ constituido por
17 FAMESs (Tabela 4).

4.2.1, Cultivo dos Fungos Filamentosos e Preparaciio de Biomassa

Foram reativadas as culturas lofilizadas vindas da Colegdo de Culturas Tropical, em meio sélido
A gar Exwato de Malie € incubadas a 28°C (Tabela 5).

Tabela 5. Meio de cultura utilizado para preservacio dos fungos.

Agar Extrato de Malte

Extrato de malte 20g
Agar 208
Agua destilada q.s.p. 1 litro

Foram preparadas placas de Petri contendo meio sélido Agar Batata Cenoura e frascos
Erlenmeyer de 250 ml-contendo 100 ml de meio liquido Caldo Saboraud Dextrose, numa
quantidade equivalente a duas placas de Petri e um frasco Erlenmeyer para cada linhagem. Os

meios de cultura utilizados foram autoclavados por 15 min a 110°C (Tabela 6).

Tabela 6. Meios de cultura utilizados para o crescimento dos fungos.

Agar Batata Cenoura

Batata 20g
Cenoura 20g
Agar 17g
A gua destilada 4.5.p. 1 htro

Caldo Saboraud Dextrose

Glicose ou Dextrose 20g
Peptona 10g
Agua destilada g.5.p. 1 himo
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Do meio Agar Extrato de Malte, apds as linhagens chegarem ao crescimento adequado, cada
Hnhagem foi inoculada nas duas placas de meio Agar Batata Cenoura com 0 uso de um estilete
estéril, inoculando a cultura na forma de um nisco de cerca de 3 cm no centro da placa, Em
seguida, as placas foram incubadas numa estufa de temperatura controlada em 28°C por 7 a 10

dias.

Usando o estilete estéril, uma pequena porglo de micélio foi retirada da regifio enfre a borda ¢ 0
risco de inoculagio destas placas inoculadas, ¢ transferida para o frasco de Esrlemmeyer de 250 ml,

contendo o meio Caldo Saboraud Dexirose, no qual se deun a produg@io de biomassa.

Os frascos inoculados foram incubados em agitador rotatdrio a 28°C, a 150 rpm, por um periodo

de 3 a 4 dias. Ap6s 24 horas foi verificado o crescimento das culturas.

A coleta foi realizada quando as culturas estavam na sua fase de crescimento tardia ou
estaciondria, portanto apresentando um grande ndmero de esferas formadas por micélio, ou
apresentando o meio de cultura liguido com coloragio opaca, no caso de crescimento em forma de

levedura.

A biomassa, de cada cultura, foi coletada utilizando o filtro a vécuo € a membrana Milipore com
8um de didmetro de poro, com capacidade para retencio tanto de fungos apresentando micélio,

como em forma de levedura.

A biomassa retida na membrana foi transferida para um tubo de vidro 16x150 mm com tampa de

rosca, uma quantidade aproximada de 150 mg e em seguida hofilizada.

Apés a liofilizacho, a biomassa foi transferida para um almofariz, macerada com o uso do pistilo
juntamente com uma pequena por¢io de areia fina, previamente tratada através da lavagem com

4cido cloridrico, que permitiu maior abrasio e portanto facilitou a triturago,

A trituraciio foi interrompida quando a biomassa estava reduzida a um pé fino, e entdo transferida
de volta para o mesmo tubo onde tinha ocorrido a sua liofilizagdo e onde foi realizado todo o

processo de extragdo dos dcidos graxos, excluindo o dltimo passo de limpeza da amostra.

Ap6s cada trituragdo, o almofariz ¢ o pistilo foram limpos cuidadosamente com o uso de um lengo

de papel seco, para evitar a possibilidade da mistura de uma amostra por outra,
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4.2.2. Reagentes, Extracao e Derivatizacdo dos Acidos Graxos

Reagente 1 para saponificagdo: 45 g de hidréxido de sédio, 150 ml de metanol e 150 mi de 4gna
destilada.

Keagente 2 para metilagdo: 325 ml de dcido cloridrico 6,0 N ¢ 275 mi de metanol. Esta mistura
abaixou o pH da solugdo para menos de 1,5 e causou a metilagiio dos dcidos graxos, resultando no

FAME, o qual € pouco solivel na fase aquosa,

Reagente 3 para extragiio: 200 mi de hexano e 200 ml de éter metil t-butil, Este reagente fez com

que os FAMESs passassem para a fase orginica, ou seja, a fase superior.

Reagente 4 para lavagem: 10,8 g de hidroxido de sddio em 900 mi de dgua destilada. Este

procedimento reduziu a contaminagao do injetor, da coluna e do detector.

Para utilizar estes reagentes apos seu preparo, foi utilizado para cada um destes, um dispensador
automdtico que garantiu reprodutibilidade e permitiu um maior nimero de extragdes em menor

tempo.

Para a extragfio dos dcidos graxos foram seguidas gquatro etapas, incluinde saponificagéio,

metilagio, extracfo dos €steres metilicos e lavagem, segundo o diagrama da Figura 13.

Saponificacio. Foi adicionado 1,0 mi do reagente 1 aos tubos de extragfio, contende a biomassa
triturada. Em seguida foram agitados em vortex por 5 a 10 segundos ¢ depois colocados em
banho-maria, a 100 °C, por 5 min. Os tubos foram retirados deste banho-maria e resfriados &
temperatura ambiente para entfo serem novamente agitados em vortex por 5 a 10 segundos ¢
recolocados em banho-matia, a 100 °C, por mais 25 min, ¢ em seguida resfriados A temperatura

ambiente.

Metilagio, Apds o processo de saponificagiio, foi adicionado aos tubos 2,0 ml do reagente 2 e em
seguida agitados em vortex, por 5 a 10 segundos. Foram colocados em banho-maria, que estava
regulado rigorosamente a 80°C, com variagdo midxima de 1°C, por um tempo determinado de 10
min, também com variagdc mdxima de 1 min. Apés o banho-maria, os tubos foram resfriados

rapidamente num tanque de gelo.
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Coleta / M/

Terceire Quadramie Alcada de 4 yam Cobrir o Funds

-

Adicionar 1 ml Voriex Voriex iau C
Beagente 1 5 - 10 sec 5 min 5-10sec 25 min vesfriar

Saponificacio

Metilacio
80 * 17, 107 1 min

Reagente 2 5 - 10 see Resfriar rapidamenie

Extrac¢io I
Adieionar 1, 25 ml 10 mixn Remuover Manier
Reagente 3 Fage inferier  Fage Superisr
Lavagem
Adicionar 3 ml Remover 273 Transferiv para Ved.ar

Reagenie 4 Fase Superior a Vialde GC

Figura 13. Protocolo para extragfo e denivatizacfio de dcidos graxos (SASSER, 1990).
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Extragho, Foi adicionado aos tubos 1,25 ml do reagente 3 ¢ em seguida foram colocados no
agitador de tubos com agitagdo horizontal, por 10 min. Ocorreu uma visivel separaciio em duas
camadas. Dos tubos, a camada superior foi retirada com a ajuda de pipeta Pasteur descartivel, e
transferida para outro conjuato de tubos, enumerados da mesma forma que os primeiros tubos.
Para facilitar esta etapa, a metodologia original foi modificada, na qual a camada inferior era

retirada e descartada, desta forma, a etapa seguinte era realizada nos mesmos tubos,

Lavagem. Foi adicionado 3,0 ml do reagente 4 aos tubos do novo conjunto. Em segnida foram
colocados no agitador de tubos com agitagiio horizontal, por 5 min. As solugBes apresentaram
novamente duas carnadas bem definidas. Dos tubos, foram retirados 2/3 da camada superior onde
estavam os FAMES, com o uso de pipeta Pastenr descartdvel, ¢ wansferidos para pequenos tubos

que acondicionaram as amosiras com seus FAMEs extrafdos, a baixas temperaturas,

4.2.3. Andlise Cromatogrifica dos FAMEs

As andlises cromatograficas dos FAMESs foram realizadas no mesmo dia de extrago e também nos
dias consecutivos. Aqueles que nfio foram analisados no primeiro dia, foram conservados em
congelador. As amostras foram analisadas ¢ mais rédpido possivel para evitar perda ou alteragio
dos FAMES. Antes das andlises, as amostras foram reduzidas 2 secura total através do uso de gis
nitrogénio ¢ depois ressuspendidos em 50 {l de hexano no mesmo tbo em que estavam

inicialmente,

As andlises dos FAMESs foram realizadas em um cromatégrafo a gds, marca Shimadzun, modelo
G(C-14A, equipado com um detector por ionizaco de chama (FID) e um injetor split/splitless, A
coluna wtilizada foi do tipo capilar, polar, Omegawax ™ 320, marca Supelco, com 30 m de
comprimento, 0,32 mm de didmetro interno ¢ 0,25 um de espessura de filme. O gds de arraste

usado foi o hélio.

(Os FAMEs analisados pelo cromatégrafo, foram registrados como picos pelo integrador, marca
Shimadzu, modelo C-R4A Chromatopac, o qual medin os tempos de retengdo ¢ as proporcdes

relativas em % de cada um destes picos, expressa como uma proporgdo da drea total.

Para se obter as condigles cromatogrificas ideais, ou seja, condigles que resultassern em

cromatogramas com picos bem definidos ¢ separados, foram necessdrias virias tentativas através
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da variagio das temperaturas, t€mpos € taxa de programagdo da coluna, além de algumas
variagbes nas temperaturas do detector e injetor. As melhores condigdes encontradas estio

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7, CondigOes cromatogréficas utilizadas para a andlise dos FAMEs extraidos dos fungos

estudados.
Temperatara Split CondigBes para a coluna Velocidade do
injetor  detector ratio* micial rampa final gis carreador
250°C  250°C 40:1 160°C,  5°C/min~  200°C, 20 e’ s

20 min 200°C 15 min

*Raziio de injecio.

Primeiramente foi injetado 1 pl do padrio de FAMES no cromatégrafo. Este padrio foi injetado
somente uma vez ao dia, logo no inicio das andlises. Apés a andlise do padrio, foram injetados as

amostras. O volume de injeciio das amostras foi de 2 pl

A primetra amostra foi injetada em triplicata, sendo que a segunda injeciio foi realizada apés a
metade das anélises e a terceira no final das andlises. Este procedimento teve como intuito o

controle das possiveis variagbes ocorridas no cromatografo ao longo do dia.

0s dcidos graxos na forma de seus ésteres metilicos, ou seja, os FAMEs, foram identificados a
partir da comparacio dos seus tempos de retengo em relagiio ao tempo de retengio dos FAMEs

do padrdo.

Inicialmente a 4rea minima dos picos utilizada pelo integrador para identificar os dcidos graxos foi
600. Apés a anélise completa, foram refeitos os cromatogramas alterando-se a drea minima de 600

para o equivalente a 1% da drea total obtida inicialmente.

Os cromatogramas, portanto, foram restringidos aos picos mais significativos, os quais tiveram
suas proporgdes relativas recalculadas com base em uma nova 4rea total calculada a partir destes

picos.

14
GRS A §
SELLIQYRCA MERYRRA ¢




4.2.4, Anilise de Dados

Os dados cromatogrdficos relativos & ocorréncia dos diferentes 4cidos praxos foram colocados
numa planitha de cdlculo (EXCELL, versdo 5.0; Microsoft Co., USA), de modo gue as colunas
correspondessern aos dcidos graxos e as linbas aos fungos analisados, utilizando um sistema de
registro bindrio (0/1), Assim, a presenga de um determinado 4cido graxo para um dado fungo era

marcada com o cddigo 1 e a auséneia com o codigo 0.

A matriz bindria foi analisada usando o programa NTSYS-pc versfo 1.40 (Numerical Taxonomy
and Multivariate Analysis System; Exeter Publishing. L.TD). O programa, originalmente criado
para a taxonomia numérica (ROHLF, 1988), apresenta rotinas especificas para a realizagio de
célculos de similaridade para dados bindrios e confecglio de dendrogramas a partir de matrizes das

similaridades resultantes.

O coeficiente de Jaccard (8J) foi empregado para a andlise dos 4cidos graxos, resultando em uma
matriz de similaridade diagonal. Os agrupamentos de fungos foram obtidos a partir da utilizagdo
do algoritmo de UPGMA (unweighted pair group method of arithmetic means) e os clusters (do
inglés, grupos ou agrupamentos) resultantes visualizados em um dendrograma de acordo com a

porcentagem de similaridade entre os perfis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAD

5.1. Extracoes de Acidos Graxos

As extragBes de 4cidos graxos de fungos (Tabela 3) na forma de FAMESs, realizadas segundo a
metodologia descrita anteriormente, foram analisadas no mesmo dia da extragfio e em dias

consecutivos a esta (Tabela 8).

A primeira, segunda e terceira andlise de cada linhagem indicadas, respectivamente porl,2e3
estdo representadas na Tabela Al (Anexo) e Figuras 14 a 25. No entanto, as andlises de FAMEs

de algumas linhagens ficaram limitadas a apenas duas repeti¢Ses devido a problemas de extragdo.

Tabela 8. Datas de extrago e andlise cromatogréfica dos FAMEs.

ExtracBes Anilises

Primeira extragfo: 11 de abril de 1996 11/12/ 13 abril de 1996
Segunda extragfo: 18 de abril de 1996 18 /20 de sbril de 1996
Terceira extracio: 01 de maio de 1996 01/02/03 de maio de 1996

5.2. Andlise Cromatografica de FAMEs

Um total de vinte FAMEs foram detectados nos cromatogramas das extragbes de 4cidos graxos -
dos fungos estudados. Qs FAMESs extraidos e respectivos tempos de retengio {minimo e maximo)
estio listados na Tabela 9. Destes, 10 corresponderam a 4cidos graxos nfo-identificados por
possuirem tempos de retengo que ndo correspondiam ac dos FAMEs presentes no padriio
utilizado (Tabela 6). Os FAMEs ndo-identificados foram referenciados de acordo com seu tempo
de retengo. O FAMET1 corresponden ao de menor tempo de retenciio ¢ FAMEL0 ao de maior.
Apesar de ndo-identificados, estes dcidos graxos foram utilizados para a caracterizagdo dos fungos
dos quais foram extrafdos, juntamente com os FAMEs identificados, resultando em perfis mais

nformativos para as linhagens.
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Os FAMEs restantes foram identificados segundo a metodologia descrita anteriormente ¢
correspondem aos seguintes 4cidos graxos: ldurico, 12:0; miristico, 14:0; palmitico, 16:0;
pabmitoléico, 16:1(9); estedrico, 18:0; oléico, 18:1(9); linoléico, 18:2(9,12); y-linolénico,
18:3(6,9,12); icosadienbico, 20:2(11,14) e beénico, 22:0. Cromatogramas caracteristicos

correspondentes as andlises das linhagens estdo ilustrados nas Figuras Al a A13 (Anexo).

Tabela 9. Acidos graxos identificados e ndo identificados com a variag3o dos seus tempos de

retengao.
Acidos graxos Norne comum Tempos de retencio (tg Jminutos)
{min — max)
12:0 Acido Hurico 3,16 -3,18
14:0 Acido mirfstico 5,48 - 5,51
FAME]1 10,26 - 10,36
16:0 Acido palmitico 10,70 — 10,81
16:1(9) Acido palmitoléico 11,67 11,76
FAME2 14,68 — 14,80
FAME3 16,53 - 16,61
FAME4 21,13 - 21,26
18:0 Acido estedrico 21,98 - 22,04
18:1(9) Acido oléico 22,76 — 22,96
FAMES 24,25 - 24,35
18:2(9,12) Acido linoléico 24,79 24,91
FAMES6 25,75 - 25,86
18:3(6,9,12) Acido y-linolénico 25,91 - 26,02
FAME7 27,13 - 27,24
FAMER 27,92 - 28,28
FAMES 28,89 - 28,98
20:2(11,14) Acido icosadiendico 32,32 - 32,44
22:0 Acido begnico 32,74 - 33,16
FAME1{ 36,72 — 36,90
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8.2.1. Mucor circinelloides . janssenii CCT 4396

Os 4cidos graxos extraidos ¢ identificados de Mucor circinelloides f, janssenii CCT 4396 foram
14:0, 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 1&3w6 e 20:2, e os ndo identificados foram FAME4, FAMES,
FAME7, FAMEY e FAME1G (Figura 14). Destes, os dcidos graxos 18:1 e 18:3wd {dcido
v-linolénico) foram extraldos numa alta proporgio relativa, 18,3% e 20.8%, respectivamente

{Tabela 11).

M. circinelloides £. janssenii CCT 4396 apresenta-se, depois de Benjominiella youngii CCT 4121,
como o mator produtor do dcido graxo y-linolénico ao ser comparado com os demais fungos

analisados. Benjaminiella youngii CCT 4121 produziu 30,5% do dcido y-linolénico (item 5.2.7.).
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Figura 14. Perfil de 4dcidos graxos e suas proporgoes relativas (%) de Mucor circinelloides f.
janssenii de acordo com as rés repetigbes, cujas andlises foram realizadas em
12/04/96 (1), 18/04/96 (2) ¢ 02/05/96 (3).

WESTHUIZEN ef alii (1994) realizaram andlises de dcidos graxos do fungo Mucor circinelloides
CBS 478.70 e obtiveram um perfil de dcidos graxos semelhante ao de Mucor circinelloides 1.

janssenii CCT 4396. No entanto, dos dcidos graxos identificados em M. circinelloides f. janssenit
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CCT 4396, o 20:2 (4,5%) ndo estd presente no perfil de Mucor circinelioides CBS 478.70, e o
18:0 (4,11%) presente neste Gltimo, ndo foi extrafdo da linhagem CCT 4396,

Na investigacio realizada por KENDRICK & RATLEDGE (1992b), cutra linhagem do mesmo
fungo, Mucor circinelloides CBS 108.16, apresentou um perfil de dcidos graxos semelhante ac da
linhagem CBS 478.70 analisada por WESTHUIZEN er alii (1994).

5.2.2. Backusella lamprospora CCT 3480

O perfil de 4cidos graxos de Backusella lamprospora CCT 3480 apresenta todos os FAMEs
identificados nos demais fungos analisados, incluindo 12:0, 14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2,
18:306, 20:2 ¢ 22:0. A presenga de 22:0 fol exclusiva desta linhagem e das linhagens das duas
espécies de Rhizomucor estudadas. Os FAMEs ndo identificados foram FAME1, FAME2,
FAME4, FAME7, FAMEY9 e FAMEI10 (Figura 15). Quatro FAMEs apresentaram altas
proporgbes relativas, 16:0 (17,65%), 18:1 (14,65%), 18:2 (11,3 %) e 18:3 (18,75%) (Tabela 11).
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Figura 15. Perfil de dcidos graxos e suas proporgdes relativas (%) de Backusella lamprospora de
acordo com as duas repetigBes, cujas andlises foram realizadas em 18/04/96 (2) ¢
02/05/96 (3).



5.2.3. Circinella simplex CCT 4260

O pexfil de dcidos graxos de Circinella simplex CCT 4260 € composto por 12:0, 14:0, 16:0, 16:1,
18:0, 18:1, 18:2, 18:3w6 e 20:2 e pelos 4cidos graxos ndo identificados FAME2, FAME4,
FAMES, FAMET7, FAMES e FAMEI0 (Figura 16).

Circinella simplex e Mucor circinelloides 1. janssenii, embora apresentando certas caracteristicas
em comuin, possuem diferencas morfolGgicas que permititam a sua acomodaglo em géneros
distintos (Figuras 3, 5). Os perfis de dcidos graxos obtidos das linhagens Circinella simplex
CCT 4260 e Mucor circinelloides f. jarssenii CCT 4396 poderiam ser utilizados como critério
taxondmico adicional & morfologia para comprovar a distincia taxonOmica existente entre estas

duas espécies, como se observa no dendrograma (Figura 26}.
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Figura 16, Perfil de 4cidos graxos e suas proporgoes relativas (%) de Circinella simplex de
acordo com as trés repeticBes, cujas andlises foram realizadas em 12/04/96 (1),
18/04/96 (2) e 02/05/96 (3).

5.2.4. Rhizomucor michei CCT 2236

Rhizomucor miehei CCT 2236 foi caracterizado por um perfil de dcidos graxos composto por
16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 18:3w6, 20:2 e 22:0, ¢ pelos 4cidos graxos ndo identificados FAMEL,
FAME2, FAME4, FAMES6, FAME7, FAMES, FAME9 e FAME10 (Figura 17}
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Duas outras linhagens de Rhizomucor miehel foram analisadas em estudos distintos (SUMNER &
MORGAN, 1969; ¢ WESTHUIZEN et alii, 1994). Ambos identificaram cinco dos 4cidos graxos
encontrados na linhagem Rhizomucor miehei CCT 2236, sendo eles: 16:0, 16:1, 18:1, 182 e
18:3m6. Estes foram extraidos, no presente estudo, em proporgSes relativas de 5,7%, 1,45%,
7,15%, 7.55% e 5,7%, respectivamente (Tabela 11). Os dcidos graxos 14:0 e 18:0, identificados
por WESTHUIZEN et alii (1994) na linhagem CBS 182.67T ¢ por SUMNER & MORGAN
{1969), ndo foram detectados na linhagem em estudo. Por outro lado, a presenca dos dcidos
graxos 20:2 e 22:0 na linhagem CCT 2236, extraidos em proporgdes relativas maiores do que 0s
demais dcidos graxos identificados, 8,1% e 13,75%, respectivamente, ndo foi determinada no
trabatho realizade por WESTHUIZEN et alii (1994). O padric ulizado por SUMNER
& MORGAN (1969) nfio continha tais dcidos graxos (Tabela 11, Figura 17),
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Figura 17. Perfil de 4cidos graxos e suas proporgbes relativas (%) de Rhizomucor miehel de
acordo com as duas repeticBes, cujas andlises foram realizadas em 18/04/96 (2) e
01/05/96 (3).

5.2.8, Rhizomucor pusillus CCT 4133

Foram extraidos de Rhizomucor pusilius CCT 4133 os dcidos graxos 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2,
18:36, 20:2 e 22:0, ¢ os nfo identificados FAME1L, FAMEZ, FAME4, FAMEG, FAMET7,
FAMES, FAMES ¢ FAMEILO (Figura 18).

41



A presenca dos dcidos graxos 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2 e 18:306 em Rhizomucor pusillus CCT
4133, extraidos em proporgdes relativas de 14,75%, 1,55%, 2.6%, 14,15%, 14,3% e 3,25%
respectivamente (Tabela 11}, jd havia sido verificada pelas andlises realizadas por SUMNER
& MORGAN (1969), MUMMA et alii (1971) e WESTHUIZEN et alii {1994).

Da mesma forma que ocorreu com & linhagem Rhizomucor michei CBS 182.67T analisada por
WESTHUIZEN er alii (1994), as vérias linhagens de Rhizomucor pusillus estudadas por estes
autores ndo apresentaram os 4cidos graxos 202 e 22:0, os quais foram identificados em
R. pusillus CCT 4133 em proporgdes relativas de 4,55% e 12,2% respectivamente (Tabela 11,
Figura 18). MUMMA ez alii (1971) utilizaram um padrio que nflo continha tais dcidos graxos,
assim como SUMNER & MORGAN (1969).

As linhagens Rhizomucor pusitlus CCT 4133 e Rhizomucor miehei CCT 2236 podem ser
diferenciadas com base em seus perfis de dcidos graxos apenas pelo dcido graxo 18:0, ausente
neste dlimo (Figuras 17, 18). Os resultados deste estudo ndo estdio de acordo com agueles
encontrados por SUMNER & MORGAN (1969) e por WESTHUIZEN et alii (1994), os quais

identificaram este dcido graxo em linhagens de Rhizomucor miehei.
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Figura 18. Perfil de dcidos graxos e suas proporgdes relativas (%) de Rhizomucor pusillus de
acordo com as duas repeticBes, cujas andlises foram realizadas em 11/04/96 (1) e
18/04/96 (2).
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Os perfis de dcidos graxos de Rhizomucor pusillus CCT 4133 e de Rhizomucor miehei CCT 2236
estdo coerentes com perfis de fungos terméfilos (MUMMA et alii, 1971; HAMMONDS
& SMITH, 1986), pois sBo constituidos por dcidos graxos saturados e monoinsaturados em altas
proporgdes relativas. Além disso, apresentam dcidos graxos de cadeias longas, exemplificados pela
presenga em alta proporgio relativa e quase exclusiva do dcido graxo 22:0, sendo 12,2% para a
linhagem CCT 4133 e 13,75% para a linhagem CCT 2236, ¢ auséncia de 4cidos graxos de cadeias
curtas, como 12:0 e 14:0 (Tabela 11, Figuras 17, 18). O dcido graxo 22:0 também ocorre em

Backusella lamprospora, mas em menor proporgio relativa, 3,85% (Tabela 11).

8.2.6. Mortierella ramanniona CCT 4428

A linhagem Morterella ramanniana CCT 4428 foi caracterizada pelo perfil de dcidos graxos
identificados 14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:306 ¢ 20:2 e pelos nio identificados FAME?,
FAME4, FAMEG, FAME7, FAME® e FAMEL0 (Tabelal0, Figura 19).

WESTHUIZEN et alii (1994) analisaram a linhagem CBS 243.58 e identificaram os dcidos graxos
14:0, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3w6h, 20:0, 20:1, 20:2 ¢ 20:4. Este perfil se assemelha ao da
linhagem CCT 4428, exceto pela presenca dos dcidos da série de 20 carbonos, pois a linhagem
CCT 4428 apresentou apenas 20:2 (Tabela 6).

SUMNER & MORGAN (1969) obtiveram resultados semelhantes em andlises realizadas com a
linhagem IMI 350444, exceto pela auséncia dos dcidos graxos com cadeia de 20 carbonos no perfil

desta linhagem, jd que o padrio utilizado ndo incluia estes.

AMANQO et alii {1992) estudaram o significado quimiotaxondmico do perfil de dcidos graxos para
o género Mortierella ao diferenciarem representantes dos subgéneros Micromucor ¢ Mortierella
pela presenca de FAMEs com 20 carbonos neste ltimo grupo. Estes dois subgéneros podem ser
distinguidos por suas caracteristicas morfol6gicas e de cultivo em placa (GAMS, 1977, citado por
AMANO et alil, 1992). A partir destas observagOes, AMANO ez alii (1992) constataram que s
diferengas no perfil de dcidos graxos apresentadas pelos dois subgéneros coincidia cam as

diferencas nas caracterfsticas meorfoldgicas e de cultivo em placa.

Dentre as vdrias espécies de Mortierella estudadas por AMANQ ef alii (1992), estio vérias
linhagens de Mortierella ramanniana, pertencentes ao subgén. Micromucor. Qs 4cidos graxos

poliinsaturados de 20 carbonos se mostraram caracteristicamente ausentes nestas linhagens, o que
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contraria os resultados obtidos através das andlises realizadas para a linhagem CCT 4428 neste

estundo, assim como aqueles encontrades por WESTHUIZEN er alii (1994) para a linhagem
CBS 243.38,

Mortierella ramanniana, um fungo de climas frios e temperados, apresenta um perfil de dcidos
graxos compativel com os perfis observados para fungos psicréfilos, 0s quais apresentam maior
insaturacio nos seus Acidos graxos quando comparados com perfis de fungos meséfilos e
terméfilos (HAMMONDS & SMITH, 1986). Os terméfilos sfio exemplificados pelas espécies do

género Rhizomiicor.

A linhagem Mortierella ramanniana CCT 4428, sendo um fungo psicréfilo, apresentou uma
proporgao relativa do dcido y-linol€nico inferior ao que seria esperado (7,45%), principalmente ao
ser comparada com as de Mucor circinelloides f. janssenii CCT 4396 e de Benjaminiella youngii
CCT 41231, fungos mesdfilos, cujas proporgles relativas foram de 20,8% e 30.5%,
respectivamente (Tabela 11).
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Figura 19, Perfil de dcidos graxos e suas proporgfes relativas (%) de Mortierella ramanniana de
acordo com as duas repeti¢bes, cujas andlises foram realizadas em 13/04/96 (1) ¢
02/05/96 (3).



5.2.7. Benjaminiella youngii CCT 4121

Um pequeno ntmere de dcidos graxos foi exiraido de Benjaminiella youngii CCT 4121, do qual
os identificados foram 12:0, 14:0, 16:0, 18:1, 18:2 ¢ 18:3w6, e os nio identificados foram
FAME3, FAMES e FAMED (Figura 20).

Os dcidos graxos insaturado.s de 18 carbonos, 18:1, 18:2 e 18:3, foram produzidos por este fungo
em altas proporgdes relativas, 28,7%, 19,8% e 30,5%, respectivamente. A proporgio relativa do
dcido graxo 18:3 encontrada neste fungo foi a maior dentre todos os fungos analisados
(Tabela 11). O dcido graxo ndo identificado FAME3J foi extraido unicamente de B. youngii
CCT 4121,
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Figura 20. Perfil de dcidos graxos e suas proporgdes relatvas (%) de Benjaminiella youngii de
acordo com as trés repetigbes, cujas andlises foram realizadas em 13/04/96 (1),
18/04/96 (2) e (3/05/96 (3).

5.2.8. Mycotypha microspora CCT 4126 e CCT 4127

Os 4cidos graxos identificados em Mycotypha microspora CCT 4126 (A) foram 12:0, 14:0, 16:0,
16:1, 18:1, 18:2, 18:3b e 20:2. Os nfo identificados foram FAME], FAME2, FAME4, FAMES,
FAMET, FAME9 ¢ FAMEIQ (Figura 21}.
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Figura 21. Perfil de 4cidos graxos e suas proporgdes relativas (%) de Mycotypha microspora A
de acordo com as duas repetices, cujas andlises foram realizadas em 20/04/96 (2) e
03/05/96 (3.
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Os 4cidos graxos extrafdos ¢ identificados da linhagem Mycotypha microspora CCT 4127 B)
foram 12:0, 14:0, 16:0, 16:1, 18:1, 18:2, 18:306 e 20:2 e os nfo identificados foram FAME],
FAME2, FAME4, FAME6, FAME7, FAMEY ¢ FAME1Q (Figura 22).

O perfil de dcidos graxos de Mycotypha microspora CCT 4127 foi o mesmo apresentado pela
tinhagem Mycotypha microspora CCT 4126 (Figuras 21, 22), embora as proporgdes relativas dos
dcidos graxos diferissem. A linhagem CCT 4127 apresentou menor variagio entre as proporgoes
relativas dos dcidos graxos quando comparado com a linhagem CCT 4126, da qual foram obtidas
altas proporgbes relativas dos 4cidos graxos 16:0 (18,25%), 18:1 (17,3%) ¢ 182 (17.5%)
(Figuras 21, 22, Tabela 11).

5.2.9. Cunninghamella blakesleeana CCT 4123

A andlise do perfil de 4cidos graxos da linhagem Cunninghamella blakesleeana CCT 4123 foi
realizada com repeticio, ou seja, apartir de dois cultivos diferentes. O objetivo desta repeti¢do foi
avaliar a variabilidade do perfil de dcidos graxos em fungfo da variagio da cultura de um mesmo
fungo. Esta repeticio foi diferenciada nas Tabelas ¢ Figuras pelo acréscimo da letra maidscula A

seguida de 1 ¢ 2, portanto Cunninghamella blakesleeana Aj e A;.

Os perfis qualitativos de 4cidos graxos apresentados por Cunninghamella blakesleeana Ay e
Cunninghamella blakesleeana A, foram idénticos, demonstrando nao haver diferenciacio no perfil
de dcidos graxos apresentado pelas duas repeti¢bes da mesma linhagem. Os dcidos graxos
extraidos e identificados foram 16:0, 18:1, 18:2, 18:3, 20:2, e os nilo identificados foram FAME],
FAME2, FAME4, FAME6, FAME7, FAMES ¢ FAME10 (Figuras 23, 24).

A presenga dos dcidos graxos 16:0, 18:1, 18:2 e 18:3 na repeticio da linhagem Cunninghamella
blakesteeana CCT 4123 j4 havia sido observada através de andlises realizadas por SHAW (1966a)
para a linhagem IMI 6387, sendo que, além destes, também foram identificados os dcidos graxos
12:0, 14:0, 16:1 ¢ 18:0, embora em baixas proporgGes relativas. 0 dcido graxo 20:2, presente na
linhagem CCT 4123, ndo foi identificado na linhagem estudada por SHAW (1966a).

A Tabela 11 permite observar que, apesar de Cunninghamella blakesleeana A e A; apresentarem
perfis com uma composicio qualitativa idéntica, houve pequenas variagles nas proporgdes
selativas dos FAMEs, demonstrando a variabilidade na ocorréncia semi-guantitativa dos dcidos

graxos no perfil de uma mesma linhagem.
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5.2.10. Volutella sp. CCT 2995

Uma espécie do género Volutella (item 3.5.10) foi incluida no presente estude como um
organismo referéncia distinto dos tepresentantes da classe Zigomicetos. Foram exiraidos de
Volutella sp. CCT 2995 os dcidos graxos identificados como 16:0, 18:0, 18:1 ¢ 18:2(wh), ¢ 0 nio
identificado FAME7 (Figura 25). Este fungo apresentou O meENOr NUMEro de édcidos graxos
detectados e foi o dnico dentre oS demais que ndo apresentou o 4cido graxo 18:306, dcido

y-linolénico caracteristico dos fungos pertencentes aos Zigomicetos.

Estes resuitados confirmam os estudos realizados por MULLER er alii (1994) que inclufam
fungos pertencentes as classes Ascomicetos, Basidiomicetos e OQomicetos. Em geral, 08 acidos
graxos mais abundantes em fungos pertencentes aos Ascomicetos e Basidiomicetos sio 16:0, 18:1
e 18:2(w6) (LOSEL, 1988; JABAJI-HARE, 1988; MARTINEZ er alii, 1991; JOHNK & IONES,
1692).
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Figura 25. Perfil de dcidos graxos ¢ suas proporgdes relativas (%) de Volutella sp. de acordo com

as trés repetighes, cujas andlises foram realizadas em 13/04/96 (1) 20/04/96 (2) ¢
03/05/96 (3).
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Alguns Ascomicetos ¢ seus anamorfos podem ser caracterizados pela presenga do dcido graxo
18:3(wB), que nilo ocorre nos Zigomicetos, & outros por um perfil constituido apenas por dcidos
graxos  até  18:2(w6) (SHAW, 1966b; LECHEVALIER & LECHEVALIER, 1988;
WESTHUIZEN et alii, 1994). A partir dos dcidos graxos identificados na linhagem de Velutelln
sp. CCT 2995, pode se observar que, como membro dos anamorfos de Ascomicetos, esta
linhagem € caracterizada pela auséncia de 18:3(06), comprovando desta forma os estudos

anteriores.

5.3. Classificacio Quimiotaxondmica dos Fungos Analisados

A caracterizacio quirniotaxonfmica dos fungos estudados foi realizada através da determinacio
do seu perfil qualitativo de 4cidos graxos, a partir das andlises em triplicata de FAMEs extrafdos
em diferentes ocasides. As linhagens foram também caracterizadas utilizando-se as proporgGes
relativas (%) de cada componente em relagfo ao perfil total de FAMEs para comparacSes semi-

guantitativas dos perfis de 4cidos graxos.

As Tabelas 10 e 11 apresentam os perfis qualitativo e semi-quantitativo, respectivamente, de
dcidos graxos dos fungos analisados. Os dados da média das proporgBes relativas dos 4cidos

graxos {Tabela 11) foram baseados nos resultados das andlises em triplicata (Tabela Al, Anexo}.

Os perfis qualitativos de dcidos graxos das linhagens estudadas foram analisados numericamente
através do coeficiente de similaridade de Jaccard e as relagbes entre as linhagens determinadas em
um dendrograma de UPGMA utilizando o programa NTSYS (Figura 26).

A observagio da Figura 26 evidencia a formagiio de dois clusters, um reunindo Cunninghamella
blakesieeana CCT 4123 A; e By, Rhizomucor michei CCT 2236 ¢ Rhizomucor pusillus
CCT 4133, e outro reunindo Circinella simplex CCT 4260, Mortierella ramanniana CCT 4428,
Mycotypha microspora CCT 4126 e 4127 e Backusella lamprospora CCT 3480. Observa-se
também que estes dois clusters reunidos formam um outro maior juntamente com Mucor
circinelloides f. junsenii CCT 4396 em nivel aproximado de 65% de similaridade. A partir da
Tabela 10 verifica-se que esta linhagem apresenta dcidos graxos em seu perfil em comum com 68
perfis dos fungos reunidos neste cluster, e gue a distincia se deve & presenga do dcido graxo

FAMES, presente somente nesta linhagem e em Benjaminiella youngii (Figura 26, Tabela 10).
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Cunninghamella blakesieeana CCT 4123 Ay e By, Rhizomucor miehei CCT 2236 e Rhizomucor
pusillus CCT 4133 estfio reunidos num cluster em nivel aproximado de 77% de similaridade
devido 3 grande semethanca dos seus perfis de dcidos graxos (Figura 26). Estes fungos apresentam
caracteristicas que os distinguem dos demais. Cunninghamella blakesleeana, por exemplo, nio
apresenta columela (Figura 103, e Rhizomucor miehel © Rhizomucor pusillus sio fungos
terméitios.

O outro cluster foi formado por Circinella simplex CCT 4260, Mortierella ramanniana
CCT 4428, Backusella lamprospora CCT 3480 ¢ pelas duas linhagens Mycotypha microspora
CCT 4126 e 4127, num nivel aproximado de 80% de similanidade (Figura 26). Os &8s primeiros
fungos possuem afinidades morfologicas, apresentando caracteristicas tipo Mucor, como, por
exemplo, a presenca de columela e esporfngios com muitos esporos (Figuras 4,7,3,
respectivamente). Por outro lado, os iltimos, ou seja, as duas linhagens de Mycotypha microspora
CCT 4126 e 4127 (Figura 9) que também foram reunidas neste mesmo cluster, morfologicamente
80 mais proximas & Benjaminiela youngii (Figura 8). Ambas as espécies apresentam o estado
leveduriforme, além do filamentoso, sendo esta uma das caracteristicas que as rednem numa

mesma familia,

Mycotypha microspora CCT 4126 e 4127 e Benjaminiella youngii CCT 4121 apresentaram um
nivel aproximado de 37% de similaridade, sendo que Benjaminiella youngii CCT 4121 ficou na
posicdo mais distante no dendrograma, exceto por Velutella sp CCT 2995, por apresentar um
perfil de dcidos graxos muito distinto das outras linhagens da mesma classe, como a presenga dos

FAMESs 3 e 5 (Figura 26, Tabela 10).

Rhizomucor miehei CCT 2236 e Rhizomucor pusillus CCT 4133 foram agrupadas em um cluster
em nivel aproximado de 93% de similaridade, uma vez que estes isolados apresentaram diferenga
com relagfio a um Gnico 4cido graxo, o 18:0 presente apenas em Rhizomucor miehei CCT 2236
(Figura 26, Tabela 10). Este agrupamento corrobora a pequena distingdo morfolGgica apresentada

pelos representantes destas espécies, justificando o fate de pertencencerem ao mesmo género

(Figuras 5,6).
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Tabela 10. Perfil qualitativo de dcidos graxos dos fungos estudados.

éf;ﬁ;’z 12:0 140 TVE 1o 161 FUT AT PAME e gg P g FYT aga YR OPREOPUE apn oz MF
M.cir ! X X x X X X X ‘ X X X x X
Biam? | x X X X X X x X  -x X P X X X % X
Csim® | x X x x X X X X X X X x X X X
R.mie? X X X X x X x X X X X X X X X
R.pus® X X X X X X X X X X X x X X X X
M.ram* X X X X X X X X X X X e X x
Byou’ | x X X X X X x X X
MmiA®! x X X % X X X X X x X X x X X
MmiB® | x X X x X X X x X X X X X X X
C.hl A x x X X X X X X X X X X
C.hi ALY X X X b X X % X X X X X
Volu ¥ X x X X X

' Mucor circenelloides £, janssenii: * Backusella lamprospora; * Circinella simplex; * Rhizomucor michei, ® Rhizomucor pusillus; © Mortierella ramanniana; " Benjaminiella
youngii; ® Mycorypha microspora A ® Mycotypha microspora B, © Cunninghamella blakesleeana Ay, V' Cunninghamella blakesleeana Ay; 2 Volutella sp.

v
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Tabela 11. Proporges relativas médias (%) dos dcidos graxos dos fungos estudados.

{;‘:;:g: 12:0 14:0 TVE 160 161 TOE OTATE PR gg 1sa MU g2 P g AR OTRTOPYE a0n ame TRT
M.cir ! 42 12 1Lt 2 183 10 61 208 2 62 45 2,6
Blam? | 36 405 17 1765 14 25 37 24 1465 11,3 1875 26 46 37 385 34
Csim?® | 36 4 21 17 24 32 82 182 68 49 57 22 61 67 52
R.mie * 345 ST 145 435 5,65 7,15 755 81 58 41 73 10 81 1375 12
Rpus® 16 1475 1,55 225 29 26 14,15 143 58 325 3 15 475 455 122 43
M.ram® 3,55 246 1,15 18 22 2,15 33,15 685 325 745 255 525 32 2,7
B.you’ 2 43 47 2.7 287 42 198 305 2.9

Mmia® {205 42 19 1825 136 285 3,55 173 175 505 545 215 605 545 4,55
MmiB® ! 57 42 33 1001 42 47 6 8.7 9 86 66 44 25 8 69
C.bl A" 3,1 103 44 59 8 98 92 117 2.8 148 106 9.3
Chl A Y 28 125 4,05 4.9 107 152 16 1515 4 905 715 6,85
Volu 2 28,3 - 83 419 18,5 3

Wucor circenelloides €. janssenii; * Backusella lamprospora; * Circinella simplex;* Rhizomucor miehet, 3 Rhizomucor pusilins;, ¢ Mortierella ramanniana; ' Benjaminiella
youngit, | Mycorypha microspora A.® Mycotypha microspora B; ® Cunninghamelia blakesleeana Ay, V' Cunninghamella blakesleeana Ay, * Volutella sp.
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Circinella simplex CCT 4260 e Mortierella ramanniana CCT 4428 apresentaram perfis de dcidos
graxos que se distinguern somente pela presenga do 4dcido graxo 12:0 no perfil da primeira
Enhagem, e foram portanto agrupadas num cluster em nivel aproximado de 93% similaridade, da
mesma maneira que o foram as linhagens Rhizomucor miehei CCT 2236 ¢ Rhizomucor pusillus

CCT 4133, embora sejam de géneros e de familias distintas (Figura 26, Tabelal0).

O perfil de dcidos graxos de Mycotypha microspora CCT 4126 e 4127 foi o mesmo (Tabela 10).
Esta similaridade pode ser verificada pelo cluster em nivel de 100% de similaridade em que as
linhagens foram agrupadas, constatando-se que 530 do mesmo género e da mesma espéeie. Isto
também foi vertficado para as linhagens Cunninghamella blakesleeana CCT 4123 A, e A, as

quais também foram agrupados num cluster em nivel de 100% de similaridade (Figura 26).

JACCARD
0,00 0.25 0.50 0.75 1.00

; Cunninghamella blakesieeana A
¥ Cunninghumelia blakesleeara A,
E Fhizomucor michel
Rhizomucor pusiius
Cireinella simplex
Mortierella ramoymionn
y Mycofypha microspora A
' Mycotypha microspora B
Backusella lamprospora
Mucor vircinelloides § jansenii
Bergaminielia youngii
Folutella sp.

Figura 26. Dendrograma representando as relagBes entre os fungos analisados baseado na andlise

numérica (S;/UPGMA) dos perfis de dcidos graxos.

Volutetla sp CCT 2996 ficon posicionada na extremidade do dendrograma, distante das demais
linhagens analisadas, o que é reflexo da baixa diversidade de seus dcidos graxos e € coerente com

sua posicio taxondmica definida por critérios morfolégicos (Figura 26, Tabela 10).

De acordo com AMANO ef alii (1992) os dcidos graxos podem fornecer informacio valiosa para
estabelecer um sistema taxondmico mais preciso para o3 fungos. Entretanto, os perfis de 4dcidos
graxos, como qualquer outro caractere taxondmico, ndo devem ser considerados isoladamente,
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mas em conjunto com outros dados dispondveis, como, por exemplo os critérios morfolégicos
(TYRRELL, 1969, 1971; FARAG et alii, 1981; LECHEVALIFR & LECHEVALIER, 1988},

possibilitando a complementagio de informagdes em caso de didvidas.
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6. CONCLUSAQ

Os resultados obtidos no presente estudo sugerem que o perfil gualitativo de dcidos graxos possa
ser um caractere quimiotaxondmico importante para a classificacio de fungos da ordem
Mucorales (Zigomicetos). Entretanto, como gualquer cutro caractere taxondmice, o perfil de
dcidos graxos ndo deveria ser considerado isoladamente, mas em conjuntc com outros dados

disponiveis, como, por exemplo critérios morfoldgicos.

A eficiéncia do perfil de dcidos graxos como ferramenta quimiotaxondmica foi demonstrada uma
vez que duas espécies de um mesmo género foram diferenciadas por um dnico dcido graxo
(Rhizomucor michei CCT 2236 e Rhizomucor pusillus CCT 4133), enquanto que duas linhagens
de uma mesma espécie (Mycotypha micraspora CCT 4126 e 4127) e duas culturas de uma mesma
linhagem (Cunringhamella blakesleeana CCT 4123 A ¢ Az) exibiram o mesmo perfil de dcidos
graxos. Isto sugere que a técnica poderia ser adequada para discriminagio de fungos em nivel

especifico.

A identificacio de algumas destas espécies pode ser realizada através de marcadores
quimictaxondmicos. O dcido graxo ndo identificado FAMES pode ser um marcador para o género
Rhizomucor ¢ o dcido graxo ndo identificado FAME3 para Benjaminiella youngii. O dcido graxo
18:306 foi confirmado como marcador quimniotaxondmico para as linhagens pertencentes a ordem

Mucorales estudadas no presente trabatho.

As proporcdes relativas dos dcidos graxos extrafdos apresentaram grandes diferengas em algumas
das repeti¢Bes realizadas, possivelmente pelas biomassas néo terem sido coletadas com um peso
padrio. Portanto, a anflise semi-quantitativa dos 4cidos graxes ndio forneceu informag@es

quimiotaxondmicas adequadas para a caracterizagfio dos fungos analisados.

Muaiores estudos deveriam ser realizados com os fungos Circinella simplex CCT 4260 ¢
Mortierella ramanniana CCT 4428, membros de familias distintas, que foram agrupades num
mestmo nivel de similaridade em que foram Rhizomucor michei CCT 2236 € Rhizomucor pusilius
CCT 4133; e com o fungo Benjaminiella youngii CCT 4121 que ficon numa posigao mais distante
em relagdio aos outros membros da classe Zigomicetos e apresentou 37% de similaridade em
relagio as linhagens Mycotypha microspora CCT 4126 e 4127. Ambas as espécies apresentam

caracteristicas em comum que as retinem numa mesma familia. Para uma classificagio namral de
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Zigomicetos, caracteristicas morfoldgicas podem nio ser suficientes, podendo ser complementada

com caracteristicas bioqufmicas, tais como o perfil de dcidos graxos.

Os FAMEs ainda ndo identificados, principalmente agueles que resultaram em marcadores
quimiotaxondmicos para algumas das espécies estudadas, deverdoe ser identificados com o auxilio
de cromatografia gasosa e espectrometria de massa. Estes marcadores poderfio ainda ser testados

guanto a viabilidade da sua aplicag¢o para um maior niimero de linhagens.
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ANEXO



Tabela Al Proporgdes relativas (%) dos dcidos graxos dos fungos estudados,

representados pelos niimeros 1, 2 e 3 que correspondem as datas em ql

obtidas dos cromatogramas das duas ou trés repeticdes,

ue foram realizadas (tabela 8).

*;:;ig; 12:0 140 UT0 160 61 TYF TNE TAT ggg qgy MR ggp FAME ygp RaMe RawE mawe o0 e
M.cie! 1 42 124 95 2.1 182 97 58 204 16 46 80 32
2 4,2 134 109 25 03 116 60 205 16 41 26 22
3 4,1 101 129 £3 164 88 66 216 28 100 29 23
Blam® 2| 16 30 22 165 15 32 38 15 148 18,6 19,1 39 59 48 2.7 4.6
3jp 36 51 12 188 13 18 35 33 145 12,0 184 13 33 26 50 22
Csim® 1} 46 45 224 13 20 27 8® 179 81 43 62 18 57 52 4.5
2] 48 43 173 24 38 50 51 132 43 14 471 27 87 84 78
31 14 29 234 15 14 18 108 235 8 32 62 24 39 66 3.3
Ramie® 2 39 45 12 45 6.4 52 5792 44 31 61 114 101 148 8%
3 30 69 17 42 4,9 9,1 84 70 72 51 85 86 61 127 55
R.pus® 1 18 148 15 23 28 24 g 4473 38 42 76 48 42 98 39
2 14 143 16 22 29 28 142 142 44 27 1% 79 47 45 145 47
Mram® 1 3.7 218 12 25 30 20 281 63 45 73 32 75 49 3.9
3 34 274 L1 14 14 23 382 74 20 76 19 30 15 1.5
Byou’ 1| 17 45 4.3 23 267 42 193 34.8 20
2] 18 40 55 2.6 332 39 197 248 44
3] 26 45 43 3.1 262 46 203 319 24
Mmia® 2] 22 51 12 218 49 1g 2,1 210 27 28 83 12 30 27 2.1
31 L% 33 26 147 23 39 50 13,6 133 73 46 31 91 82 7.0
MmiB” 1| 78 58 18 131 68 28 4.6 110 18 48 84 13 78 65 4.7
2052 37 38 95 27 57 65 8,1 85 88 76 54 98 77 6,8
3141 31 43 78 31 56 6,9 69 68 120 38 58 108 986 9.2
Chia* 1 33 102 4.4 56 75 102 86 131 18 182 90 78
2 29 84 4.7 6,7 6,7 74103 105 27 147 131 11,7
3 31 124 42 54 10,0 17y &7 us 37 14 96 8.3
ChlAaz™ 1 L7 151 26 3.3 134 84 62 168 29 82 63 4.8
2 39 99 55 65 8.0 120 90 135 54 99 18 8.9
Volu ™ 1 28,7 73 410 198 3.1
2 279 94 445 187 25
3 284 82 402 19,9 34

" Mucor circenelloides 1. janssenii: * Backusella lamprospora;
Benjaminiella youngii;, * Mycotypha microspora A; * Mycotypha mi,

* Circinella simple; * Rhizomucor michei, © Rhizomucor pusillus;
crospora B; Y Cunninghamella blakesleeana Ay

® Mortierelly ramanyiiana,

7

s Y Cunninghamella blakesleeana Ay, X Volurella sp.
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Figura Al Cromatograma dos 4cidos graxos relativos aos FAMEs do padrio fomecido pela empresa

Matreya, Inc. Lipids and Biochemicals, sob o mimero de catflogo 4232, analisados em 02/05/96. Coluna:
capilar, Omegawax ™ 320, 30 m x 0,32 mum dJ., espessura de tilme: 0,25 pm. Condiges cromatogrificas:
velocidade linear: 20 co'/s, He; Temp. Col. inicial: 160 °C, Tempo inicial: 20 min, Taxa de programacio:
5°C/min, Temp. final: 200 °C, Tempo final: 15 min; Temp. Inj.: 250 °C, Temp. Det.: 250 °C; Det.: FID:
Razio de Split: 40:1; Vol. Padrio Inj.; Tl
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Figura A2, Cromatograma dos 4cidos graxos do fungo Mucor circinellpides 1. Janssenii, analisados
em 02/05/96. Coluna e condigOes cromatogrdficas idem 2 figura Al, exceto o Vol. Amostra Inj.: 2ul
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Figura A3 Cromatograma dos dcidos graxos do fungo Backusella lamprospora, analisados em
18/04/96. Coluna e condigGes cromatograficas idem a figura A2,
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Figura Ad. Cromatograma dos dcidos graxos do fungo Circinella simplex, analisados em 18/04/96.
Colung ¢ condigdes cromatogrificas idem 2 figura A2,
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Figura AS. Cromatograma dos 4cidos graxos do fungo Rhizonuicor miehei, analisados em 18/04/96.
Coluna e condigfes cromatograficas idem 4 figura A2,
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Figura A6. Cromatograma dos dcidos graxos do fungo Rhizomucer pusillus, analisados em 18/04/96,
Coluna e condigOes cromatogréficas idem 3 figura A2

q Ap—
£ &
z
:
o o~
= &
! :
=
oo '-—-—“-—v-q—-‘i LA A o -,
) % 1’5 Ty 7’5 3 1 Ly P
> tempo (min) )

Figura A7, Cromatograma dos 4dcidos graxos do fungo Mortierella ramanrdana, analisados em
02/05/96. Coluna ¢ condigOes cromatograficas idem 3 figura A2.
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Figara A8, Cromatograma dos 4cidos graxos do fungo Benjaminiella youngii, analisados em
3/05/96, Coluna e condigdes cromatograficas idem 4 figura A2.
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Figura A9, Cromatograma dos dcidos graxos do fungo Mycotypha microspora A, analisados em
20/04/96. Coluna e condigfes cromatogrificas idem 2 figara A2,



18:3

o
=
: :
: g
<
& B~ R S,
< R o ~ 0 |
v & g= " & g
< < <
j3 3% Lk

i ol 1 ] i L i

g i ek 22 L 25 L

ol
-

— tempo {(min}

Figura A10.  Cromatograma dos 4cidos graxos do fungo Mycotypha microspora B, analisados em
20/04/96. Coluna e condicles cromatograficas idem 3 figura A2
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Figura All.  Cromatograma dos dcidos graxos do fungo Cunninghamella blakesleeana A;, analisados
em 01/05/96. Coluna ¢ condicOes cromatogrificas idem 2 figura A2,
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Figura A12.  Cromatograma dos dcidos graxos do fungo Cunninghamelia blakesleeana A, analisados
em 18/04/96. Coluna e condictes cromatogrédficas idem i figura A2,
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Figara A13. Cromatograma dos dcidos graxos do fungo Volurelln sp., snalisados em 13/04/96, Colona
¢ condices cromatograficas idem 2 figura A2,



