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RESUMO

Foram analisadas a composicio de acidos graxos de 384
linhagens de microorganismos e selecionados 4 fungos que apresentaram em
sua composigdo o dcido y-hnolémico. A linhagem LB-54 identificada como
Mucor sp foi selecionada por apresentar maior porcentagem de Acido y-
linolénico entfre os acidos graxos totais de sua constitngdio ( 14,7 % ) ¢ maior
contetdo de lipideos totais ( 1,2 g/l ) apds 5 dias de incubagfio 4 28°C em meio
de cultura composto de glicose, 20 g/l e extrato de levedura, 10 g/, Nas
condigdes descritas, 24,8 % dos lipideos totais extraidos se referem aos acidos
graxos totais e 7,2 % A matéria insaponificivel presente no 6leo da linhagem
LB-54 de Mucor sp.

O valor do pH inicial do meio de cultura e a presenga de ions
metdlicos nfo alteraram significativamente o conteudo de lhipideos totais
produzidos pelo fungo.

Analisando-se diferentes fontes de carbono e de mitrogémo,
verificou-se que com o uso de glicose e extrato de levedura nas concentragles
de 20 g/l e 10 g/l respectivamente obtém-se uma produgfio de 41,5 mg de acido
v-hinolénico por litro de meio de cultura. A diminuigio da concentrago de
nitrogénio, resulton em maior actmulo de lipideos pela linhagem LB-54 de
Mucor sp.

A temperatura Otima para produgdo de lipideos totais nas
condicdes descritas acima, pela linhagem LB-54 de Mucor sp foi de 28°C. O
aumento na biossintese de 4dcidos graxos insaturados, em especial do 4cido
linoleico e acido y-linolénico foi observado quande se utilizou a temperatura de
incubagfo de 12°C.

Objetivando-se aumentar a produgéio de dcido y-linolénico foram
modificadas as condigbes de cultivo, o que levou & obtengdo de 74,07 mg de
acido y-linolénico por litro de meio de cultura pela linhagem LB-54 de Mucor
sp. Este alto nivel foi obtido quando o microorganismo fot incubado por 4 dias
& temperatura de 28°C em meio de cultura contendo glicose, 20 g/l ¢ extrato de
levedura, 10 g/l; seguido de realimentagio com glicose na concentragio de 7 %
p/v e reincubagdo por 3dias na temperatura de 12°C.

O fracionamento dos lipideos totais da linhagem LB-54 de Mucor
sp através da cromatografia em coluna de Silicagel 60 mostrou que a linhagem
¢ composta de 63% de lipideos neutros e 19% de fosfolipideos quando foi
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cultivada por 4 dias & temperatura de 28°C em meio de cultura contendo
glicose, 20 g/t e extrato de levedura, 10 g/l. Estes valores foram alterados para
48% e 36% respectivamente apds 5 dias de incubagfio no mesmo meio na
temperatura de 12°C

Os principais acidos graxos encontrados na composi¢io da
linhagem LB-54 de Mucor sp foram o 4cido palmitico, oleico, linoleico e 4cido
y-lnolénico.

A separagiic dos lipideos neutros por cromatografia em camada
delgada mostrou a presenga de triacilglicerol, diactlglicerol, monoacilglicerol e
pequenas quantidades de 4cidos graxos livres. Na fragio de fosfolipideos foram

identificados a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina.
A presenga de acido y-linolénico na linhagem LB-54 de Mucor sp

foi detectada por cromatografia gasosa e confirmada por espectrometria de

massa,
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SUMMARY

Four fungal strains producers of y-linolenic acid were selected out of
three hundred eighty four strains of microorganisms. The LB-54 strain identified as
Mucor sp showed the highest percentage of y-linolenic acid among the total faity acid
of its constituition (14.7 %) and total lipids (1.2 g/l) content, after five days of
incubation at 28°C, in a culture medinm containing glucose (20 g/f) and yeast extract
(10 g/l). Under the conditions of the experimental, 24.8% of the total lipids extracted
from this strain were fatty acids, and 7.2% unsaponifiable material.

The inicial pH of the culture medium and the presence of metalic ions
did not change greatly the total lipid content produced by the fungus.

Analyzing the effect of different carbon and nitrogen sources, if was
verified that with the use of glucose and yeast extract at 20 and 10g/1, respectively, a
production of 41,5 mg of y-linolenic acid per liter of culture medium was obtained.
The decrease of the nitrogen concentration resulted in higher accumulation of lipid by
LB-54 strain of Mucor sp.

The temperature for maximal lipid production, under the conditions
described above was of 28°C. The increase in the biosynthesis of unsaturated fatty
acid, particularly of the linoleic acid and y-linolenic acids was observed when the
incubation temperature of 12°C was used.

Optimal production of y-linolenic acid (74.07 mg of y-linolenic acid per
titer of culture medium) was obtained from the LB-54 strain by incubating first for
four days at the temperature of 28°C in culture medium containing glucose {20 g/l)
and yeast extract (10 @/1) and then supplementing with extra 7% (w/v) glucose
followed by additional incubation for three days at the temperatare of 12°C.

Fractionation of the total lipids of the L.B-54 strain of Mucor sp by
column chromatography, on Silicagel 60, showed that the cell is composed of 63%
neutral lipids and 19% phospholipids when cultured for four days at the temperature
of 28°C in medium containing plucose (20 g/l) and yeast extract (10 g/1). These values
were modified to 48 and 36%, respectvely, after five days of incubation in the same
mediom but at 12°C.

The main fatty acids in the LB-54 strain of Mucor sp composition were
palmitic, oleic and y-limolenic acids.

The separation of neutral lipids by thin layer chromatography showed
the presence of triscylglycerols, diacylglycerols, monoacylglycerols and small
amounts of free fatty acids. In the phospholipid fraction were identified the
phosphatidylcholine and the phosphatidylethanolamine.

The identity of the y-linolenic acid found in the LB-54 strain of Mucor
sp was detected by gas chromatography and confirmed by mass spectrometry.
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1 - INTRODUCAO

A importincia de uma dieta em gorduras que possa trazer
beneficios 4 satde humana tem estimulado inomeros estudos epidemioldgicos e
clinicos. E conhecido que a quantidade ¢ o tipo de gordura da dieta (saturadas
on insaturadas) exercem profundo efeito sobre o funcionamento do orgamsmo,

Numerosos estudos tem firmemente estabelecido os efeitos
‘benéficos dos acidos graxos dmega 3 { 3 ) e acidos graxos dmega 6 ( 6 ).

Qs acidos graxos poliinsaturados w3, principalmente os acidos
eicosapentaendico e docosazhexaendico, provenientes de peixes e dleos de
peixes foram relacionados com a baixa incidéncia de doengas cardiovasculares
nos esquimos pela diminuigfio nos niveis de triacilglicerol e, em menor
extensdo dos niveis de colesterol total no plasma. { BANG er af, 1976 )

Acidos graxos poliinsaturados w6 tem sido relatados pelo papel
hipocolesterolémico, capazes de diminuir VLDL (very low density lipoprotein)
e LDL (low density lipoprotein) colesterol. { KRIS-ETHERTON er a/, 1988)

O 4cido gama-linolénico (18: 3 w6), um acido graxo triinsaturado
da série Omega 6 tem recebido uma considerivel atengfio nos 1ltimos anos.
IndicacBes deste acido em doengas cardiovasculares, diabetes, eczema atépico,
alcoolismo, sindrome pré-menstrual e tratamento da hipertensfio foram

relatados por CARTER em 1988,

PreparagBes a base de dleo ou capsulas contendo 4cido v
linolénico, nfo sfio encontradas no Brasil, mas j& estdo disponiveis em outros
paises como Inglaterra, Estados Unidos e JapHo. Estas preparagdes sfo
originarias de quatro fontes : Oleo de primula (evening primrose oil -
Oenothera biennis e/ou Oenothera lamarckiona), 6leo da semente de borragem
(borage seed oil - Borago officinalis), o6leo da semente de groselha prefa
{blackcurrant seed oil - Ribes nigrum) e dleo obtido de fonte fingica produzido
comercialmente na Inglaterra originado de Mucor javanicus.

A fonte mais comum € o Sleo de primula de diferentes variedades
utilizada para obtengdo de produtos comerciais, como "Efamol”, "Epogam” e
"Efamast”.

A composicio de acidos graxos dos Gleos obtidos de fontes
vegetais pode variar dependendo das diferentes condigBes de crescimento tais
como qualidade do solo, chuva, temperatura e outros fatores ambientais,
causando moderadas modificagfes nos niveis de acido y linolénico. Este acido



graxo geralmente é encontrado estertficado ao glicerol na forma de
triacilglicerol.

A composigo de dcidos graxos { valores médios } das principais
sementes vegetais produtoras de dcido y-linolénico esta resumida na Tabela 1.

Tabela 1 - Composigio de dcidos graxos de éleos vegetais contendo acido y-

linolénico.
Acidos graxos Primula Borragem Groselha preta

(%) (%) (%)
Saturados 7,3 13,5 7.4
Oleico 9.0 15,4 11,6
Linoleico 74,6 37,7 43,9
v - linolénico 9,1 18,7 18,7
o - linolénico — 4.3 14,5
Estearidonico R — 2,9
Erticico — 35 —

Fonte : HORROBIN, 1992,

O fator mais importante a ser considerado é a correlagfo entre a
porcentagem de dcido y-linolénico presente no 6leo e a quantidade de dleo
obtida da fonte. As sementes citadas contém em média 23-30% de dlec. A
principal desvantagem do uso destas fontes vegetais ¢ devido as variagSes de
porcentagem do acido y linolénico presente no Oleo ¢ a diminuigdo de seu nivel
com o aumento da produgo da semente por unidade de drea

(GUNSTONE, 1992 )

Por outro lado, é possivel a obtengfio de produtos bioldgicos
usando-se  microorganismos em condigdes controladas de processo,
apresentando varias vantagens, dentre as quais :

1 - A taxa de crescimento ¢ relativamente rapida. Os microorgantsmos
sio capazes de duplicar suas células em curto tempo : 0.3-2 horas para
bactérias, 1-3 horas para levedura, 2-6 horas para algas e 4-12 horas para
fungos filamentosos.

2 - Requerem pequena drea para o seu crescimento. Utilizando-se
fermentadores consegue-se grande quantidade de bromassa celular,



3 - Facilidade para controlar as condigSes de cultivo, ¢ portanto a
obtengéo do produto final,

4 - Possibilitam o aumento da produtividade, selecionando-se as
linhagens por mutagfio e recombinagiio e, por otimizagio das condigSes de
crescimento.

Microorganismos com grande potencial para aclimulo de lipideos
sdo as algas, leveduras e fungos. O potencial comercial destes
microorganismaos, assim como o conteudo de lipideos e composigio de acidos
graxos foi abordado por RATLEDGE em 1982, As leveduras e fungos sfio os
micreorganismos mais estudados devido & habilidade em produzir lipideos em

-condigbes de laboratério. Algumas espécies de leveduras sfio capazes de
produzir 30 3 70% de lipideos, como, comeo por exemplo espécies de
Rhodotorula e Lipomyces.

Os principats fungos capazes de produzir altas quantidades de
hpideos sdo espécies de Claviceps, Penicillium, Aspergillus, Mucor, Fusarium
e Phycomyces.

A associagio de se obter fungos altamente produtores de hipideos
g que produzam 6leos ricos em Acidos graxos desejaveis seria de considerdvel
interesse para indastrias farmacéuticas ¢ de ahmentos.

Assim, o presente trabalho tem por objetivos :

1 - O isolamento ¢ selegio de microorganismos produtores de 4cido

gama hmolénico.

2 - Bstudo das condigdes do processo fermentativo visando o aumento da
produgiio de lipideos ¢ de 4cido gama linolénico.

3 - Anahsar qualitativamente e quantitativamente os componentes
lipidicos da linhagem produtora de dcido gama linolénico.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ~ Acido Gama-Linolénico - Metabolismo e importincia médica

O 4acido y-linolémico (GLA; cis-cis-cis ~ 6,9,12 - A4cido
octadecatrienoico) ¢ um acido graxo de dezoito carbonos com trés insaturagdes
que pertence a série #-6 (ou Omega-6) a qual é definida pela posi¢io da
primeira dubla ligagio da molécula iniciando no 4tomo de carbono do final
metilico da cadeia.

CH3(CH2)4CH=CHCHyCH=CHCH,CH=CH(CH7)4COOH
Acido y-linolénico (18:3:A6,9,12)

Os acidos graxos essenciais, cido linoleico (18 1 2; A 9,12 ) da
série -6 e acido o-linclénico (18 : 3; A 9,12,15) da série »-3 quando ingeridos
na dieta sio metabolizados por uma série de enzimas desaturases (introdugiio de
uma dupla ligacio ) ¢ elongases (introdugio de dois dtomos de carbono),
originando diversos metabolitos como demonstrado na Tabela 2.

O 4acido y-linolénico ¢ um metabdlito do acido linoleico e o
primeiro intermedidrio na conversde do 4cido linoleico para 4cido

araquidénico.

Tabela 2-Metabolismo de icidos graxos dmega-3 {w3,1-3) ¢ Omega-6 (0o, m-0)

Familia n-6 Familia -3
Linoleico (18:2) a-Linotémco {18:3)
y A 6 - desaturase Y
y-Linolénico (18:3) Octadecatetraendico {18:4)
il Elongase Y
Dihomo-y-linolénico(20:3) Eicosatetraendico (20:4)
i A 5 - desaturase 4
Araquiddnico { 20:4 ) Eicosapentaendico (20:5)
Y Elongase Y
Adrenico ( 22:4 ) Docosapentaendico (22:5)
U A 4 - desaturase ¥
Docosapentaendico (22:5) Docosahexaendico ( 22:6)




HEIDUSCHKA & LUFT citado por GUNSTONE, em 1992
foram os primeiros a reportar que o o6leo obtido da semente de primula
{Oenothera biennisy possuia além do 4cido oleico e linoleico, o acido
linolénico. Este acido em sua forma hexabromada possuia um ponto de fusfio
de 2030C, portanto diferente das formas de &cido linolénico até entiio
detectadas no oleo de linhaga e outros dleos que continham dois pontos de
fusfio : o da forma sélida (180-1819C) e da forma liquida (isémero de baixa
fusfio), os quais eram denominados acido o-linolénico e Acido B-linolénico
respectivamente. O novo isOmero descoberto foi denominado 4cido -
linolénico.

EIBNER e al, citado por GUNSTONE, em 1992, objetivando o
estudo da estrutura do acido y-linolénico pelo processo de ozondlise identificou
entre os produtos da reagdo, o hexanal e o acido adipico, concluindo que o
acido possui insaturagio no carbono 6, 9 e 12 da estrutura.

Em 1949, RILEY reexaminou a estrutura € as insaturacdes
presentes no acido y-linolénico do dleo de primula (Oenothera biennis 1)
usando métodos mais modernos até entdio disponiveis, como isomerizagio com
alcah associada A ozondlise, confirmando os estudos mais antigos.

A importancia dos acidos praxos essenciais na dieta humana foi
assunto de grande interesse nas décadas passadas. Na atualidade, pesquisas tem
enfatizado o papel de seus metabohitos tais como 4cido y-linolénico, acido
dihomo y-linolénico, acido eicosapentaendico (EPA) e acido docosahexaendico
(DHA). Estes componentes sdo requeridos por todas as membranas do corpo,
conferindo a propriedade da fluidibilidade, flexibilidade ¢ estabilidade
estrutural. Sfio importantes como precursores de substdncias biologicamente
ativas tais como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanas, hidroxi e hidro-
peroxi-acidos graxos, como € o caso do dcido dihomo y-linolénico precursor da
prostaglandina E1 (PGE;) pela acio da enzima ciclooxigenase; e do 4cido
araquidonico que € precursor de tromboxana As (TXA,), prostaciclina I,
(PGL,} e prostaglandina da série 2 (PGE,). Os acidos graxos essenciais sdo
responsaveis pelo controle da impermeabilidade da pele &4 4gna e pela
permeabilidade de outras membranas, tais como frato gastrointestinal ¢ barreira
cérebro-hematopoiética.

No organismo humano estes dcidos podem ser encontrados como
dcidos graxos nfio esterificados ou como componentes de ésteres de colesterol,



triacilglicerol e fosfolipideos tais como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina e fosfatidilinositol,

A presenga dos acidos graxos das séries »-6 e »-3 no corpo
humano em especial nos tecidos em desenvolvimento ¢ dependente da
quantidade e do tipo de lipideo da dieta, da atividade das enzimas desaturases
responsaveis pela sintese dos metabélitos e ao processo de oxidagfio e acilagio
do 18:3 -3 ¢ 18:3 n-6.

A essencialidade das duas séries de acidos graxos foi reportada ha
65 anos atras por BURR & BURR como resultade da alimentacdo de ratos
jovens por alguns meses em dieta livie de gordura. Os ratos apresentaram
retardamente mental, dermatite escamativa, aumento da perda de Agua
transpidermal ¢ problemas reprodutivos.

Posteriores estudos relatados por INNIS, em 1991 confirmaram a
importincia dos acidos graxos essenciais no crescimento € desenvolvimento em
humanos. A recomendagio diaria, de acordo com Nutrition Recommendations
for Canadians ¢ de 1 - 3% Kcal de acido linoleico para adultos e uma taxa
maior (1 - 4,5% Keal) para criangas devido a sua necessidade na sintese de
lipideos estruturais associada ao crescimento. A taxa de consumo do dcido o-
linolénico é dependente da ingestio de acidos graxos poliendicos de cadeia
longa, em especial aqueles presentes em 6leos de peixes (20:5, »-3 ¢ 22:6, -
6). Recomenda-se 1% Kcal de acido o-linolénico na dieta infantil que ndo
contenha acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa, enquanto que em
adultos onde estes 4cidos graxos sfo comumente ngeridos na digta €
recomendado uma taxa de 0,1 - 0,4% Kcal (100-400 mg/dia).

Com bases em evidéncias experimentais, HASSAN et of, em 1977
demonstraram que o Acido y-linolénico foi capaz de reverter os sintomas de
deficiéncia de acidos graxos essenciais em ratos, Os animais foram alimentados
em laboratorio por 160 dias com uma dieta sem gordura para induzir os
sintomas caracteristicos da deficiéncia . Apos este periodo, os animais foram
testados por sete dias e divididos em cinco grupos dos quais ¢ primeiro nfo
recebeu suplementacfio na dicta, o segundo recebeun 0,25% do total da energia
da dicta sobre a forma de 4cido y-linol€nico, o terceiro recebeu 0,3%, o quarto
recebeu 1,0% e o tltimo tinha sua alimentacio suplementada com a adigio de
2% de fonte energética como acido y-linolénico. O aumento do nivel de &cido y
-linolénico correspondeu a um aumento de peso corpdreo dos ratos, dos quais



0s grupos suplementados com maior quantidade de acido y-linolénico
obtiveram os resultados mais significativos, enquanto que o primeiro grupo, nfio
suplementado, manteve o peso baixo. A composicio de acidos graxos dos
fosfolipideos do figado foram analisados antes e apds os sete dias de
tratamento, Com a adigfio de 4cido y-linolénico na dieta dos ratos deficientes
foram relatados o5 seguintes resultados : 1- aumento no contetido de 4cido v-
linolénico na fraglo fosfolipidica do figado; 2- aumento de acidos graxos de
cadeia longa com 20-22 carbonos da série n-6, em especial do Acido
araquiddnico presente nos fosfolipideos; 3- diminuicfio do acido w~linolénico
(18:2 w3) e de seus metabolitos; 4- redugdo em cerca de 90% dos 4cidos graxos
monoendicos, em especial do 4cido oleico (18:1 ©9) e seus metabdlitos (18:2 ©
9 € 20:3 ©9). A relaglio entre 4cido triendico /tetraendico no valor de 0,4 tem
sido usado como indice bioquimico para indicar que o minimo requerimento de
acido graxo essencial estd sendo consumido. Esta taxa considerada normal para
a relagio 20:3 @9/20:4 w6 indica o minimo requerimento de 4cido graxo
essencial, a qual corresponde a 1% da energia da dieta como acido linoleico.
Baseado nestes dados os autores relataram que para a redugiio do nivel de 20:3
®9 e aumento de 20:4 w6 da fragfo fosfolipidica do figado dos ratos em
quantidades adequadas, seria necessdria uma taxa de 0,65% da energia total
sobre a forma de dcido y-linolénico para que o nivel de 0,4 seja mantido e os
sintomas da deficiéncia de dcidos graxos essenciais revertidos. Estes resultados
demonstraram que a dieta de acido y- linolénico seria mais eficiente como
precursora de acido araquidénico do que a de 4cido linoleico.

Como mtermedidrio na bioconversio do 4cido linoleico para
acido araquiddnice o 4cido y-linolénico é encontrado em baixos niveis nos
lipideos animais. A gordura de leite humano, a maior fonte de cido v-
linolénico animal contém em média 100-400 mg/1 de acido y-linolénico ¢ 4cido
dihomo v-linolénico. Enquanto que a gordura bruta de vaca, porco e galinha
contém de acordo com HORROBIN, 1992; 60,4, 20,9 ¢ 77,6 mg de 4cido y-
linol€nico por 100g de fonte respectivamente. Em geral, as fontes alimentares
convencionais que poderiam suprir este acido graxo via direta apresentam
escasso contenido de acido y-linolénico.

O processo de conversiio endégeno do acido linoleico facilmente
encontrado em 6leos vegetais, como agafroa, milho, soja e colza para 4cido y-
linolénico pela A6-desaturase parece ser uma etapa essencial 3 obtencio deste
composto. Entretanto a taxa de converséio ¢ relativamente baixa em humanos ja
que a enzima Ab6-desaturase € facilmente inibida frente & diferentes fatores,



como envelhecimento, diabete, alta ingestfio de alcool, fatores nutricionais
como deficiéneia de piridoxina, zinco, magnésio, biotina e célcio, stress,
infegcio viral e também pelo colesterol (KINSELLA, 1991).

A administragfio de 30-40g por dia de acido hnoleico ndo foi
capaz de alterar significativamente a concentragfio de acido dihomo y-linolémico
ou #cido araquidOnico no sangue humano (LASSERRE e af, 1985), enquanto
que a administragio de menos de 500mg/dia de acido y-linolénico foi capaz de
produzir uma significante elevacfio no nivel de acido dihomo y-linolénico e um
pequeno aumento do Acido araquiddnico nos fosfolipideos plasmaticos
(MANKU ef af, 1988).

Ao contrario do que se acreditava anos atrs, o dctdo y-linolénico
¢ nfio o actdo linoleico pode elevar os niveis dos metabdlitos da série #-6 em
humanos. Evidéncias indicam que somente 5-10% da tngestiio didria de acido
linoleico pode ser convertida para acido y-linolénico.

A importincia na administragfio de acido y-linolénico reside em
seus proprios efeitos desejéveis e também pela formagfio de importantes
metabdlitos. Apds a etapa limitante pela A6 - desaturase o acido y-linolénico €
metabolizado rapidamente por uma etapa nio limitante de elongac¢o para acido
dihomo y-linolénico, o qual € posteriormente convertido & acido araquidonico.

A importiincia nutricional ¢ médica do 4cido y-linolénico foi
objeto de estudo para HASSAM (1985), CARTER (1988) ¢ HORROBIN
(1992). Diabetes, doengas cardiovasculares, eczema atopico, alcoolismo,
sindrome pré-menstrual ¢ fratamento da hipertensdio foram relatados como
possiveis indicagGes para o uso do 4cido y-linolénico.

A conversdio in vivo do acido dihomo y-linolénico para acido
araquiddnico em humanos foi relatada por EL BOUSTANI ef o/, 1986, Foi
observado que a incorporagiio do 4cido dihomo y-limolénico mnos lipideos
plasmaticos (triacilglicerol e fosfolipideos) levaria no maximo 12 horas apés a
sua administracfio, e¢ que este processo ocorre principalmente na fragio
fosfolipidica plasmatica, sendo dificultada na fragfo trighiceridica.

WRIHT & BURTON, em 1982 realizaram um estudo cruzado
duplo-cego envolvendo 60 adultos ¢ 39 criangas com cczema atopico. Os
pacientes adultos divididos em grupos recebiam de 4 & 12 capsulas do oleo de
semente de primula ("Efamol™) contendo 360 mg de 4ctdo linoleico e 45mg de
4cido y-linolénico e capsulas contendo 500mg de parafina como placebo. As



criangas recebiam uma dose didria de 2 & 4 capsulas. Apds 6 meses de
tratamento, o estudo comprovou que os grupos tratados com Sleo de primula
mostraram uma melhora consideravel, na faixa de 30 4 43%, nos sintomas do
eczema atopico em adultos.

HORROBIN & MANKU, em 1983 analisaram a eficicia do
tratamento com "Efamol” na diminui¢do do nivel de colesterol plasmético de 84
pacientes. Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com o valor
icial de colesterol total. Grupos contendo um nivel abaixo de 5 nmol / 1,
aceito como normal, nio mostraram resposta ao tratamento com "Efamol”. Em
oposiglo, grupos de pacientes contendo nivel de colesterol total acima de 5
nmol / 1, o tratamento mostrou-se efetivo como agente redutor do colesterol
plasmatico. Isto sugere que os principais componentes do medicamento, acido
linoleico e 4cido y-linolénico, possuem agdo fisioldgica de regulagio do
metabolismo de colesterol, entretanto sem efeito farmacolégico. O tratamento
ndo teve efeito a nivel de HDL colesterol e no nivel de triglicerideos nos
mdividuos testados. A diminui¢cfo no nivel de colesterol total foi atribuida 3
falha na fragfio LDL colesterol.

MANKU ef ol, em 1984 reportaram que nos pacientes com
eczema atépico, o nivel de 4cido linoleico nos fosfolipideos do plasma estava
acima da taxa normal, e que a ingestio deste dcido graxo pelos individuos
eczematosos era absolutamente normal. Entretanto, o nivel plasmatice de seus
metabolitos, acido y-hnolénico, 4cido dihomo y-linolénico e 4cido araquidénico
estava abaixo da taxa normal. A mesma relagiio foi observada para o acido o-
linoléntco e seus metabdlitos. Os resultados sugeriram que o eczema atépico
deveria estar associado com a dificuldade no metabolismo provavelmente
envolvendo a enzima A6-desaturase e nfio com a auséneia de Acidos graxos
essenciais na dieta. Pacientes adultos com eczema at6pico quando tratados com
"Efamol" (obtido do 6leo de semente de primula variedade Oenothera biennis)
mostraram uma elevagio significativa no nivel plasmatico de 20:3 06 ¢ 204 ®
6, resultando em corregdo parcial da anormalidade no metabolismo de acidos
graxos da série ©6.

HUANG er af, em 1984 analisaram o efeito da adi¢io de 6leo de
coco (contendo menos que 0,1% de 4cido linoleico), dleo de agafroa (contendo
79,5% de 4cido linoleico) ou dleo de primula (contendo 71% de acido linoleico
e 9% de 4cido y-linolénico) na alimentagHo de ratos machos apés oito semanas



de dieta isenta de gordura. Metade dos ratos pertencentes a cada grupo
continham também em sua dieta 1% de colesterol. Ao final do experimento, os
sintomas de deficiéncia de dcidos graxos essenciais foram significativamente
aliviados nos animais alimentados com oleo de primula e agafroa, mas nio em
animais alimentados com 6leo de ¢dco. Quando o colesterol estava ausente na
dieta, nenhum dos 6leos analisados foi capaz de alterar a taxa base de colesterol
presente nos ratos. Entretanto, o colesterol adicionado na dieta de alguns ratos
resultou numa elevagiio cousideravel do colesterol plasmaético de ratos
alimentados com dleo de cbeo ¢ agafroa. O grupo tratado com dleo de primula,
o colesterol foi detectado em altas quantidades no figado ¢ baixo nivel
plasmatico. Estes vesultados, de acordo com o autor, sugerem que o dleo de
primula, contendo o 4acido y-linolénico, produto da A6 desaturagio do acido
linoleico, ou seus metabolitos, seriam os responsaveis pelo efeito de redugfio do
colesterol plasmético atribuido aos 4cidos graxos da série 6.

PUOLAKKA ef g/, em 1985 analisaram os efeitos clinicos e
bioquimicos obtidos apos tratamento da sindrome pré-menstrual de 30 mulheres
com 6 capsulas didrias de "Efamol”. O tratamento foi eficaz em aliviar a
maioria dos sintomas da sindrome pré-menstrual, em especial as sindromes
depressivas. O nivel plasmatico de PGly e TXAp, ongindrias do 4cido
araquidonico, determinado através de seus metabélitos estaveis, 6-ceto-PGF
e TXB», demonstraram diminuigiio na sintese de TXB9 durante a fase luteal do
ciclo apos tratamento com "Efamol”( 141 £ 59mg/ml ) quando comparado ao
placebo ( 186 + 44 mg/ml ) ou controle { 176 + 40 mg/ml ). Nio foram
observados variagdes significativas no nivel plasmatico de 6-ceto-PGF1q, nos

horménios ovarianos € no nivel de prolactina.

MIKAHAILIDIS ef of, em 1986 relataram o efeito de inibigfio da
agregacio plaquetaria ¢ aumento da produgdo de PGE] pela administragio
direta de acido dihomo y-linolénico em individuos saudaveis comparados a
individuos diabéticos, Nestes, houve redugfo do nivel de PGE{ originada das
plaquetas, devido & hiperatividade plaquetdna detectada em individuos
- diabéticos dependentes de insulina.

SUGANO ef al, em 1986a compararam a cficdcia dos acidos
graxos essenciais em reduzir o nivel de colesterol plasmatico de ratos. Os ratos
foram testados com 6leo de primula (contendo 72% de dcido linoleico e 9% de
acido y-linolénico), dleo de agafroa (contendo 75% de écido linoleico) e dleo
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de soja (contendo 34% de 4cido linoleico ¢ 10% de dcido w-linolénico) com
dieta rica em colesterol. Os resultados demonstraram que o nivel de colesterol
sérico dos grupos que receberam 6leo de primula era consideravelmente menor
que os demais grupos. O efeito de hipocolesterolemia foi associado ao préprio
acido y-linolénico ou 4 sua conversdio para acido dihomo y-linolénico e/ou
acido araquiddnico. Os grupos tratados com 6leo de primula possuiam um nivel
de PGlp, origindna do acido araquidénico, maior em comparagfio com os
demats,

SUGANO et al, em 1986b compararam os efeitos farmacologicos
da administracio de oleo de fungo obtido da Moarrierella ramanniana var
anguslispora IFQ 8187 {contendo 6% de acido y-linolénico ¢ 10% de 4cido
linoleico), dleo de agafroa (contendo 75% de 4cido linoleico) e oleina de palma
(contendo 16% de 4cido linoleico), sobre o nivel de colesterol plasmatico e o
nivel de eicosandides em ratos. O estudo fot realizado em trés etapas, as quais
variavam no peso dos ratos ufilizados para os testes, na porcentagem de
colesterol adicionada na dieta, no tempo de alimentagio ¢ no tipo de dleo
administrado como fonte de gordura. No primeiro experimento, ratos com wmna
média de 95g eram alimentados por 24 horas com dieta contendo 0,5% do peso
dos animais em colesterol e uso do dleo de fungo e dleo de agafroa como fonte
de gordura da dieta (total de 10% do peso). Esta dieta, mmcapaz de alterar o peso
corpéreo dos ratos, resultou um nivel plasmatico de colesterol comparavel entre
os dois 6leos usados e um nivel plasmatico de triacilglicerol menor quando a
fonte usada foi oleo de fungo. Nos ratos alimentados com dleo de fungo, a
produgiio adrtica de PGEy for sigmficativamente maior, enquanto os niveis
plasmaticos de TXBy e PGEy se mostraram similares ao dleo de agafroa. No
segundo experimento, ratos com média de 107g, foram alimentados por 3
semanas com uma dieta contendo 1% de colesterol e novamente por mais trés
semanas com dieta sem colesterol. A fonte de gordura da dieta era constituida
de Oleo de fungo refinado, dleo de acafroa e oleina de palma. Neste
experimento houve aumento do peso corpdreo dos ratos, aumento da ingestio
alimentar ¢ diminui¢fo significativa no nivel de colesterol do plasma de ratos
alimentados com 6leo de fungo, comparado a dieta com oleina de palma. No
terceiro experimento a dieta por 11 dias permaneceu rica em colesterol (1% do
peso corporeo de ratos de 135-140g). Foi utilizado o éster etilico do acido y-
linolénico e éster etilico do 4cido linoleico na dieta como substitutos parciais do

“6leo de palma. O nivel de colesterol plasmatico foi de 140 + 4 ¢ 143 % 13 mg/dl
para experimentagfo com éster etilico do acido y-linolénico e éster etilico do
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acido linoleico respectivamente, A atividade de hipocolesterolemia do dleo de
fungo sendo compardvel ao oleo de agafroa e significativamente maior que
oleina de palma comprova a desaturagfio favordvel a partir de acido y-linolénico
para obtencfo do acido araquiddnico.

HORROBIN & HUANG, em 1987 relataram que a prostaglandina
Ep (PGEj), originada do 4cido dihomo y-linolénico possui potente agio
desejavel como agente antiinflamatério ¢ na aterosclerose. Foram relatados
diferentes efettos terapéuticos tais como dim.inuiz;z’ié da pressfio sanguinea,
mnibiglio da proliferagfio das células do masculo liso, inibigio da agregacio
plaquetaria, inibicdo da biossintese do colesterol e estimulo & formagdo de
AMP ciclico, um agente anhinflamatério e inibidor da biossintese do colesterol.

SCHALIN-KARRILA ef af, em 1987 utilizaram o éleo de primula
( 45 mg de 4cido y-linolénico na capsula de "Efamol” ) em pacientes com
eczema atodpico observando a alteragio do quadro clinico, a composicio de
acidos graxos dos fosfolipideos do plasma e o nivel de eicosanéides circulantes.
Apbs 12 semanas de tratamento, com a ingestdo de 4 capsulas didrias, foi
observado uma significativa redugfio na severidade ¢ grau de inflamacio,
ressecamento da pele e coceira observados em pacientes eczematosos tratados
com "Efamol” quando comparado ao grupo placebo. O tratamento causou
elevagdo no nivel de dcido dihomo y-linolénico nos fosfolipideos do plasma,
enquanto que os niveis de icido araquiddnico , 4cido eicosapentaendico, PGE
originaria do 4cido dihomo y-linolénico e TXBo origindria do dcido
araquidénico ndo mostraram mudangas significativas apos o tratamento.

Numerosos estudos epidemiologicos e clinicos tem estabelecido o
papel hipercolesterolémico dos dcidos graxos saturados e o papel
hipocolesterolémico dos dcidos graxos dmega 6 ( ©6).

KRIS-ETHERTON er o/, em 1988 descreveram trabalhos de
diversos pesquisadores sobre o efeito dos niveis de lipideos noc plasma,
variando as quantidades de acidos graxos saturados, 4cidos graxos
monoinsaturados, acidos graxos da série w6 e colesterol nas dietas. A dieta
controle foi a média da dieta americana que contém aproximadamente 40% de
calorias provenientes da gordura, 13% de acidos graxos saturados e 400-500mg
de colesterol. Os mecanismos propostos pelos quais 4dcidos graxos w6
- diminyiram e 4cidos graxos saturados aumentaram o colesterol total do plasma
estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Mecanismos propostos para os efeitos dos dcidos graxos dmega 6 e
acidos graxos saturados nos niveis dos lipideos plasmaticos

Acidos graxos fmega 6
-aumentam os esterdis fecais e a excregdo de sais biliares
-induzem troca na composigdo de LDL e outras lipoproteinas que alteram seu
metabolismo
~diminuem VLDL hepético ¢ sintese de HDL
~atmentam o catabolismo fracional das apolipoproteinas A-l e A~
~decrescem a sintese e aumentam o catabolismo de apolipoproteina

Acidos graxos saturados
-diminuem a sintese hepatica ¢ a atividade de LDL receptor

Acidos graxos saturados e colesterol
~diminuem a sintese hepética ¢ a atividade da LDL-receptor
-induzem trocas na composigio de VLDL e HDL
-aumentam todas as lipoproteinas
~diminuem o tamanho dos quilomicrons

MILLER ef al em 1988 analisou o processo de conversfio
endogeno do 4acido dihomo y-hinolénico para 15-hidroxi 4cido dihomo y-
linolénico. Este composto foi relatado como um inibidor endégeno do sistema 5
¢ 12 - lipoxigenase, enzimas responsdveis pela sintese de compostos
potencialmente perigosos em doengas cardiovasculares, tromboxana A- e
leucotrienos By, originados do acido araquiddnico. O nivel deste inibidor foi
aumentado pela administragio de 4cido vy-linolénico ou écido dihomo y-
imolénico,

De acordo com HORROBIN, 1992, os efeitos desegjaveis da
administragio de dcido y-hinolénico, podem ser resumidamente atribuidos a
quatro mecanismos basicos :

1 - Ao aumento do nivel dos 4cidos graxos da série »-6,especialmente o 4cido
dihomo y-linolénico e Acido araquiddnico como componentes estruturais das
membranas celulares.

2 - Obtengdo da PGE originada do dcido dihomo y-linolénico.
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3 - Conversio do acido dihomo y-linolénico para 15-hidroxi - acido dihomo y-
hnoiénico.

4 - Efeitos bioquimicos dos proprios dcidos graxos da série n-6, independente
da incorporagio dentro de elementos estruturais ou da conversio paras
eicosandides.

KEEN, ef al em 1993 compararam o efeito de placebo e acido y-
linolénico nos sintomas de neuropatia diabética em 111 pacientes durante o
periodo de um ano. O tratamento consistiu da ingestdo de capsulas de
"Epogam” (medicamento prescrito para tratamento de eczema atopico nos
Estados Unidos e paises europeus,obtido do dleo de primula) resultando uma
dose total de 480 mg/dia de acido y-linolénico. As cépsulas de placebo
aparentemente idénticas continham parafina. Os parfimetros neurofisiologicos
analisados tais como velocidade de condugiio do nervo motor, potencial de agéo
do nervo sensorial, potencial de agfio do musculo, reflexo tendinoso ¢ os
sintomas neurologicos decorrentes da diabete insulina-dependente e diabete
insulina-independente se mostraram significativamente superior ao placebo. A
consisténcia entre todos os resultados obtidos, climicos, térmicos ¢
neurofisiolégicos indicaram que o tratamento néo foi afetado por parimetros
isolados. O 4cido y-linolénico foi capaz de prevenir diferentes sinfomas e em
alguns casos reverter as condigfes. Nenhum efeito bioquimico ou clinico
indesejavel fot atribuido ao tratamento com 4cido y-linolénico na quantidade
“especificada no experimento.
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2.2 - Lipideos em fungos

Acidos graxos sfo produzidos por todos os organismos vivos e
potencialmente representam a mais abundante classe de lipidecs na natureza,
Entretanto, os acidos graxos ndo ocorrem na forma lvre, mas como componentes de
Lipideos mais complexos, sendo encontrados esterificados ao acilglicerol {in, di, ¢
monoactiglicerol), fosfolipideos, ghicolipideos, esfingolipideons e ésteres de esterdides.

A maioria dos acidos graxos presentes em fungos sdo de dezesseis ou
dezoito atomos de carbono contendo variaveis graus de insaturagfo. O 4cido palmitico
(16:0) ¢ o 4cido graxo saturado predominante e o oleico (18:1) ¢ linoleico (18:2) os
insaturados predominantes. A proporgio de linoleico € mais alta em fungos do que em
leveduras, as quais geralmente possuem acido oleico como sendo o principal dos
acidos graxos insaturados de sua constituigio.

A grande diversidade de acidos graxos detectados em fungos foi relatada
por SHAW em 1966, mostrando que sob este aspecto a maior diferenga entre
procariontes ¢ fungos filamentosos ¢ outros eucariontes, estd no fato de que bactérias
e outras células procariotas nfo sintetizam 4cidos graxos poliinsaturados
(poliendicos), exceto algumas algas azuis € verdes, ao passo que esses acidos podem
ser encontrados em todas as células eucariotas.

A presenga de Acidos graxos poliinsaturados em fungos tem recebido
uma atengio especial nos ultimos anos devido aos efeitos benéficos em doengas
cardiovasculares, hipertensfio, inflamagfo, artrite, psoriase e clncer atribuidos aos
jcidos graxos ®3 ¢ w6 em especial o acido eicosapentaendico (20:5 ®3), acido
docosahexaendico (22:6 w6) e acido vy-linolénico (18:3 wd). O interesse em
incorporar acidos graxos poliinsaturados na dieta humana tem levado 4 busca de
fontes alternativas de produgfo, as quais foram relatadas por YONGMANITCHAIL &
WARD em 1989. Certas espécies de fungos sfio altamente promissoras por serem
capazes de produzir altos niveis de 20:5 03, 22:6 ©3 e 18:3w6, como Moriierella sp,
Conidiobulus  nanodes,  Entomorphthora  exiiglis, Saprolegnia  parasitica,
Cunninghamella  japomica ¢ fungos marinhos do género Traustochyirium e
Schizochytrium (KENDRICK & RATLEDGE, 1992b),

Os lipideos ocotrem em fungos como constituintes de membranas,
componentes da parede celular, material de reserva ¢ em alguns casos como
compostos extracelulares. A proporcdo de lipideos de membrana e material de reserva
e os tipos de lipideos encontrados em fungos sfo determinados pelas condigBes de
crescimento ¢ fase de desenvolvimento.
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Lipideos extraidos de organismos vivos, sfo normalmente misturas
complexas de ¢steres de alto peso molecular. Essas misturas podem ser separadas em
fracBes lipidicas neutras ou polares. Lipideos neutros comuns sfo os triacilgliceréis,
esterdides e esteres de esterdides. Lipideos polares predominantes sfo os fosfolipideos
¢ glicolipideos. A proporcio de cada fragdo depende do organismo e das condigbes de
cultura,

A classe acilglicer6is compreende os mams importantes lipideos de
armazenamento dos fungos filamentosos. As proporgdes entre i, di e
moneacilglicerol estdio sujeitas as variagdes dependendo do ciclo de vida do fungo,
das espécies e dos fatores ambientais,

Usualmente a mais abundante classe de lipideos extraida de fungos é a
de triacilglicerol, onde suas propriedades e mportincia sf#o  governadas
principalmente pelos tipos de dcidos graxos em sua constituigiio, e em parte pelas trés
posigdes diferentes que ocupam os acidos graxos na molecula de glicerol. A
ocorréncia de diacilglicerol € monoacilglicerol ¢ mais rara enfre os fungos, possuindo
importincia particular como precursores de triacilglicerdis e outros complexos
lipidicos.

Existem fortes evidéncias da ocorréncia de 4cidos graxos livres em
fungos em determinados estagios de desenvolvimento. A presenga de ésteres etilicos e
metilicos de dcidos graxos, assim como 4cidos graxos livres foram reportados em
micélio de Rhizopus arrhizus (WEETE et al, 1970).

Outros componentes lipidicos, considerados abundantes em fungos séo
os fosfolipideos e os glicolipideos que estio associados s membranas,

De maneira geral, a maioria dos fosfolipideos encontrados em
microorgamismos sdo : fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamima, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, fosfatidilghcerol e cardiolipina. Nos fungos filamentosos a
fosfatidilcolina é o componente mais abundante, seguida da fosfatidiletanolamina ¢
menores quantidades de fosfatidilinositol.

As fungBes dos fosfolipideos estdo principalmente associadas com a
membrana celular, tendo wma forte ifluéncia nas atividades celulares através do
controle de permeabilidade da membrana e das atividades enzimdticas ligadas a esta
membrana.

WEETE em 1970, relatou que o micélio de Rhizopus arrhizus possul
26% de fosfatidileolina, 48,3% de lisofosfatidilcolina e 48% de fosfatidiletanolamina.
Em 1985, o mesmo autor detecton quantidades apreciaveis de acido fosfatidico no
citossomo de Mucor rouxii, um possivel local de biossintese de fosfolipideos e
desenvolvimento de membranas.
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MUMMA er ol em 1971, relataram que os lipideos polares de fungos
termoéfilos sfo geralmente mais saturados que os lipideos neutros e consideravelmente
mais saturados que os lipideos polares de espécies mesofilas. Fspécies mesdfilas
contém principalmente 16:1, 18:2 e 18:3, enquanto espécies terméfilas incorporam
16:1 e 16:2 em seus lipideos polares.

DEVEN & MANOCHA, em 1975 ¢ 1976 encontraram diferencas no
grau de insaturagiio de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e difosfatidilglicerol de
Choanephora curcubitarum tefletindo principalmente na porcentagem de 4cido y-
linolénico. O grau de insaturagio de vérias fragBes de lipideos diminuia com aumento
da temperatura, luz, pH e idade da cultura. A diminui¢fo de 4cido y-linolénico, o
principal componente dos fosfolipideos, era acompanhada por um aumento de acido
palmitico e em menor exfensfio do acido oleico com a elevagfio da temperatura,

CHAVANT ef af em 1979 relataram a variagio na proporgdo das classes
de fosfolipideos em adaptagfio as diferentes temperaturas do fungo psicréfilo Mucor
mucedo. A biossintese de fosfatidilcolina e fosfatidiletanclamina aumentou com 2
incubagfio do fungo na temperatura de 12°C apds um periodo de crescimento a 22°C.

Glicolipideos sfo complexos lipideos que ndo tem sido muito estudado
em fungos, e ¢ relativamente pequeno o conhecimento sobre sua ocorréncia e fungBes
NESSEs Organismos.

Alguns glicobpideos podem servir como reserva de acidos graxos,
outros aparecem como reservas endégenas nos esporos e seu metabolismo parece ser
dependente da dorméncia reprodutiva dos esporos (BRENNAN ¢ ol, 1974),

Glicolipideos contendo uma molécula de esterol sfo praticamente
ausentes na matoria dos fungos filamentosos. Uma excegfio foi relatada por DEVEN
& MANOCHA, em 1975. Fot detectada a presenga de glicosidios-esterdis e de
galactosildiactlglicerol em Choanephora curcubitarum constituidos principalmente
por 4cidos graxos 16:0, 18:0 ¢ 18:3 apds 16 horas de crescimento & 23°C. A
comparacio da composigio de acidos graxos da fragio de lipideos polares de culturas
de Choanephora curcubitarum apés crescimento a 15, 23 e 37°C por 48 horas
demonstron haver wma diminuigdo no graw de insaturagio com elevagio da
temperatura. Os ghicolipideos, em especial, o galactolipidio mostraram-se mais
sensivels as alteragBes em resposta 4 mudanga de temperatura do que os outros
lipideos polares.
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Lipideos pertencentes a classe dos esfingolipideos, tais como ceramidas,
cerchrosidios, glicostlceramidas e glicofosfoesfingolipideos foram detectados em
guantidades muito pequenas em um reduzido ndmero de fungos. A deteccio &
geralmente dificultada devido as diminutas quantidades presentes (0,2 - 0,7% do peso
seco do fungo) e aos proprios riscos de alteragSes durante os procedimentos de
extraciio (LOSEL er al, 1988).

Qs esfingolipideos parecem ser componentes de membrana ¢ parecem
estar associados com plasmalema e desenvolvimento da parede celular.

Esterois podem ocorrer em fungos sobre a forma livre, como ésteres de
esterol ou como glicosidios-esterdides. Estes compostos sfio importantes na
arquitetura das membranas podendo também regular a permeabilidade através da
viscosidade interna ¢ movimentagfio molecular dos hipideos presentes na membrana.
Tais compostos sfo requeridos por algumas membranas para a reproducio sexual e
podem estimular o crescimento em culturas acradas. Alguns fungos requerem esterdis
para uma atividade 6tima de certas enzimas como a ATPase (WEETE, 1980).

Esterdis estfo presentes na maioria dos microorganismos eucariotos
exceto em condicdes anaerdbicas quando, em principto, os esterdis nfo podem ser
biossintetizados, uma vez que a introducfio do grupo 3-hidroxil é uma reagiio que
requer oxigénio (NES, 1977).

O ergosterol compde a matonia dos esterdis de fungos e leveduras, vindo
frequentemente acompanhado de alguns outros esterdis em baixas proporgbes. A
composigio de acidos graxos nos ¢steres de esterol de fungos apresentam cadeias de
14 a 18 carbonos, esterificados primariamente para ergosterol (WASSEF, 1977).

O contetdo de esterdis de alguns microorganismos € altamente sensivel
a concentragio de aglicar e carbono usados. Em geral, alto contetido de ergosterol esta
associado as condigBes anormais de crescimento ou a condigles de “stress”, como
temperaturas muito baixas ou muito altas, exposigio a fungicidas ou a outras
substincias toxicas.

SAFE & CALDWELL em 1975 detectaram a presenga de esterdis na
patede celular do fungo filamentoso Mucor rouxii, tais como episterol, 22-
dihidroergosterol ¢ ergosterol.

Carotendides ocorrem em aproximadamente 60% dos fungos, como
revisto po WEETE, em 1980 sobre a estruturs, biossintese e distribuigiio de
carotenodides fingicos. O principal carotendide encontrado € o f-caroteno detectado
em quantidades apreciaveis nos fungos.
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A sinfese de carotendides em Zygomycefes tem sido de particular
interesse com respeito 4 produgo industrial de B-caroteno para uso como corante em
alimentos ou como precursor da vitamina A. Os fungos Blakeslea trispora,
Phycomyces blakesleeanus e Mucor mucedo tem sido relatados como ricas fontes
produtoras destes compostos,

A presenga de carotendides em virios tipos de estruturas reprodutivas
tem sido associadas com resposta 4 luz ¢ fotomorfogénese dos fungos, assuntos que
temn levado a muitos tipos de estudos fisiolégicos.

A composigiio de dcidos graxos e o actmulo de lipideos totais pode,
portanto, apresentar-se de forma wvariada, fanto qualitativamente como
quantitativamente, em diferentes microorganismos. Esta variagio pode estar na
dependéncia de fatores genéticos ¢ também de fatores ambientais. A influéncia de
fatores ambientais, tais como idade da cultura, temperatura de incubagio, oxigénio e
condigbes nutricionais, sobre a composigio de 4cidos graxos foram relatados por
varios autores (RATLEDGE, 1982; LOSEL er o/, 1988; YONGMANITCHAI &

WARD, 1989).

Diferentes estudos tem evidenciado que os fungos podem responder as
variagbes de temperatura de crescimento através da alteragfio na composicio de seus
acidos graxos, particularmente no que se refere ao grau de insaturacio.

Estudos comparativos realizados por SUMNER ef of, em 1969 com
diferentes fungos da ordem Mucorales (Zygomycetes), mostraram que especies
psicréfilas (10-20°C), meséfilas (20-25°C) e termotolerantes (40-50°C) possuem grau
de insaturagiio similar, enquanto lipideos de espécies terméfilas (40-50°C) eram
sipgnificativamente menos insaturados.

Uma completa investigaglio da relagio entre composigio de acidos
graxos ¢ temperatura de adaptagio foi realizado por MUMMA er af em 1970,
utilizando microorganismos das espécies meséfilas e terméfilas de Chaeronium,
Humicola, Stilhella, Sporoirichum e Mucor para comparagiio. Os fungos mesdéfilos
que cresciam a 25°C mostraram um maior grau de insaturagfio nos lipideos formados
que as espécies termofilas correspondentes que cresciam a 45°C.

O aumento da sintese de acidos praxos insaturados em temperaturas
baixas for relatado por SHIMIZU e seus colaboradores em 1989, que detectaram que
algumas espécies de fungos Mortierella sfio capazes de produzir acidos graxos
poliinsaturados, em especial o 4cido eicosapentaendico (20:5 ®3) somente em baixas

temperaturas (12°C) Este fungo utiliza a rota 6mega 6 (w6) para a biossintese de
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acidos graxos poliinsaturados, como 4acido y-linolénico (18:3 w6) e &cido
araquidonico (20:4 »6); a detecgio de um acido graxo poliinsaturado da rota o3
levou a suposi¢do pelos autores da existéncia de uma enzima (Al17-desaturase) que
seria formada ou ativada em adaptago ao frio, para catalizar a desaturacfo do final
metilico da cadeia do 4cido araquiddnico (wd) para converté-lo A dcido
eicosapentaendico (m3), de acordo com a figura 1.

Figura 1 - Rota de biossintese de acidos graxos poliinsaturados de fungos do género
Mortierella
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Fonte - SHIMIZU er of, 1989,

Por outro lado, alguns autores (MUMMA ef al, 1970 ¢ 1971 ¢
FEOFILOVA ef af, 1989) tem sugenido que o aumento da insaturacfio dos lipideos
com a diminunigdo da temperatura de crescimento do microorganismo seja devido a
necessidade de adaptagio ds variagOes das condigdes ambientais. Fosfolipideos sfo
componentes estruturats de membrana altamente especializados capazes de alterarem
estruturalmente com a fungdo de manter a fluidibihidade da membrana em resposta as
variagSes ambientais, principalmente a temperatura.

O grau de msaturagio dos acidos graxos das fragdes de fosfolipideos,
acidos graxos lvres e triactlghcerdis diminui com o aumento da temperatura. Em
todos os microorganismos relatados os fosfolipideos sfio mais insaturados que os
dcidos graxos livres, 05 quais por sua vez sdo mais nsaturados que os triacilghiceréis.
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Embora o contetido de acidos graxos poliinsaturados tenda a aumentar
em temperaturas menores, a taxa de crescimento e a biomassa sdo usualmente
reduzidas, o que resulta na diminuigio de produtividade dos 4cidos graxos
poliinsaturados requeridos.

A presenga de oxigénio ¢ essencial para as reagdes de desaturagio na
sintese de 4cidos graxos poliinsaturados, As alteragBes que ocorrem no grau de
insaturagfo dos lipideos em resposta as mudangas de temperatura foram interpretadas
por SUMNER ef al, em 1969 em termos de disponibilidade e solubilidade do oxigénio
no meio de cultura em diferentes temperaturas. Devido ao aumento da solubilidade do
oxigénio 4 baixas temperaturas, uma maior quantidade de oxigénio estaria disponivel
para ser utilizado pelas enzimas dependentes de oxigénio que catalisam a desaturagfio
dos acidos graxos de cadeia longa.

Os fungos Mucor genevensis ¢ Mucor rouxii quando submetidos as
condigBes anaerdbicas de crescimento, produziram baixas quantidades «de acidos
monoendicos e aproximadamente 70% dos 4cidos graxos totais tinham o comprimento
da cadeia menor que dezesseis dtomos de carbono (SAFE, 1973).

A idade da cultura também ¢ um fator que pode alterar a porcentagem
de 4cidos graxos poliinsaturados, ja que estes miCroorganismos assim como oufros
organismos vivos tendem a estocar sua fonte de energia na forma de lipideos. Estes
sofrem gradativa diminuicio em fungdo do tempo da cultura ¢ com a escassez
nutricional (LOSEL ef al, 1988).

Os componentes do meio de cultura sfio fatores essencials que
determinam a proporgio de acidos graxos saturados e insaturados em fungos ¢ outros
microorganismos. VariagBes das fontes de carbono no meio de cultura foram capazes
de alterar de 14,0 para 7,1 a porcentagem de lipideos totais em relagio 4 biomassa
seca de Mucor ramarmiana quando era utilizado ghcose ou maltose, respectivamente
(SAIBIDOR ef al, 1988).

LINDBERG & HANSSON em 1991 detectaram uma produtividade
maior de acido y-linolénico em culturas de Muwucor sp quando no meio de cultura
estava presente o amido on amido hidrolizado comparado & glicose.

Carboidratos sfio relatados como os melhores subsiratos para
crescimento ¢ produgio de lipideos pela maioria dos fungos.

Tipos diferentes de fontes de nitrogénio sfio também capazes de alterar a
produgio de lipideos dos microorganismos, embora o principal fator de controle seja a
relagio Carbono/Nitrogénio (C/N). Altas taxas de C/N foram relatadas por
TORNALOVA et al em 1992 como um importante fator para aumentar a producgio de
lipideos totais. A andlise do micélio de Mucor sp apos 72 horas de crescimento em
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meto de cultura liquido resultou em 22,4 ¢ 37,2g de ésteres metilicos de 4cido y-
linolénico por 100g de lipideos totais para as taxas C/N de 20:1 e 40:1
respectivamente,

A adigfo de 4cidos graxos livres, como palmitico e estedrico ao meio de
gultura foram relatados por RADWAN & SOLIMAN, em 1988 como um estimulo &
produgfio do acidos graxos poliinsaturados por fungos. Algumas espécies de fungos
do solo, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, FPaecilomyces, Trichoderma,
Cladosporium e Stachybotrys foram analisados, e nflo apresentaram o &cido
araquiddnico em sua composicdo gquando crescem em metos de cultura sem dcidos
graxos livres.

A adigdo de ions metalicos ao meio de cultura aumentou o contetido de
acidos graxos poliinsaturados em Mortierella ramanniona var angulispora. Este
fungo foi capaz de acumular mais lipideos quando o meio foi suplementado com os
fons cobre e zinco (HANSSON & DOSTALEK, 1988).

Algumas pesquisas tem sido feitas com o infuito de comparar a
composigio de 4cidos graxos dos estdgios vegetativos e teprodutivos no
desenvolvimento de fungos. Lipideos dos esporos de espécies de Mucor ¢ Rhizopus se
mostraram mais saturados que lipideos obtidos do micélio (SUMMER & MORGAN,
1969), Os dados sobre mudangas qualitativas na composiciio de acidos graxos
acompanhadas da morfogénese e produgfio de esporos sdo bastantes raras,
provavelmente devido ao nimero limitado de investigages neste aspecto,

Algumas contribuigdes sobre a correlagfio, composigio de acidos graxos
¢ taxonomia de fungos foram feitas por WEETE em 1980 e TYRREL em 1967 ¢
1971.

Estudos com Ascomycetes, Basidiomycetes e fungos imperfeitos
comprovaram anteriormente que nos membros destas classes inexiste o acido y-
linolénico; ou outro polinsaturado qualquer pertencente a rota dmega 6. Os Acidos
graxos saturados mais comumente encontrados sfo : miristico (14:0), palmitico (16:0)
¢ estedrico (18:0) e os insaturados , oleico (18:1) e linoleico (18:2). Dos acidos graxos
triinsaturados detectados, o mais comum foi o dcido o-lnolénico. Em contrapartida,
fungos pertencentes a classe Phycomycetes sertam capazes de biossintetizar acido y-
linolénico ¢ outros acidos graxos pertencentes a rota domega 6 (SHAW, 1965).

A presenga dos 4cidos y ¢ a-linol€nico nos diferentes grupos de fungos
ndo pode ser considerada uma diferenca bioquimica fundamental entre as classes de

22



Phycomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes e fungos imperfeitos. SAFE &
BREWER em 1973 analisaram a composigio de acidos graxos de Chatomium
cochiliodes (Ascomycetes) e identificaram a presenga de acido y-linolénico entre os
acidos graxos de sua constituigéo,

O fungo imperfeito Dactylaria sp também mostrou possuir o 4cido y-
linolénico, em sua constituigho (SUMNER & EVANS, 1971), colocando em ditvida a
interpretacdo filogenética proposta por SHAW em 1965,

Outros fungos pertencentes & classe Phycomycetes (Zygomycetes), em
especial de ordem Mucorales tem sido relatados como produtores de acido y-
linolénico, indicando a possibilidade de somente desaturar junto ao final metilico do
acido linoléico (entrada rota dbmepa 6) e impossibilidade de elongar este acido graxo.

O fungo Pythium ultimum  (ordem  Peronosporales, subclasse
Comycetes), for descrito como bom produtor de acidos graxos poliinsaturados do tipo
acido araquidonico e acido eicosapentaendico, embora nfio ultrapasse os niveis
obtidos por SHIMIZU et o/, em 1988 com Mortiere/la alpina. Outros poliinsaturados
como acido a-linolénico, 4cido dihomo-y-linolénico e dcido y-linolénico apareceram
em quantidades expressivas. A presenga destes acidos indicam que este fungo contém
enzimas tanto da rota dmega 6 como da rota 6mega 3 (BOWMAN & MUMMA, 1967
e GANDHI & WEETE, 1991).

A analise de fungos marinhos, como Thraustochytridium roseum, T.
aureum, (ordem Lagenidiales, subclasse Oomycetes) e Schizochytridium aggregatum
comprovam que estes fungos sfio também capazes de sintetizar dcidos graxos
pertencentes as duas rotas. Quantidades aprecidveis do acido eicosapentaendico (4,1 -
6,1% em relagio ao total) e em especial do acido docosahexaendico (10,8 - 34,1%)
foram obtidos (ELLENBOGEN & ARONSON, 1969).

Saprolegnia parasifica (ordem Saprolegniales, subclasse Oomycetes),
um parasita do peixe, da mesma maneira que Mortierella alpina produzem o 4cido y-
linolénico e 4cido araquidOénico como principais intermedidrios no caminho
biossintético para acido eicosapentaendico. A desaturagio do final metilico de 6mega
6 para dmega 3 nflo ocorre em Acidos graxos com C18, mas ¢é especifico para
poliinsaturados C20. O 4cido arquiddnico ¢ o precursor direto do 4cido
eicosapentaendico via Al7-desaturase (GELLERMAN & SCHLENK, 1979).

O actmulo lipidico pode, portanto apresentar-se de uma forma variada,
tanto qualitativamente como quantitativamente, em diferentes microorganismos. A
eficiéneia e a porcentagem de lipideos que um microorganismo é capaz de produzir
sobre o ponto de vista industrial foram analisados por RATLEDGE, em 1982 com
uma especial atengfio aos fungos filamentosos, Foram citados cerca de 50 espécies
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ditas "oleoginosas”, contendo acima de 25% de contelido lipidico em seu micélio. O
autor postulon que a chave da oleogenicidade parece residir na presenca de uma
enzima : ATP - citrato lase detectada em alguns fungos que cresceram em condigdes
limitadas de nitrogénio ou outros nutrientes. Disto resulta uma elevagio de ATP,
redugio de AMP e obtencfio de dcidos graxos a partir de Acetil-Coenzima A originada
da clivagem do citrato por esta enzima. Quando a carga energética é muito alta, ( alta
concentragio de ATP ) o citrato nfio pode ser oxidado pelo Ciclo de Krebs, em virtude
da inibicdo da enzima Isocitrato desidrogenase, e sera cindido & custa de ATP numa
reaglio catalizada pela Citrato liase a Oxaloacetato e Acetil-CoA precursora dos
dcidos graxos.

A andlise enzimatica de alguns fungos determinaram que
Entomophotora exitalis, Conidiobolus nanones e Mortierella alpina-peyron possuem
a enzima ATP- citrato liase. Estes trés fungos sfio oleoginosos devido ao actmulo de
alta porcentagem de lipideos (25%, 26% ¢ 38% p/p lipideos por biomassa seca
respectivamente). Nenhuma atividade enzimética fol encontrada nos fungos marinhos
Thraustochytridium roseum, 1. aureum, e Saprolegnia parasitica, espécies nfo
oleoginosas (KENDRICK & RATLEDGE, 1992b).
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2.3 - Produgiio de dcido y-linolénico por fungos

ERWIN & BLOCH, em 1964 miciaram estudos sobre as
diferengas de estrutura ¢ biossintese dos dcidos graxos msaturados de diferentes
grupos de microorganismos. A biossintese de 4cidos graxos monoinsaturados
por desaturagiio oxidativa, na qual ésteres de acido cis-A9-monoendico de
Coenzima-A sdo desaturados por enzimas que requerem O, num processo
aerdbico, ocorre numa grande variedade de microorganismos, como leveduras,
fungos, algas primitivas, certas bactérias ¢ em tecidos animais. O caminho
biossintético onde o sistema de sintetase de Acidos graxos procede
anaerobicamente originando 4cidos monoendicos por uma [ e y-dehidratagio
de B-hidroxi Acidos de cadeta média e subsequente elongacio da cadeia dos
resultantes 3-enoatos, parece mais raro, sendo encontrado em cerlas
Eubactérias, como Pseudomonas ¢ Lscherichia coli. Plantas e certos protistas
fotossintéticos, como algas verdes utilizam um outro caminho biossintético que
até o momento é obscuro. A biossintese de acidos graxos poliumsaturados fo
classificada pelos autores em duas categorias principais : Via biossintética
presente em plantas, representado pelo acido linoleico e o-hinolénico, os quais
sio os principais constituintes poliinsaturados de tecidos verdes e plantas
superiores & Via biossintética presente em animais representado pelo acidos y-
linolénico e poliinsaturados C20 e C22, como o &cido araquidbmico. Os
diferentes grupos de microorganismos podem se encaixar em ambos os
caminhos. De maneira geral, fungos, leveduras e algas verdes utilizam a via
biossintética presente em plantas, enquanto protozodrios, amebas ¢ ciliados
sintetizam Acidos poliinsaturados pela via biossintética presente em animais,

SHAW, em 1965 analisou a composigio de acidos graxos
por cromatografia gas-liquido de trinta e uma espécies de fungos cultivados em
meio de cultura sem lipideos. Dezessete fungos pertenciam & classe
Ascomycetes, cinco pertenciam aos Basidiomycetes e nove eram
Phycomycetes. Todas as espécies de fungos Phycomycetes estudadas
apresentavam em sua composi¢io o 4dcido y-linolénico em concentracdes
variaveis como 5,4% em relagfio aos 4cidos graxos totais encontrado em
Phycomyces blakesleeanus, 15,6% e 13,7% em Rhizopus stolonifer ¢ Mucor
Javanicus respectivamente, Nenhuma das espécies apresentou acide a-
linolénico. Contrario aos Phycomycetes, o 4cido y-limolénico ndo fazia parte da
constituicio de Acidos graxos dos Ascomycetes e Basidiomycetes, nos quais
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houve predominincia do 4cido o-linolénico. No fungo Borrytus cinereq,
pertencente a classe Ascomycetes, foi detectado 41,7% de acido a-linolénico
em relagdo aos 4cidos graxos totais, enquanto que em poucoOS Casos a
quantidade de 4cido y-linolénico excedeu a 10% entre os Phycomycetes. Esta
diferenca estaria relacionada com a propria habilidade genética das diferentes
classes de fungos quanto a biossintese de determinados acidos graxos em sua
composigio.

SHAW, em 1966 investigou a presenga do é4cido v-
linolénico nos fungos Phycomycete Curminghamella blakesleeana ¢ Rhizopus
arrhizus. A composigio qualitativa de 4cidos graxos dos fungos for muito
similar, diferindo na porcentagem de acido y-linolénico. Cunninghamella
blakesieeana apresenton 13,9% de 4cido y-linolénico em relagiio aos acidos
graxos totais; o dobro da porcentagem presente em Rhizapus arrihizus, quando
incubados a temperatura de 30°C por 7dias. A temperatura de incubagfio causou
significativas mudangas nestas porcentagens, resultando numa diminuigio para
8,5% de acido vy-linolénico em (. blakesleeana quando a temperatura de
incubagdo foi de 37°C. O tempo de incubagdio causou pequenas flutuagdes na
composigio de dcidos graxos, caracterizado por um pequeno aumento do acido
linoleico ¢ diminuigfo do 4cido oleico. Entretanto este fator foi o responsavel
pela variagfo da quantidade de lipideos totais do micélio de Rhizopus arrhizus |
obtendo um contetido maximo ( média de 190 myg de lipideos/g de biomassa
seca ) entre o quinto ¢ o sétimo dia de incubagio.

TYRREL, em 1967, objetivando correlacionar a taxonomia
de fungos do género Enfomophthora com a presenga do 4cido y-linolénico
realizou um estudo comparativo envolvendo dezessete espécies diferentes de
Entomophtora e outras espécies de Conidiobolus, Basidiobolus, Phytophiera,
Pythium e Rhizopus. O #acido y-linolénico e o #cido araquiddnico estavam
presentes nas espécies de LEniomophlora, Conidiobolus ¢  Phytophtera
injestans, entretanto, nas espécies de Basidiobolus e Rhizopus nigricans cidos
graxos poliinsaturados de C20 estavam ausentes, o que refletia no mator indice
de acido y-linolénico encontrado nestes géneros. Estes dados, de acordo com o
autor, poderiam ser aplicados na taxonomia da familia Entomophthoraceae
envolvendo a similaridade na composigio de acidos graxos dos géneros
Entomophthora e Conidiobolus e na separagio dos Basidiobolus devido a
auséneia de acidos graxos poliinsaturados com vinte carbonos.

26



ELLENBOGEN & ARONSON, em 1969 analisaram a
composi¢do de cidos graxos dos fungos marinhos, Traustochytrium roseum,
Traustochytrium aureum, Schizochytrium aggregatum e Dermocystidium sp e
do phytoflagelado Phlycrochytrium  punciatum de  agua  fresca. FEstes
UCTOOTZANISMOS apresentarar uma caracteristica diferente dos demais fungos
até entdo analisados. Mostraram-se capazes de sintetizar acidos graxos das rotas
®3 e 6. A presenga de enzimas desaturases e elongases referentes as duas
rotas, resultaram em quantidades significativas de 4cido docosahexaendico
(22:6 »3), ac1do eicosapentaendico (20:5 »3) e presenga de dcido araquiddnico
(20:4 ®6) na constituigio dos fungos marinhos. A porcentagem de acido y-
linolénico foi de ~1,4% em relacfio aos dcidos graxos totais encontrados em
Phiyciochytrium punctatum. Nos fungos marinhos os 4cidos octadecatrienéico (
o ¢ y-linolénico) foram detectados em quantidades trago. As rotas para
biossintese de 4cidos graxos imsaturados utilizadas pelos fungos estdo
representadas na figura 2,

SUMNER er al, em 1969 estudaram a composiciio de
acidos graxos de diferentes espécies de fungos da ordem Mucorales. Fungos
termotolerantes e termofilos (40 - 50°C), mesdéfilos (20 - 25°C) e psicrofilos (10
- 20°C), foram cultivados em meio smtético contendo (g/) : Glicose 20,
KHpPO4 1,0, MgS8Oy4 . THO 0,5, (NH»)»804 1,2, Succinato de sédio 5,0 ¢
suplementado com extrato de levedura 5,0, para as espécies de Muwucor. Os
fungos psieréfilos (M. strictus e M. oblongisporus) apresentaram uma faixa de
20% de lipideos totais (% p/p) e a porcentagem de Acido y-linolénico em
M.sirictus foi duplicada quando o fungo foi incubado & temperatura de 10°C
por 10dias (~ 21%). Os fungos termdéfilos (Mucor miehei) apresentaram
grandes quantidades de 4cido oleico (~ 50% em relagfio aos 4cidos graxos
totais) e pequenas quantidades de acido linoleico (~ 15%) e 4cido y-linolénico
(3-5%), enquanto os termotolerantes (Rhizopus), mesdfilos (M. ramannianas,
M. racemosus, M.mucedo e M. hiemalis) e psicréfilos mostraram em sua
composigio malores porcentagens de acido linoleico (15-24%) e Acido y-
linolénico (8-19%). A maior porcentagem de acido y-linolénico foi de 30% em
relagfio aos 4cidos graxos totais da composigio de Mucor ramannianus na
temperatura de incubagdo 25°C por 14 dias. Os fungos terméfilos também
sofreram variag@es significativas na porcentagem de 4cido y-linolénico quando
cultivados em temperaturas mais baixas.
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Figura 2 - Caminho de biossintese de A4cidos graxos pohinsaturados em
MICTOOrZanismos.
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4 N
22:5 (4,7,10,13,16) 22:5 (7,10,13,16,19)
Acido docosapentaendico Acido docosapentaendico
3
22:6 (4,7,10,13,16,19)

Acido docosahexaendico

Fonte: ELLENBOGEM, B.B. & ARONSON, 8. A., 1969.
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SUMNER & MORGAN em 1969, deram continuidade ao
estudo anterior sobre o efeito da temperatura na composi¢do de 4cidos graxos
do micélio vegetativo e esporangiosporos de fungos meséfilos, termotolerantes
¢ termofilos da ordem Mucorales. Em todas as espécies analisadas o contefido
de bipideos totais era menor na cultura de esporos comparada a cultura de
micélio. As espécies termoéfilas e termotolerantes foram submetidas as
temperaturas de incubagfio de 25° ¢ 48°C. A temperatura de 25°C resultou num
contetido de lipideos totais de 24,3% (% p/p) para o micélio de Mucor miehei, e
4,1% de acido y-linolénico em relagio aos acidos graxos totais, enquanto que
na temperatura de 48°C estes valores diminuiram para 11,9% e 2,0%
respectivamente. Nas oufras espécies de Muwcor analisadas também foi
obervado um aumento na sintese de acidos graxos msaturados guando a
temperatura de incubagdo foi de 25°C, Os fungos mesofilos analisados embora
apresenfassem um menor conteado de lipideos totais foram capazes de
sintetizar maiores proporgdes de dcidos graxos poliinsaturados (linoleico e
acido y-linolénico) comparados aos termofilos e termotolerantes.

MUMMA ef al, em 1970 deram inicio a investigagfio sobre
a relagfio entre a composi¢io de dcidos graxos de fungos termofilos e meséfilos
de espécies de Chaetomium, Humicola, Malbranchea, Mucor, Penicillium,
Sporotrichum ¢ Stilbella ¢ temperatura de incubagfio. O 4cido oleico foi
encontrado como acido graxo predominante das espéeies terméfilas, enquanto
dcido linoleico e acido linolénico (o e y) foram os mais abundantes em
mesofilos. O dcido o~linolénico estava ausente em todas as espécies terméfilas
analisadas, enquanto nas espécies mesofilas este acido graxo foi detectado no
nivel maximo de 18,5% em relagfio aos acidos graxos totais encontrados em
Humicola grisea. A porcentagem de dcido y-linolénico em Mucor globosus
{mesofilo) foi de 15,6% enquanto que em Mucor pusillus (terméfilo) este valor
foi de somente 1,1%. A presenga de acido y-linolénico foi relatado somente
para as espécies de Mucor,

SUMNER, em 1970 estudou a composigio de acidos
graxos de Blastocladiella emersonii, um Phycomycetes aquitico que possui
além do 4cido y-linolénico, outros poliinsaturados C19 ¢ C20. A fragdo dos
lipideos polares (24,4%) se mostron mais insaturada que a fragdo neutra
(75,6%) devido as altas porcentagens de acido linoleico (9,4%), acido -
linolémico (17%), acido wo-linolénico (3,1%) e principalmente 4cido
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araquiddnico (36,6%). Na fragio de lipideos neutros, o dcido palmitico (13,2%)
e o acido oleico (53%) foram os principais constituintes. A presenga dos dois
isémeros do 4cido linolénico no mesmo fungo foi pela primeira vez reportada,
indicando que a biossintese de acidos graxos em B. emersonii possa se dar
pelas rotas ©3 e 06, De acordo com o autor, a separagdo dos Phycomycetes
dos Basidiomycetes ¢ Ascomyeetes baseado na habilidade de sintetizar écidos
graxos das rotas 6 e ©3 respectivamente seria invalido, sendo necessario uma
methor anslise dos lipideos de fungos marinhos, em especial Phycomycetes
uniflagelados que tem demonstrado uma composicéo de 4cidos graxos diferente
dos fungos da mesma ordem até o presente relatado.

WEETE ef al, em 1970 analisaram as classes de lipideos
encontrados em Rhizopus arrhizus. Dos componentes lipidicos separados em
cromatografia em camada delgada (TLC), as maiores porcentagens detectadas
foram de lipideos polares (44,4%) ¢ triacilglicerol (22,1%), seguido dos esterons
(16,7%), 4cidos graxos livres (11,7%), ésteres metilicos de acidos pgraxos
{4,1%) ¢ hidrocarbonetos (1,0%). O principal hidrocarboneto identificado no
extrato Hpidico do micélio de Rhizopus arrhizus foi o esqualeno, o qual estava
ausente nos esporangiosporos do fungo sobre as mesmas condigBes de cultivo.
A distribuigio dos #cidos graxos totais no micélio e esporangiosporos
mostraram grandes similaridades. Os 4cidos graxos predominantes foram o
eido oleico e linoleico e também foi encontrado quantidades consideréveis do
acido lignocérico (C24).

TYRREL, em 1971 para comprovar a correlagdo dos
géneros Entomophthora e Conidiobolus realizou um estudo envolvendo treze
espécies diferentes de Conidiobolus. A pomposigio de éacidos graxos das
espécies de Conidiobulos estudadas continuaram similares em complexidade e
constituigho com os outros membros da familia Entomophthoracea relatados
anteriormente pelo autor (TYRREL, 1967). Nas espécies de Conidiobolus
heterosporus e Conidiobolus denaeosporos foram relatados acidos graxos de
cadeia ramificada da série iso e anieiso de acidos graxos. De acordo com 0
autor, o significado da composigio de 4cidos graxos na taxonomia de fungos
pode ser comsiderado desde que fatores como meio de cultura, tempo e
temperatura de incubagdo e idade fisiologica da cultura sejam controlados para
obtenchio de resultados reprodutivos que possam ser usados em associago com
outros dados disponiveis para taxonomia de fungos.
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SUMNER & EVANS, em 1971 analisaram a composigio
de dcidos graxos de algumas espécies mesdfilas e termotolerantes de fungos
imperfeitos. Os 4cidos graxos detectados nas espécies de Dactlaria e
Scolecobasidium  se  mostraram  similares na  composi¢io, contendo
principalmente 4cido palmitico, acido estearico, dcido oleico e linoleico,
enquanto 4cido ldurico, miristico, palmitoleico e araquidico ocorreram em
pequenas quantidades. Quantitativamente a diferenga se deu devido ao maior
grau de insaturagdo dos lipideos dos mesofilos caracterizados pelos altos niveis
de 4cido limoleico. A composicio de 4cidos graxos do fungo Dactylaria
ampulliforme mostrou a presenga de um 4cido triendico ausente nas espécies do
mesmo pénero e nas espécies de Scolebasidium examinadas. A detecglo do
cido y-linolénico confirmado por CG-MS, foi relatado como importante fator
de questionamento taxondmico da ocorréncia deste dcido graxos em fungos
imperfeitos, colocando em divida a afirmativa de SHAW (1965). Seriam
necessarios maiores estudos com outros géneros para confirmar a composigio
de 4cidos graxos, ou de acordo com o autor a ocorréncia do acido y-linolénico
neste fungo poderia ser em decorréncia de uma idiossincrasia filogenética.

ANEKWE & DUBAL, em 1971 analisaram a composigio
de acidos graxos dos triacilglicerdis e fosfoglicerideos de Glomerella cingulata
apds 1.5, 2, 3, 4 ¢ 6 dias de incubagio 4 22°C. Por quantificagio das classes
de lipideos separados em cromatografia em coluna de 4cido silicico foi possivel
observar que o méximo conteddo de glicerideos se deu entre o segundo e
terceiro dia de incubagfio (1,8 mg/ml de triacilglicerol e 2,0 mg/ml de
fosfoglicerideo). A composi¢io de acidos graxos mostrou significativas
diferencas em relagio ao tempo de incubagfio, onde o maximo obtido se den
entre o segundo e o terceiro dia, apesar do crescimento do fungo ser mator no
sexto dia de incubacfo. Os dcidos graxos do tipo C14, C16 ¢ C18 saturados e
insaturados estavam presentes no fungo, diferindo guantitativamente em cada
dia de incubacéo.

Em 1971, MUMMA e/ al compararam o gras de
insaturacfo dos lipideos neutros e polares de fungos terméfilos e mesofilos de
espécies de Chaetomium, Humicola, Malbranchea, Mucor, Penicillium,
Sporotrichum ¢ Stilbella mantendo a temperatura de incubagio de 25°C para
meséfilos e 45°C para termofilos. Os lipideos totais obtidos de cada
microorganismo apos extragio com cloroformio e metanol foram fracionados
em lipideos neutros e polares por cromatografia em coluna de acido silicico. As
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fragfes foram esterificadas com BF3-Metanol ¢ analisadas por cromatografia
gasosa. Os autores relataram que os lipideos polares de algumas espécies
termofilas eram mais saturados que a classe de lipideos neutros, com excegiio
de Mucor pusillus o qual mostrou um indice de insaturagdo ( USI-duplas
ligagoes/mol de Acido graxo) de 0,94 para a fragfio polar e 0,88 para a fragfio
neutra, Nas espécies mesofilas os lipideos polares (1,32USI) eram mais
insaturados que os lipideos neutros (1,14 USI). Entre as espécies analisadas , os
lipideos polares dos terméfilos eram mais saturados que os correspondentes
lipideos dos mesdfilos. A porcentagem de 4cido y-hinolénico detectado em
Mucor globosus (espécie mesdfila) for de 12,3% em relagfio aos acidos graxos
totais da fragfo de lipideos neutros ¢ 25,7% nos lipideos polares e em Mucor
pusillus foi de 1,5% e 1,4% respectivamente. Os dcidos graxos insaturados
comn y-18:3, o-18:3, 18:2 e 16:1 foram detectados na fragfio polar, enquanto
acidos graxos saturados, como 16:0 e 18:0 foram detectados em maior
porcentagem na fraclo neufra das espécies mesofilas. Algumas espécies
termdfilas incorporaram preferencialmente 4dcidos graxos saturados em seus

lipideos polares.

BRUSZEWSKIL, ef af, em 1972 obtiveram dados
consistentes com 0s anteriores numa posterior analise da composigio de acidos
graxos de fungos terméfilos. Quando Myriococcum albomyces, Mucor miehei,
Papulaspora  thermophila, Rhizapus sp, Thiclavia termophila e Torula
termophila foram mcubados em cultura cstacionaria a 45°C durante 4 dias
apresentaram uma predomindncia de acidos graxos saturados do tipo 16:0 e
18:0 em todas as classes de lipideos analisadas. O grau de insaturacfio foi
calculado pelo nimero de duplas ligagdes por mol de 4cido graxo (Indice de
msaturagio-US]). Os lipideos totais continham uma média de 0,96 USI,
enquanto os lipideos neutros e polares era de 0,86 USI e 0,84 USI para as
espécies termofilas analisadas. A presenga de acido y-linolénico foi detectada
nas fragdes polares e neutras de Mucor michei e Rhizopus sp.

SAFE & BREWER, em 1973 analisaram a composi¢io de
acidos graxos do fungo Chaelomium cochiliodes (Ascomycetes) quando
cultivade em trés diferentes meios de cultura. O interesse no estudo deste fungo
estava relacionado a produgdo de antibidticos, o qual nfo foi afetado
drasticamente com a variagdo do meio de cultura, A andlise das fragdes de
lipideos presentes, detectaram a presenca de triacilplicerol, diacilglicerol,
esterdis (ergostercl e dehidroergosterol) e acidos graxos livres. Os principais
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4cidos graxos presentes nas fragBes foram palmitico, oleico e linoleico, com
menores quantidades de dcido laurico, miristico, palmitoleico e acido v-
linolénico. A porcentagem das fra¢Bes de lipideos ¢ dos dcidos graxos da
constituigdo do fungo sofreram alteragdes frente a composi¢do varidvel dos
meios de cultura. O meio de cultura contendo em sua composigio sacarose,
nitrato de sédio, agua de maceragio de mitho e fons metalicos favoreceram a
obtengdo de quantidades significativas de triacilglicerol, diacilglicerol, esterbis
livres e ésteres metilicos de acidos graxos. A presenga do 4cido y-linolénico
(0,1-0,9%), confirmada por cromatografia gasosa-espectrometria de massa
(CG-MS) foi pela primeira vez identificado em fungo da ordem Ascomycetes,
colocando novamente em divida o significado filogenético adotado por SHAW
(1965).

SAFE, em 1974 analisou as variagdes no contetdo de
lipideos ¢ composigfo de acidos graxos exibidos pelo fungo Mucor rouxii
frente 4s mudangas de temperatura e tempo de incubagio. O crescimento
méaximo do fungo foi obtido & 25°C num perfodo de incubagio de 72-96 horas,
referentes a fase log de crescimento, enquanto o maior contetdo de lipideos for
obtido quando temperaturas maiores (35°C) foram utilizadas para crescimento
do fungo. O contetido de #cidos graxos exibin considerdveis variag8es em
relacio aos dois parimetros analisados. Foi observado um aumento no nivel de
4cidos graxos com o tempo de incubagio nas temperaturas de 15, 25 € 35°C.
Temperaturas maiores resultaram em maiores niveis de acidos graxos embora o
grau de insaturagio destes tenha diminuido.

MANOCHA & DEVEN, em 1975 relataram a existéncia
de uma relagfio entre o nivel de 4cido y-linolénico encontrade no hospedeiro
Choanephora curcubitarum e o desenvolvimento de seu parasita, Piptocephalis
virginiona. Uma relagio direta entre o nivel de acido y-linolénico e o grau de
parasitismo pdde ser observado quando as temperaturas de incubagfio de 15, 23,
30 e 37°C foram usadas para verificar a composi¢fio de 4cidos graxos do fungo
C. eucurbitarum. O nivel méximo de acido y-linolénico foi observado nas
temperaturas de 23 e 15°C, nas quais ocorreram também os maiores graus de
parasitismo. A maior quantidade de dcido y-linolénico ( 67,5% em relagdo aos
fcidos graxos totais) foi obtida apés 16 horas de incubagfio, a qual coincidiu
com o maior grau de susceptibilidade ao parasitismo. O 4cido y-linolénico
estava presente no micélio do funge ¢ nfo foi identificado no filtrado da
caltura. A escotha das melhores condigBes para obtengio de altos nivers de
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dcido y-linolénico mostraram-se favoriveis ao parasitismo, sugerindo que o
acido y-linolénico seja usade notricionalmente para o crescimento de
Piptocephalis virginiana, baseado no fato que este fungo infecta somente
membros da familia Mucorales.

DEVEN & MANOCHA, em 1975 investigaram a
composicdo de acidos graxos das frages de lipideos neutras e polares de
Choanephora curcubitarum quando cultivados em meio de cultura contendo
extrato de malte, 2,0% e extrato de levedura, 0,1%, pH 6,5 e mcubado a 23°C
por 30 horas. Todas as classes de liptdeos analisadas; neutros, polares, esterdis
e acidos graxos livres, apresentaram em sua composi¢lo o acido palmitico,
acido oleico, acido linoleico e acido y-linolénico como principais constituintes
detectados por cromatografia gasosa. A variacdo do grau de insaturagfio entre as
classes foi devido 4 maior proporgio de acido y-linolénico encontrado nos
lipideos polares (47,62%) e nos 4cidos graxos hvres (42,31%). Quando foi
adicionado ao meio de cultura o acido glhutdmico (0,2%) for observado um
gstimulo 4 biossintese de dcidos graxos poliinsaturados, principalmente 4cido
erficico (22:1), acido lignocérico (24:0) e 4cido cerdtico (26:0) resultando 6%
dos acidos graxos totais da constituigdo. Este fator causou pequena diminuigiio
na porcentagem de dcido y-linolénico de 28,41% para 26,72% em relagfio aos
4cidos graxos totais apds adigdo do acido glutdmico ao meto de cultura. O
aumento de biossintese de dcidos graxos poliinsaturados pela adigdo de acido
glutdmico, foi interpretado como um mecanismo envolvendo a indugio ou
formacgiio de ecnzimas que catalisam a elongagfio da cadeia dos acidos graxos.
Uma outra possibilidade seria o aumento da produgiio de acetato no ciclo dos
acidos tricarboxilicos o que resultaria 0 aumento na sintese de 4cidos graxos.

DEVEN & MANOCHA, em 1976 em continuidade ao
estudo anterior, investigaram a composigdo de acidos graxos das fragbes de
lipideos de Choanephora curcubitarum em diferentes condigbes de cultivo.
VariacBes da temperatura de incubagfio, tempo de cultivo, pH e luz foram
capazes de provocar alteragbes quantitativas dos 4cidos graxos do fungo,
mantendo a mesma composicdo de dcidos graxos da constituigio. O grau de
insaturacfio dos lipideos diminuiram significativamente com o aumento da
temperatura, intensidade da luz, pH e idade da cultura, mostrando estar
relacionados diretamente com o conteido de édcido y-linolémco presente nas
fracBes. O alto conteldo de acido y-linolénico obtido apés incubagio por 48
horas na temperatura de 15°C (46,8% de acido y-linolénico em relagio aos
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acidos graxos totais) comparado & 37°C (9,2%) refletiu diretamente na
diminuigdo do conteddo de 4dcido palmitico e oleico obtendo 8% de acido
palmitico ¢ 17,3% de 4cido oleico 4 15°C e 38,6% e 23,7% respectivamente na
temperatura de incubagfio de 37°C. O aumento de pH mostron efeito negativo
na produgdio de lipideos totais, capaz de diminuir de 212 mg & pH 6,5 para 86
mg de lipideos totais apds 48 horas de incubagio & pH 8,5. As condigdes de
intensidade de luz nfio tiveram efeito significativo na produgdo de lipideos
totais. A influéncia das condigBes de cultivo sobre o grau de insaturagfo foram
observadas principalmente em relagio aos lipideos polares, como
fosfatidilcolina, fosfatidiletanclamina e difosfatidilglicerol, que tiveram
aumentos aprecidveis no contetido de 4cido y-linol€nico frente a diminuigdo da
temperatura de incubagfo. O contetdo de 8% de acido y-linolénico encontrado
na fosfatidilcolina apés incubagfo 3 37°C foi elevado para 41,3% e 69,3%
quando o fungo foi submetido a temperatura de incubagdo de 23°C e 15°C
regpectivamente.

LETOURNEAU e dal, em 1976  analisaram
qualitativamente e quantitativamente a composigio de 4cidos graxos da parede
celular de Choanephora curcubilarum utilizando métodos microquimicos,
espectrofotometria infra-vermetho e difraglio em raio X. As andlises quimicas
da parede celular revelaram a presenga de quitina (17%), quitosana (polimeros
de glicosamina, 28,4%), agicares neutros (7,2%), acido urdnico (2,4%),
proteinas (8,2%) e lipideos (13,8%). A extraglio dos lipideos da parede celular
do fungo liofilizado com os solventes cloroformio-metanol resultoun 12,8% de
lipideos totais, no qual contém 6,6% de 4cido y-linolénico em relagfio aos
deidos graxos totais da constituic8io. Uma posterior extragdo foi realizada com
hidréxido de potassio metanolico resultando 1% de peso em lipideos ¢
quantidades tra@os de 4cido y-linolénico. Os principais carboidratos
identificados foram o dcido glicurdnico, galactose, manose ¢ fucose, enquanto
que o teor de glicosamina obtido foi de 67,7% em relagio aos aminodcidos
totais presentes. Estruturalmente a parede celular de Choanephora
curcubitarum era constituida por uma regifio microfibrilar, formada por
microfibrilas paralelas e orientadas ao acaso e outra regiio amorfa.

MANOCHA & CAMPBELL, em 1978 estudaram a
variagio da composicdo de dcidos graxos de Thamnidium elegans; um fungo
psicrofilo pertencente & ordem Mucorales, frente 4 diferentes temperaturas de
incubacfio. Uma caracteristica incomum na biossintese de 4cidos graxos de
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fungos ocorreu quando o fungo foi submetido 4 temperaturas mais baixas de
crescimento (10°C). Foi observado um aumento da quantidade de acido
octadecatetraendico {18:4 A 6,9,12,15), um acido graxo raramente encontrado
na constituiglio de fungos, de 0,9% a temperatura de mcubagfio de 25°C para
10,3% a 10°C. Este acréscimo foi acompanhado da diminuigio do nivel de
acido y-linolénico (18:3 A 6,9,12) de 18,7% para 11,3% em relacdo aos Acidos
graxos totals nas temperaturas de incubacio de 25° e 10°C, respectivamente.
Foi também observado o aparecimento do acido a-linolémco nas temperaturas
de incubacfio de 10°C ¢ 18°C. Estes dados levaram os autores a sugerir que as
enzimas desaturases da rota o6 de Thamnidium elegans seriam ativas em todas
as temperaturas de incubagiio, enquanto que as enzimas desaturases da rota 3
seriam sensiveis a temperatura, tornando-se ativas em temperaturas mais baixas
de incubacgio, o que explicaria o aparecimento do acido o-linolénico e o
aumento do nivel do acido octadecatetraendico a 10°C,

MANOCHA, em 1981 observou que Choanephora
curcubitarum, fungo susceptivel ao mucoparasita Piplocephalis virginiana
continha em sua composi¢io o dcido y-linolénico, enquanto que em fungos
resistentes ao parasiismo como Linderina pemnispora © Chaelomium
cochlicides o &cido y-linolénico nfio estava presente. Uma exceglo foi
verificada em Phascomyces articulosis, o qual embora possuisse o acido vy-
linolénico em sua constituigdo se mostrou resistente ao micoparasita. A
presenca do &acido y-linolénico ndo seria o umico fator determinante do
parasitismo. A composi¢lio e/ou estrutura da parede celular do hospedeiro, a
primeira barreira que o parasita deve vencer para obten¢fio dos nutrientes
necessarios, determinara o sucesso ou falha do parasitismo. Estruturalmente, foi
observado que a parede celular do fungo resistente ao parasitismo era formada
de duas camadas , uma com orientagdo ao acaso microfibrilar ¢ outra com
arranjo microfibrilar paralelo. A presenca de papilas formadas em reacfo
defensiva ao ataque do parasita seriam capazes de prevenir ¢ contato direto do
micoparasita com o protoplasma do hospedeiro, tornando alguns fungos
resistentes ao parasitismo.

FUKUDA & MORIKAWA, em 1987 testaram a produgio
de acido y-hnolénico por Mucor ambiguus IFO 6742 em fermentador, com
emulsificante nfio ibnico e utilizando técnica de imobilizagio das células em
BSP (Biomass Support Particles). Os novos métodos adotados de adigio de
emulsificantes ndo 16nico ao meio de cultura numa concentragfo de 2,0 % p/v e
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imobilizacio celular resultaram uma producgic de dcido y-linolénico de 14-18
mg/dl de meio de cultura para os emulsificantes do tipo ésteres de 4cidos
graxos de Sorbitan polioxietileno (Rheodol ¢ Tween) comparados & 12mg/dl na
auséncia de emulsificantes. O aumento da produtividade for atribuido ao
aumento da secreclo de dcido y-linolénico para o meio de cultura devido ao
efeito do emulsificante no aumento da permeabilidade da membrana celular aos
lipideos de Mucor ambiguus. Apds crescimento do microorganismo na
presenga de emulsificantes foram extraidos do sobrenadante 0,5 a 0,6% de
4cido y-linolénico em relagio aos dcidos graxos totais com o uso de Rheodol
TW-0320 ¢ Tween 20 respectivamente. A presenga dos emulsificantes nfo
ibnicos ndo causaram alterages significativas na crescimento celular, enquanto
08 anidnicos, catidnicos € anfotéricos nfio deram resultados satisfatorios devido
4 mnibigio do crescimento do microorganismo. O uso de fermentador em cultivo
continuo repetido por 7 ciclos utilizando as células imobilizadas em BSP(s) e
emmulsificante ndo idnico, foram as melhores condigdes adotadas, resultando
uma produtividade de 17,1 mg de 4cido y-linolénico/ litro.hora. O uso de
cultivo continuo sem emulsificante e sem imobilizagdo resultou numa
produtividade de 6,4 mg de acido y-linolénico / litro.hora.

SHIN & SHIN, em 1988 estudaram a produgfo de 4cido v
linolénico em 15 linhagens de fungos Mucorales com o objetivo de isolar
aquele que melhor apresentasse crescimento celular ¢ conteddo lipidico. O
fungo FB-354, isolade do solo da Coréia e identificado como Mucor sp
produziu 29,9% de lipideos totais por peso seco de biomassa e um contetdo de
16,8% de acido y-linolénico em relagiio aos Acidos graxos totais da composi¢io
quando incubado em agitador rotativo em frascos Erlenmeyer contendo por
litro de meio de cultura @ Glicose 25g, (NHy)2SO4 3g, KH2POy4 3¢, MgSOy4 .
7H20 0,3g, NaCl 0,1g, extrato de malte 0,2g, peptona 0,1g, FeSO4 . 7H20
10mg, CaCly . 2H20 10mg, CuS804 . SHpO 2mg, ZnS04 . 7TH0 Img ¢
MnSQy4 . 4HoO em pH 4,6 4 temperatura de incubagio de 25°C durante 7 dias.
O éleo de Mucor sp foi fracionado por cromatografia em coluna de 4cido
silicico resultando 81,1% de lipideos neutros, 7,2% de glicolipideos e 11,8% de
fosfolipideos. A maior quantidade de &cido y-linolénico foi detectado mos
liptdeos neutros como componente de reserva do fungo.

SAJBIDOR et af, em 1988 estudaram a produgfio de lipideos ¢
composicdo de acidos graxos de Mucor mucedo, Mucor plumbeus, Mortierella
ramanniona ¢ Rhizopus arrhizus em meios de cultura contendo maltose,
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lactose, glicose, amido solivel ou acetato de sodio como fonte de carbono ¢
antolisado de levedura como fonte de nitrogénio. O pH foi ajustado para 6,1 ¢
os frascos Frlenmeyer contendo 200ml de meio de cultura foram inoculados
com suspensfio de esporos contendo uma concentragio fmal de 2,5 x 10°
esporos por mililitro de meio de cultura, incubados por 7 dias & temperatura de
28°C. As linhagens estudadas mostraram diversidade na utilizagdo de cada
substrato. Mucor mucedo apresentou em sua composi¢io de acidos graxos,
8,5% de 4cido y-linolénico quando crescia em meio de cultura contendo glicose
como fonte de carbono ¢ 14,3% de acido y-linolénico quando a glicose foi
substituida por glicerol. Este substrato resultou uma produtividade de 0,58g de
dcido y-linolénico/100g de glicerol ¢ 18,6% de lipideos por biomassa seca (%
p/p). Solugio de amide foi a melhor fonte de carbono para os fungoes
Mortiereila ¢ Rhizopus resultando produtividade de 0,61 € 0,34g por 100g de
substrato respectivamente. Os substratos glicose e maltose se mostraram mais
eficientes para produgfio de lipideos para Mucor plumbeus vesultando
aproximadamente 23% de lipideos totais por biomassa seca (%p/p). O substrato
lactose quando testado nestas linhagens de Mucorales se mostron de baixa
eficiéncia, enquanto acetato de sodio foi capaz de resultar em alto teor de
lipideos totais na maioria das linhagens. Porém a produtividade de acido y-
linolénico obtida com este substrato ndo foi capaz de superar a produtividade
obtida com o uso de glicose, devido 4 baixa quantidade de biomassa resultante.

HANSSON & DOSTALEK, em 1988, investigaram o
acamulo de lipideos e a produgfo de 4cido y-linolénico por quatro linhagens de
Movrtierella em difeventes condigdes de cultivo, utilizando crescimento em
agitador rotativo em frascos e em fermentador, Procedendo-se modificagSes da
fonte de carbono, fonte de nitrogénio, ions metalicos, tempo ¢ temperatura de
incubacfio obteve-se uma produtividade média de 4 mg/Lh de acido y-linolénico
para Mortierella ramarmiang ¢ vma média de 3 mg/lh para Mortierella
isabelling quando cultivada em agitador rotativo. A mator quantidade de
biomassa seca {11-12g/1) e contetido de lipideos em biomassa (~24% p/p) foi
observado quando glicose ou frutose foram utilizadas como fonte de carbono,
enquanto que o maior conteido de 4acido y-linolénico (~ 24%) foi obtido
durante o crescimento com solugiio de amido como substrato. Extrato de
levedura e KNO37 se mostraram mais eficientes para produgfio de lipideos pelos
fungos que NHgCl e (NHy)pS804. Altas taxas de Carbono/Nitrogénio (C/Nj)
também se mostraram favoraveis a produgiio de lipideos. Pequenas quantidades
de ions cobre e zinco tiveram efeito positivo no acamulo de lipideos, contendo
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de 4cido y-linolénico e no consumo de glicose pelas linhagens analisadas. A
porcentagem de 4cido y-linolénico em relago aos lipideos totais (% p/p) foi de
21,9% e de 15,1% apds 3 dias de incubagfio nas temperaturas de 20 e 30°C
respectivamente. Temperaturas menores favoreceram a produgdo de acido y-
linolénico, mas desfavoravelmente diminuiram a taxa de crescimento do fungo.
Quando cultivados em fermentadores, as linhagens de Mortierella ramanniana
ndo cresceram da maneira satisfatoria e o consumo de glicose fol incompleto,
resultando diminuigo da produtividade de acido y-linolénico.

HUN-SEUNG & SHIN, em 1989 reportaram a descoberta
de uma promissora linhagem de Mucor sp (KCTC 8407P) produtora de acido y-
linolénico. Estudos das condigdes de cultivo, como fontes de carbono e
nitrogénio, pH inicial e taxa C/N do meio de cultura sobre o crescimento do
fungo, contetido lipidico total e de 4cido y-linolénico foram realizados visando
o aumento da produgiio de dcido y-linolénico. O meio de cultura contendo 3%
de glicose como fonte de carbono e 0,1% de (NH4)2SO4 como fonte de
nitrogémio, correspondente a uma taxa de C/N de 56.6 mostrou alto crescimento
celular (550mg de biomassa seca/100ml de meio de cultura) e maior conteiido
de lipideos totais (132 mg/100ml), resultando 13,72% de acido y-hinolénico nos
lipideos totais. As fontes de nitrogénio também afetaram a produgfio de acido y-
linolénico em especial quanto ao contefido de lipideos, como € o caso do
(NH1)2504 (136mg/ml), comparado ao NaNQO3, KNO3z, NH4NO3 e NHyCl
(média de 50mg/ml). Das fontes de nitrogénio orginicas testadas (uréia,
peptona, soytona e casaminodcido), uréia se mostron mais eficiente, em
especial para o crescimento do fungo, embora no afetasse o contelido de acido
v-linolénico presente nos lipideos totais. A biomassa nfio sofreu alteragBes
significativas na faixa de pH de 4 4 9, enquanto o contelido de lipideos sofreu
duplicagfio (~ 240mg/100ml) quando o pH do meio foi ajustado para condigbes
mais alcalinas (8-9). A suplementagio do meio de cultura com acetato de sédio,
um substrato para Acetil-S8CoA, precursora de &cidos graxos, resulton em
aumento dos lipideos totais por volume de meio de cultura {~ 340mg
lipideos/100m! de meio de cultura), ¢ uma porcentagem de 63,6% de lipideos
por biomassa seca, embora nfio alterasse o contelido final de 4cido y-linolénico
nos lipideos totats.

FEOFILOVA ef al em 1989 baseando na hipdtese de
termoadaptagio de fungos frente 4s baixas temperaturas, submeteram
Cunninghamella japonica as temperaturas de mcubagiio de 33°C, 17°C ¢
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associacdo das duas temperaturas através da mudanca de uma para outra. A
temperatura de 33°C levou a obtengiio de alto contetido de acido oleico (50~
55%) nos lipideos polares, em contraste & temperatura de incubagdo de 17°C
que resultou em aumento na porcentagem de 4cido linoleico e &cido y-
Hinolénico, num teor de 35,45% dos acidos graxos totais. A transferéncia do
micélio ap6s 24 horas de crescimento 4 33°C para a temperatura de 17°C
provocou uma paralizagio do acimulo de biomassa e conteido de lipideos por
3 horas devido ao estagio de "aclimatagio” as novas condigBes de crescimento
por Cunningamella joponica. Entretanto a mudanga mais significativa ocorrida
nos lipideos do fungo foi em relagdo 4 composigio de acidos graxos dos
lipideos polares. No periodo de "aclimatagfio”, ou seja o estigio inicial
originado do estado de choque com a mudanga de temperatura, foi observado
um aumento na insaturagio dos lipideos em decorréncia do aumento do
contetdo de 18:2 e 18:3y e diminuigdo de 16:0, 16:1, 18:0 ¢ 18:1. Estas
mudangas na composigdo de dcidos graxos, de acordo com o autor, seria um
mecanismo controle de crioadaptagfo para manter rapidamente a fluidibilidade
dos lipideos da membrana e preservar o estado de homeostase.

SHIMIZU er al, em 1989 pesquisou mfensivamente a
biossintese de 4cidos graxos poliinsaturados de vérias espécies de Mortierella.
Estudos confirmaram que a rota biossintética utilizada por este fungo € a ©0.
Aparentemente este fungo é incapaz de produzir o precursor da rota o3, o acido
o-linolénico pela inexisténeia da enzima responsavel por sua sintese a partir do
acido linoleico. Os principais 4dcidos graxos poliinsaturados produzidos por este
fungo sfio o acido araquiddnico, Acido eicosapentaendico, 4cido y-linolénico ¢
4cido dihomo y-linolénico encontrados em espécies de Mortierella, como M.
hydrophila, M. elongata, M. parvispora, M. alpina e M. zychae.

KAMISAKA ef af, em 1990 confirmaram a conversdo do
acido linoleico [1-14C] 4 4cido y-linolénico pela enzima A6 desaturase de
Mortierella ramanniana var angulispora. O uso do acido linoleico marcado
também foi utilizado para verificar qual classe de lipideos participava do
processo de A6 desaturagfio. A incorporagio deste dcido graxo pelas células do
fungo com posterior desaturagfio  acido y-linolénico ocorreu principalmente no
triacilglicerol e fosfatidilcolina durante a fase de crescimento exponencial,
mostrando significativa mudanga na fase de crescimento estaciondria, O é&cido vy
-linolénico foi incorporado rapidamente nas primeiras horas de incubagido na
fosfatidilcolina, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina com diminuigio de seu
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nivel apos 4 horas de incubagdio, enquanto nos triacilglicerol e diacilglicerol o
contetido méaximo foi obtido apds 4 horas de reagio. A possibilidade de uma
transferéncia do 4dcido y-linolénico enfre as classes de lipideos justificaria a
variagio no conteddo de 4cido y-linolénico observado nas classes
individualmente durante o tempo de incubagfo.

LINDBERG & HANSSON, em 1991 com ¢ intuito de
reduzir o custo do meio de cultura para produgdo de acido y-linolénico por
fungos, testaram fontes mais econdmicas de carbono e de nitrogénio para o
crescimento de Mucor rouxii CBS 416.77 em frascos ¢ fermentadores. As
fontes de carbono testadas foram amido, amido hidrolisado, melago de
beterraba e residuo de cOco ap0s exiragiio em concentragdes correspondentes a
30g/1 de glicose. As fontes de nitrogénio, torta de colza, residuo de cbco e dois
tipos de extrato de levedura foram comparados. Como padréio de referéncia,
extrato de levedura Difco e glicose foram usados na preparagiio do meio de
cultura contendo fons metalicos, em pH de 5,5 e incubados 4 temperatura de 25
°C por 43 horas. A produtividade méxima de 4cido y-linolénico obtida em
frascos foi de 4,9 mg/h quando foi utilizado amido hidrolisado, embora o
conteddo de acido y-linolénico em lipideos tenha sido menor (17% p/p} que
phtido com glicose (25% p/p). O uso de residuo de coco aumentou a biomassa
de 6,8 ¢/l obtido com o padifio de referéneia para 8,0g/1 e o contetdo de
lipideos totais por biomassa de 25% p/p para 35% p/p. A produtividade de
acido y-linolénico nio variou significativamente entre os extratos de leveduras
utilizados para crescimento do fumgo em agitador rotativo. Quando foram
utilizados fermentadores, o extrato de levedura de maior custo (Difco) resultou
em maior produtividade de dcido y-linolénico (14 mg/l.h).

GANDHI & WEETE, em 1991 objetivando aumentar a
produgdo de acido araquiddnico ¢ #cido eicosapentaenbico por Pyihium
wltimum cultivaram o fungo em agitador rotatério (120 rpm) por 6 dias & 25°C,
seguido da adigo de glicose ao meio de cultura (2% p/v) e posteriormente nova
incubagio A 13°C. Apds esta etapa, a cultura permanece estaciondria por 10
dins. Nestas condigBes, foi observado um aumento de 253% e de 236% no
contetido de Acido araquidénico e #cido eicosapentaendico respectivamente,
comparado & linha de base. A variagio da temperatura de incubago ndo alterou
a porcentagem de 4cido eicosapentaendico, enquanto que oS valores
encontrados para o acido araquiddnico ¢ 4cido y-linolénico sofreram mudangas
significativas em cada temperatura. A porcentagem de acido y-linolénico
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detectada foi de 1,1% e 6,7% em relagfo aos acidos graxos totais detectados
nas temperaturas de incubago de 25°C e 13°C respectivamente. Foi encontrado
wm teor maximo de Acido araguiddnico de 14,6% na temperatura de 25°C. A
presenga destes acidos graxos indicam que Pythium ultimum utiliza as rotas ©3
e o6 para a biossintese de seus 4cidos graxos.

TORNALOVA ef ¢l, em 1992 analisaram diferentes
condiges de cultivo para o fungo Mucor INMI em relagdo ao teor de
nitrogénio do meio e a extragfo dos lipideos originada da biomassa do fungo. O
cultivo do fungo foi realizado em fermentadores por 72 horas & 27°C, em meio
de cultura contendo 6% de glicose, 0,05% de extrato de levedura e 0,2 ¢ 0,1%
de uréia para as taxas de Carbono/Nifrogénio de 20:1 e 40:1, onde o conteido
de ésteres metilicos do acido y-linolénico era de 22,4 e 37.2g por 100g de
lipideos, respectivamente. Embora o peso da biomassa seca tenha se tornado
menor para a taxa de C/N de 40:1 (~ 3,5g/) comparada & taxa de 20:1 (~ 4,8
g/1), a produgdo de lipideos totais aumentou consideravelmente (~ 20g por 100g
de biomassa seca). Quando o nivel de nitrogénio do meio foi mantide ao redor
de 50mg por 100ml de meio de cultura, durante o periodo de crescimento, ©
contefido de 4cido y-linolénico depois de 72 € 96 horas foi acrescido ao redor
de 30%. Diferentes processos ¢ reagentes foram testados para extragio de
lipideos da biomassa seca em acetona ou liofilizada. O processo mais eficiente
para extragdo ocorreu com o uso de etanol a 95% logo apos a lofilizagdio da
biomassa. Apos a separagdo e quantificacdo dos lipideos por cromatografia em
camada delgada (TLC) ¢ densitometria verificou-se que o etanol sendo um
solvente mais polar que o hexano é capaz de extrair lipideos polares com maior
eficiéncia, enquanto o hexano era mais eficiente em retirar triacilglicerdis e
carotendides presentes no extrato do fungo. A mistura cloroformio- metanol foi
capaz de extrair todas as classes de lipideos eficientemente.

FUNTNIKOVA ¢ al, em 1992 analisaram culturas de
Mucor sp quando submetidas & irradiagdo UV por 1 minuto. Os diferentes
mutantes foram selecionados com base na taxa de acimulo de biomassa quando
cresciam e frascos com S0m! de meio de cultura mineral contendo 3% de
glicose, durante 3 dias a 28°C. A linhagem mutante denominada de Mucor 12M
produziu um actimulo duas vezes maior de biomassa (~ 8,5g/1) que a linhagem
original (~ 3g/1). A composigio de acidos graxos dos lipideos totais da nova
linhagem de Mucor determinado por cromatografia gasosa em coluna capilar e
confirmados por espectrometria de massa com pirrolidina revelou a presenga de
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14,2% de &cido y-linolénico & 30,26% de acido oleico em relagiio aos acidos
graxos totais, € a completa auséneia do o-isbmero deste acido graxo, o que o
torna uma promissora fonte para uso medicinal,

KENDRICK & RATLEDGE, em 1992a estudaram o fungo
oleoginoso Entomophiora exitalis objetivando aumentar a porcentagem de
4cidos graxos poliinsaturados presentes em sua comstituiglo. Foi utilizado
cultura continua em fermentador com taxa de diluigdo constante (0,04 /h) e
variagiio na temperatura de incubagdo ¢ na tensfio de oxigénio dissolvido. Este
filtimo parmetro quando analisado individualmente se mostrou ineficiente para
aumentar a insaturagio dos lipideos de Emtomophtora exitalis, enquanto a
temperatura foi o principal fator de regulagio do grau de insaturagio. Os acidos
graxos identificados eram pertencentes ds rotas ©3 e 6. As porcentagens de
4cidos graxos poliinsaturados da rota w6, como acido araquidonico e acido -
linolénico se mostraram superiores aos valores encontrados de cidos graxos da
rota ®3. A porcentagem relativa de 4cido y-linolénico foi de 1,5% em relagiio
nos dcidos graxos totais da constituigio dos lipideos neutros e 4,8% dos 4cidos
graxos totais presentes nos lipideos polares quando incubado & temperatura de
24°C. O aumento da insaturagio dos lipideos & temperatura de 24°C quando
comparado 4 30°C ocorreu principalmente devido a0 aumento no nivel de dcido
araquiddnico, acido y-linolénico ¢ 4cido linoleico.

KENDRICK & RATLEDGE, em 1992b realizaram a
quantificagio dos lipideos e andlise da composi¢io de acidos graxos dos
fungos, Traustochytrium aggregatum, Traustochyivium roseum, Schizochytrinm
aggregatum, Mortierella alpina-peyron, Conidiobolus nanodes, lintomophiora
exitalis e Saprolegnia parasitica. Os fungos analisados apresentaram pequenas
quantidades de acido y-linolénico, porém altos niveis de &cidos graxos
poliinsatrados, em  especial  acido eicosapentaendico ¢  4cido
docosahexaendico.  Espécies ndo  oleaginosas,  Trauwstochyirium e
Schizochytrium possuiam menos que 10% de lipideos totais em sua
constituicdo. Conidiobolus nanodes ¢ Entomophiora  exitalis, linhagens
conhecidas como espécies oleaginosas devido 4 alta porcentagem de lipideos
(26% ¢ 25% respectivamente) apresentaram acidos graxos das rotas ®3 e woh,
em especial o 4cido araquidénico, o qual aparece numa média de 17% em
relagio aos dcidos graxos totais da constituiglo. Mortierella alpina-peyron
apresentou 38% de lipideos, onde foram detectados 11% de 4cido araquiddnico,
594 de Acido y-linolénico € 9% de 4cido dihomo y-linolénico. Nos fungos
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analisados, com exce¢do do T. aureum, a fragio de fosfolipideos se mostrou
mais insaturada que os lipideos neutros , esfingolipideos e glicolipideos.

JAREONKITMONGKOL e¢f al, em 1992 estudaram um
mutante de Mortierella alpina 18-4 produtora de 4cido araquidGnico que exibiu
baixa atividade da enzima AS-desaturase. A incubagdo do microorganisme em
fermentador durante 6 dias & 28°C em meio de cultura composto de glicose,
20/l e extrato de levedura, 10g/1, resultou um alto teor de acido dihomo v-
linolénico, no valor de 23,4% em relagiio aos acidos graxos fotais € um baixo
teor de acido araquidonico de 3,7% . A produgdo de 4cido dihomo v-linolénico
foi de 3,2g/1 de meio de cultura e de cido araquiddnico foi de 0,5g/1. Os outros
acidos graxos de sua constituigio foram o dcido palmitico (11%), esteéarico
(12,8%), oleico (22,7%), linoleico (8,9%), acido v-linolénico (6,5%) e
lignocérico (7,8%).
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3 - MATERIAIS E METODOS :

3.1 - MATERIAIS

3.1.1 - Reagentes ¢ Materiais especificos :

-Reagentes quimicos : Acidos, bases, sais minerais, solventes (grau P.A. de
marcas Merck, Carlo Erba, Riedel ou equivalentes)

-Meios de cultura : Potato dextrose agar (PDA), Extrato de levedura
microbiolégico, Peptona bacteriologica, Bacto-Tryptona, Extrato de malte

{marcas Difco e Biobras)

-Padres para cromatografia gasosa ! Esteres metilicos de acidos graxos : 4cido
mirfstico, acido palmitico, acido palmitoleico, dcido gstedrico, acido oleico,
4cido linoleico, acido a-linolénico e 4cido y-linolénico, marca Sigma.

“PadrBes para cromatografia em camada delgada @ 1(3)-monoleina, 1,2(1,3)-
dioleina, trioleina, Acido oleico, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina da marca
Sigma e lecitina de soja purificada (Lucas Meyer).

-Silicagel 60 G, Art. 7731.1000, Merck, para cromatografia em camada
delgada.

-Silicagel 60, Art. 7734, Merck. Tamanho da particula 0,063 - ,200 mm (70 -
230 mesh ASTM ) para cromatografia em coluna.

3.1.2 - Equipamentos ;

- Balanga analitica Mettler, mod. H-10

- Agitador rotatério New Brunswick Scientific

- Estufas bacteriologicas, Fanem

- Estufa a vacuo, Fanem, Mod.099EV

- Evaporador rotativo, Tecnal, TE 130

- CAmara climatica Fanem Modelo 346

- Incubador tipo Shaker rotatério, New Brunswick Scientific INC. Séne G-24

- Bspectrofotdmetro Beckman DU - 70

~ Banhos-maria termostatizado, Fanem

- Potencibmetro Digimed TE-902

- Centrifuga refrigerada Beckman, mod. J-2183

- Cromat6grafo marca PHILIPS modelo Pye Unicam PU 4550 com detector de
ionizacio em chama.

- Bspectrometro de massa marca HP modelo HP 5890 com detector de massa
MSD 5979.
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3.2 - METODOS :

3721 - Isolamento e selecio de fungos produtores de dcido y-linolénico

3.2.1.1 - Coleta de amostras

Amostras de solo, frutas, Agua, residuos industriais e visceras de
peixe de dgua doce ¢ salgada foram coletadas de diferentes regites de estados
brasileiros, como S3o Paulo, Minas Gerais, Goids, Rio de Janeiro, Ronddnia e
Amazonas. As amostras de solo foram coletadas numa profundidade média de
15em, acondicionadas em sacos plasticos e utilizadas imediatamente apos a
coleta,

3.2.1.2 - Isolamento de fungos

Cerca de 1 g de amostra fol adicionada em tubos de ensaio
contendo 5ml de dgua destilada previamente esterilizada. O lquido
cobrenadante foi inoculado em placas contendo o meio 4gar batata dextrosado
(PDIA), composto de 10 g de batata, 4g de glicose € 3 g de dgar em 100 ml de
4gua destilada. As placas foram incubadas a 30°C por 72 a 96 horas. As
colbnias de fungos isoladas foram repicadas em tubos de ensaio contende o
mesmo meio e incubadas a 30°C até o desenvolvimento satisfatério das

culturas.
3.2.1.3 - Selegio preliminar de fungos produtores de acido y-linolénico

Os fungos isolados de acordo com o item 3.2.1.2 foram
inoculados em frascos Erlenmeyer com capacidade de 50ml contendo 25 ml de
meio de cultura liquido, previamente esterilizado composto de 20g/1 glicose, ¢
10g/l de extrato de levedura em pH 6,5. Os frascos foram incubados em
agitador rotatério 4 temperatura de 200C com agitagiio de 150 rpm durante 4
dias. Apos o tempo de incubagdo a biomassa foi centrifugada, lavada por duas
vezes com agna destilada, lavada com acetona e seca até peso constanie em
estufa 4 vacno a 400C. As células foram rompidas por trituragBo em almofariz
utilizando-se areia como abrasivo.

Os lipideos totais foram extraidos com a mistura dos solventes
cloroférmio, metanol e agua na proporgdo de 2:1:0,8, de acordo com o método
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de BLIGH & DYER (1959), descrito no item 3.2.5 ¢ posteriormente secos em
atmosfera de nitrogénio.

Os lipideos totais foram metilados com reagente esterificante
composto de cloreto de amdnio, acido sulfirico e metanol (NH4CT - Hp804 -
MeOH) de acordo com o item 3.2.6. A analise da composigdo de 4cidos graxos
dos lipideos obtidos dos fungos foi realizada por cromatografia gasosa ¢ em
coluna capilar Chrompack (CP-Sil - 88 Fused Silica WCOT 0,25 mm x 50m ).
A identificagiio dos Acidos graxos foi realizada por comparagdo do tempo de
retencdio dos componentes da amostra com os de padrles auténticos de esteres
de acidos graxos.

3.2.2 - Preparacio do indculo

O fungos isolados e mantidos em tubos de ensaio contendo o
meio Agar batata dextrosado (PDA) foram suspensos em 10ml de dgua estéril. O
tubo foi raspado na superficie a fim de resultar numa suspensdo homogénea de
esporos. Um mililitro desta suspensdo, contendo 7x107 esporos foi inoculado
em frascos Erlenmeyer de 50ml contendo 25ml do meio de cultura liquido a ser
ntilizado em cada experimento.

3.2 3 - Determinacio do peso seco de bigmassa

Os frascos Frlenmeyer contendo o meio de cultura liquido
previamente esterilizados, foram inoculados com a suspensdo de esporos €
incubados em agitador rotatorio com agitagio constante de 150 rpm, &
temperaturas e perfodos variados, de acordo com cada experimento.

Para determinar a produgdo de biomassa apdés o tempo de
incubagdo,os meios de cultura foram centrifugados a 15.000 rpm por 13
minutos a 10°C. O sobrenadante foi descartado e a massa celular foi lavada
duas vezes com 10 mi de agua destilada e em seguida novamente centrifugada.
Ap6s a lavagem as células foram filtradas em papel de filtro previamente
tarado, secas em acetona e levadas para estufa 4 vacuo & 40°C até completa
secagem. O peso seco de biomassa foi determinado gravimetricamente, em
balanga analitica.
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3.2.4 - Determinacio da Ghicose residual no meio de cultura

O método utihizado baseia-se na oxidaghio enzimatica da glicose
pela glicose - oxidase (Oxidoredutase; EC 1.1.3.4 ) 4 acido glucdnico ¢
perdxido de hidrogénio.

Foram retiradas amostras de 20pl do mesmo meio de cultura
cultivado com o microorganismo selectonado, contendo glicose, 20¢/1 ¢ extrato
de levedura, 10g/l, apos diferentes tempos de incubagfio e colocadas em tubos
de ensaio. Adicionou-se 2,0ml do reativo de trabalho, preparado pela
dissolugiio de 50ml de solugdo de 4-aminofenazona 25mmol/l em tampdo TRIS
0,92mol/l, 50 ml do reativos fenol 55 mmol/l ¢ 3ml de soluglio enzimatica,
composta de glicose-oxidase (>1000U/ml) e peroxidase (>120U/ml} em 1 litro
de Agua destilada. A mistura foi mmcubada em banho-maria & 37°C por 10
minutos. Apos este tempo a reaglo fot paralizada pela introdugfio dos tubos de
ensaio em banho de gelo. A Absorbincia foi medida em espectrofotdmetro a
505 nm, utilizando-se como padrio uma solugo de glicose na concentragiic de
100mg/dL.

Caleulo :  Glicose mg/dl = A amostra x  100mg/dl
A padrio

3.2.5 - Extraciio e deterniinacio do teor de lipideos totais

Empregou-se o método de BLIGH & DYER modificado para a
extragio dos lipideos totais dos microorganismos, levando-se em conta as
proporgdes recomendadas entre os solventes metanol, cloroférmio e 4gua
destifada (2:1:0,8)

Os lipideos da biomassa seca {(média de 50 a 150mg), foram
extraidos apods secagem e trituragfio em almofariz com abrasivo (areia tratada
com &cido cloridrico diluido ).

A biomassa quantificada e friturada foi transferida para tubo de
ensaio com rosca de capacidade 30ml e foram adicionados exatamente 2mi de
agua, Sml de metanol e 2,5ml de cloroformio. A mistura foi agitada em agitador
rotativo durante duas horas, e uma nova dilnigio foi feita com auxilio de 2,5m]
de cloroformio e 2,5mi de soluco de sulfato de so6dio 1,5%, resultando em nm
sistema bifasico apds agitagfo vigorosa por 2 minutos. Apds a separaglo das
camadas por centrifugacfio a 1000 rpm por 2 minufos a camada metandlica
superior contendo agna e compostos nfo lipidicos foi descartada, e a camada
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cloroférmica inferior filtrada em papel de filtro contendo 1g de NapS0Oy e
recolhida em outro tubo de ensaio com rosca de capacidade de 30ml,
previamente tarado.

A quantidade de lipideos presentes na biomassa foi determinada
por método gravimétrico a partir do extrato total de cloroférmio, evaporando-se
o solvente em atmosfera de nitrogénio e posteriormente em estufa 4 vacuo até
peso constante. Os tubos foram pesados em balanga analitica apds resfriamento
em dessecador sob vacuo.

Calculo: % de lipideos totais = peso dos lipideos (g) x 100
peso da amostra (g)

1.2.6 - Preparacio de ésteres metilicos de acidos graxos para cromatografa
£AS08A

O procedimento adotado neste trabalho para a metilagdo de dcidos
graxos teve como método o descrito por HARTMAN & LAGO (1973)
adaptado por MAIA (1992).

As amostras de lipideos ( 30 a 100 mg ) foram saponificadas pela
adi¢io de 4ml de soluglio de NaOH 0,5N em metanol. Os tubos de ensaio
fechados foram colocados em banho de agua fervente por 3 a 3 minutos, até
dissolucdo dos glébulos de gordura e em seguida resfriados 1mediatamente em
agua corrente.

A esterificaclio das amostras foi realizada pela adigio de 5ml do
reagente esterificante no tubo de ensaio contendo a amostra saponificada. O
reagente esterificante foi preparado pela mistura de NH4Cl, HaSO4 e metanol:
10g de cloreto de amdnio foram adicionadas a 300mi de metanol, seguido por
15ml de 4cido sulfirico concentrado, em baldo de fundo redondo e boca
gsmerithada, com agitagio manual. Adaptou-se o baldo a um condensador e a
mistura foi submetida ao refluxo até dissolugfio total do cloreto de aménio com
aquecimento em manta ¢ temperatura controlada.

O tubo foi aquecido fechado em banho de dgua fervente por 5
minutos ¢ resfriado em 4gua corrente. Aos tubos foram acrescentados 4ml de
solugiio saturada de cloreto de sodio para eliminagio da agua residual.

Os ésteres metilicos dos acidos graxos foram extraidos pela
adicio de Sml do solvente (hexano, éter de petroleo, etc.), seguido de agitagdo
vigorosa por 30 segundos. O sobrenadante contendo os ésteres metilicos foram
acondicionados em frascos escuros e guardados & 4°C até serem analisados por
cromatografia gasosa.
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1727 . Anslise da composicfio de 4cidos graxos por cromatografia gasosa

Apés a metilagio das amostras de lipideos totais do
microorganismo e das fragdes de lipideos neutros ¢ fosfolipideos, os ésteres
metilicos foram analisados por cromatografia gasosa.

A cromatografia foi realizada com a temperatura do detector de
7800C, temperatara do injetor, 2500C e a teraperatura da coluna de 180°C por
7 minutos com programagio de 50C/min até a temperatura méaxima de 220°C.
O gas de arraste utilizado foi o hidrogénio (Hp) com fluxo de 2,0 mi/min na
coluna. O volume da amostra injetado foi de 0,4 pl.

A identificacfio dos acidos graxos foi realizada por comparagio
do tempo de retengdo dos componentes da amostra com os de padrbes
auténticos de ésteres de acidos graxos e pela téenica de co-eluigio ("smking”)
de padrBes junto com a amostra..

A quantificagio dos 4cidos graxos foi dada pela porcentagem em
relagio aos &cidos graxos totais, utilizando-se 0 integrador PHILIPS PU 4811,

3 2.8 - Analise dos dcidos graxos por espectrometria de massa

O cromatdgrafo gasoso - espectrdmetro de massa de marca HP
5890, detector de massa MSD 5979 foi usado para obtengdo do espectro de
massa do acido y-linolénico. O éster metilico do 4cido graxo foi separado em
coluna capilar do tipo HP 5 (25 m x 0,2mm) apés fragmentagio por um
impacto eletrdnico de 70eV,

A cromatografia foi realizada com a temperatura do detector de
7800C, temperatura do injetor, 2500C ¢ a temperatura da coluna de 1809C por
7 minutos, programada para aumento de 6°C/min. até a temperatura méaxima de
2500C. O gas de arraste utilizado foi o hélio com fluxo de 1,0 mi/min. O
volume da amostra injetado foi de 2,0 pl.

O padrfio de éster metilico de acido y-finolénico e os lipideos apds
esterificagiio obtidos do microorganismo tiveram seus espectros de massa
registrados e comparados.
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329 . Determinacio da porcentagem de Acidos graxos e maténa
insaponificavel .

O procedimento utilizado neste trabalho segue o método de
KATES (1972), permitindo a determinagfio por um mesmo procedimento da
porcentagem de acidos graxos presentes na amostra € a porcentagem de matéria
msaponificavel.

Amostras de peso conhecido de lipideos ( 15-30 mg ) colocadas
em baliio de fundo redondo e boca esmerilhada foram saponificadas pela adighio
de 5ml de NaOH 0,3N metanolico com aquecimento e refluxo por cerca de 1-2
horas até completa saponificagéo.

Apés o resfriamento, a solugfio foi retirada do refluxo e foram
adicionadas gotas de fenolfialeina a 1% em etanol 90% e 10ml de metanol 90%
em Agua, seguida da exiragdo da matéria insaponificavel com 3 a 4 porgdes de
sml de éter de pewdleo em funil de separaglo. A solugdo foi agitada
vigorosamente por 2 minutos e deixada em repouso até a separagfio das
camadas. A camada superior, contendo a fragio insaponificavel foi recolhida
em béquer previamente tarado.

O solvente foi evaporado em atmosfera de nitrogénio e estufa a
vacuo até peso constante. O peso da matéria insaponificavel foi determinado
gravimetricamente, de acordo com o seguinte clculo :

%, matéria niio - saponificavel = peso nfio saponificavel (mg) x 100
peso amostra (mg)

O volume total da fase metanélica recolhida na etapa anterior foi
acidificado com 0,3ml de HCI 6N.

Os acidos graxos foram extraidos com 3 a 4 porgdes de éter de
petroleo, no mesmo procedimento descrito anteriormente. A carmmada superior
contendo os acidos graxos da amostra foram recolhidas em bequer tarado. A
quantidade de 4cidos graxos foi determinada gravimetricamente, de acordo com
o seguinte célculo :

% &cidos graxos = peso Acidos praxos (me) x 100
peso amostra (mg)
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3.2.10 - Identificacio e conservacido da hnhagem produtora de acido wv-

linolénico

(O microorganismo produtor de acido y-linolénico foi identificado
através das caracteristicas taxondmicas, de acordo com DOMSCH ef af {1980).

Para manutengio da cultura, o microorganismo foi cultivado em
apar batata dextrosado. Apds incubagfio por 96 horas a 30°C, adicionou-se
vaschina lquida esterilizada aos tubos de cultivo. A cultura foi conservada a
5°C.

3.2.11 - Estudo das condicdes de fermentacio para producio de jcido v-

linolénico

3.2.11.1 - Comparagiio entre linhagens selecionadas como produtoras de 4cido
y-linolénico

Duas hinhagens previamente selecionadas como produtoras de
acido y-linolénico isoladas no laboratério de Bioquimica da Faculdade de
Engenhatia de Alimentos (LB-54 ¢ LB-14) foram comparadas com a hnhagem
de Mucor miehei NRRL 3420 em relagio a alguns parimetros, como produgio
de biomassa (item 3.2.3), produgio de lipideos totais (item 3.2.5), consumo de
glicose (item 3.2.4 ) ¢ teor de acido y-linolénico ( item 3.2.7).

As linhagens foram submetidas as mesmas condigBes de
crescimento para efeito de comparagio. Foram utilizados 25ml do meio de
cultura composto de glicose, 20g/1 ¢ extrato de levedura, 10g/1, pH de 6,5-7,0,
com temperatura de incubagio de 280C num periodo de 2 a 10 dias de
crescimento com agitagfo constante a 150 rotagBes por minuto.

Amostras do mesmo meio de cultura foram retiradas em
diferentes tempos de crescimento para determinagio da porcentagem de glicose
consumida,

3.2.11.2 - Influéneia do tempo de cultivo na produgio de 4ctdo y-linolénico

A linhagem LB-34 de Mucor sp selecionada para os estudos de
produgio de acido vy-linolénico foi analisada quanto ao crescimento em
diferentes tempos de incubagdo. Foram utilizados 25ml do meio de cultura
composto de glicose, 20g/1 ¢ extrato de levedura, 10g/l, pH de 6,5-7,0, com
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temperatura de incubagio de 280C num periodo de 2 a 10 dias de crescimento
com agitagdo constante de 150 rotagBes por minuto.

Foram analisados a produgio de biomassa, produgfo de lipideos e
produgio de 4cido y-linolénico num periodo de 1 4 14 dias de incubagfio.

3.2.11.3 - Influéncia do pH inicial do meio de cultura na obtengfio de hipideos
totais em relagio & biomassa seca { %p/p )

Para o estudo da influéncia do pH inicial do meio de cultura na
obtencdo de lipideos totais em relagio 4 biomassa seca ( %p/p ) foi utilizada
uma faixa de pH de 4,5 a 8,5 obtida pela adigio de HC1 0,1N ou NaOH 0,IN ao
meio de cultura composto de glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/l. Os
meios foram colocados em frascos Erlenmeyer de capacidade 50ml contendo
25ml do meio de cultura composto de glicose, 20p/1 e extrato de levedura,
10g/1, incubados a 280C com agitagio constante de 150 rpm, num perfodo de
incubagfio de 2 a 7 dias.

3.2.11.4 - Ffeito de diferentes fontes de carbono na produgfio de 4cido y-
linolénico

Foram testadas as seguintes fontes de carbono : glicose, frutose,
xilose, galactose, sacarose, maltose, glicerol, sorbitol, lactese, amido, acido
palmitico, acido estedrico, acido oleico e acido Hnoleico. As diversas fontes
foram adicionadas ao meio de cultura em quantidade suficiente para resultar em
0,67 moles de carbono / litro de meio de cultura, correspondente a 20 g/l de
glicose. O extrato de levedura foi usado como fonte de nitrogénio, numa
concentragio de 10g/1, o que resulta uma taxa constante de C/N de 10,81 para
todas as fontes de carbono adicionadas. Os meios foram colocados em
Erlenmeyer de capacidade 50m! contendo 25ml do meio de cultura em pH 6,5-
7.0, incubados a 280C em agitagfio constante a 150 rpm por um periodo de 5
dias.

3.2.11.5 - Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na produgiio de acido y-
linol€nico

Foram testadas as seguintes fontes de mitrogénio . extrato de

levedura, autolisado de levedura, polipeptona, extrato de malte, uréia,
(NH4)2804, KNO1q, NHyCl e NaNO3. Tais fontes foram adicionadas ao meio
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de cultura em quantidade suficiente para resultar em 0,0053 moles de
nitrogénio / litro de meio de cultura, o que corresponde a 10g/1 de extrato de
levedura contendo 7,4% de nitrogénio total. A glicose foi usada como fonte de
carbono numa concentracfio de 20g/1, numa taxa constante de C/N de 10,81
para todas as fontes de nitrogénio adicionadas.

O autolisado de levedura {0,076 % de nitrogénio total) foi
adicionado ao meio de cultura para taxas de C/N de 105 e 210. Foram
utilizados Erlenmeyer de 50ml contendo 25ml do meio de cultura em pH 6,5-
7,0, incubados a 280C em agitagfo constante 4 150 rpm por um periodo de 5
dias.

3.2.11.6 - Efeito da taxa Carbono /Nitrogénio ( C/N ) na obtengio de lipideos
totais, biomassa seca ¢ consumo de glicose,

O meio selecionado para os ensaios for composto de 20g/1 de
glicose e 10g/l de extrato de levedura equivalendo a uma quantidade de 8g de
carbono /1 e 0,74g de nitrogénio / | respectivamente, correspondente a uma taxa
de C/N de 10,81,

Para verificar a influéneia da taxa de C/N na produgdo de dcido v
linolénico a concentragfio do extrato de levedura fot modificada de tal modo a
resultar em valores de 5,40, 108, 21.6, 43,2, 54,0, 108,1 e 1622 na taxa
C/N. Os meios foram colocados em Erlenmeyer de capacidade 50ml contendo
25mi do meio de cultura em pH 6,5-7,0, incubados a 280C em agitacfo
constante de 150 rpm por 5 dias.

3.2.11.7 - Efeito da temperatura de incubagfo na produgfo de #cido vy-
linolénico

Foi testado o efeito de diferentes temperaturas de incubacdo na
produgiio de 4cido y-linolénico. A linhagem selecionada foi incubada nas
temperaturas de 12°C, 18°C, 28°C e 38°C em 50 ml de meio do cultura
composto de glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1, pH 6,5-7,0. Os meios
foram colocados em Erlenmeyer de capacidade 250ml, incubados com agitagio
constante a 150 rpm por um periodo de 5 dias.
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3.2.11.8 - Efeito da presenca de ions metalicos no meto de cultura .na obtengio
de lipideos totais e biomassa seca

Foi testada a influéneia de fons metalicos, magnésio, ferro, calcio,
cobre, zinco ¢ manganés na produgio de lipideos totais/biomassa seca (% p/p)
pela linhagem selecionada como produtora de dcido y-hnolénico. Foram
utilizados 25 ml de meio do cultura em Erlenmeyer de capacidade 50ml,
incubados a 280C com agitagiio constante a 150 rpm por um periodo de 5 dias.

O meio estudado continha a seguinte composigdo por litro de
meio de cultura : Glicose, 20g; extrato de levedura, 10g; KHoPO4, 2.4g;
Mg804.7H20, 0,3g; CaCla HpO, 10mg; FeS04.7H0, 10mg; ZnS04.7H70,
Img; MnSO4.4H0, Img; Cu804.5H70, 2mg.

3.2.11.9 - Efeito da composi¢do do meio de cultura na obtengfo de lipideos
totais e biomassa seca

A linhagem selecionada como produtora de 4cido y-linolénico foi
cultivada em diferentes meios de cultura. Aliquotas de Iml de suspensio de
esporos do microorganismo foram inoculadas nos frascos Erlenmeyer de 50ml
contendo 25ml dos meios de cultura, ¢ incubados a 28°C em agitaglo constante
de 150 rotagBes por minuto por 5 dias. A composigiio por litro de meio de
cultura foram as seguintes :

Meio 1 ( SHIN & SHIN, 1988 ) : Glicose, 25g; (NHy)3504, 3g;
extrato de malte, 0,2g; peptona, 0,1g; KHpPO4, 3g; NaCl, 0,1g;
MgS804.7H-0, 0.3g; FeS04.7TH20, 10mg; CaClh.2HH0O, 10mg;
CuS04.5H70, 2mg; ZnSO4.7H0, Img; MnS04.4H70, lmg.

Meio 2 ( FUKUDA & MORIKAWA, 1987 ) : Ghcose, 30g;
(NH4)nS0y4, 2g; uréia, lg; extrato de levedura, 0,4g; extrato de malte, 0,4g;
polipeptona, 0,2g; KHPO4, 3g; NaCl, 0,1g; MgS04.7H>0, 0,5g;
FeS04.7H20, 10mg; CaCly.2H70, 10mg; CuS04.5H20, 0.5mg;
ZnS04.7H70, 1mg; MnCly.4Ho0, lmg,

Meio 3 ( TORNALOVA er of, 1992 ) : Glicose, 60g; uréia, 1g;
extrato de levedura, 0,5g, KHoPO4, 1g; NaCl, 0,5g; Mg804.7H70, 0,5g;
FeS04.7H20, 10mg.

Meio 4 { LINDEBERG & HANSSON, 1991 ) : Glicose, 30g;
extrato de levedura, 5g; KNO3j, 1g; KHpPOy, 2,4g; MgS04.7H70, 0,5g;
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FeCly.6H70, 15mg; CaCl».2H,0, 0,1g; CuS04.5H»0, 0,5mg;
ZnS04.7H70, 7,5mg; MnSO4.4Hp0, Tmg.

Meio 5 { SHIMIZU er ol ,1988 ) : Glicose, 20g e extrato de
levedura, 10g. '

3.2.11.10 - Efeito da acio simultinea de adigio de glicose ao meio de cultura ¢
variagio da temperatura de incubagfio na produgdo de acido y-
linolénico

O microorganismo foi cultivado por 4 dias a 28°C em meio de
cultura contendo glicose, 20g/! ¢ extrato de levedura, 10g/1 em Erlenmeyer de
capacidade 250ml contendo 50ml do meio em pH 6,5-7,0.

Apbs este periodo foi feita uma nova adigdo de glicose
previamente esterilizada em autoclave, de tal modo a restaurar a concentracio
de 2% p/v de glicose no meio de cultura. Os frascos foram submetidos a uma
nova incubagdo na temperatura de 12°C, por um periodo de trés, seis ¢ dez dias.
A incubagio foi feita em agitagiio constante a 150 rpm.

3.2.11.11 - Efeito da adicio de diferentes concentragdes de glicose no meio de
cultura na produgfo de acido y-linolénico

O microorganismo foi cultivado por 4 dias a 28°C em meio de
cultura contendo glicose, 20g/l ¢ extrato de levedura, 10g/l em Erlenmeyer de
capacidade 250m] contendo 50ml do meio em pH 6,5-7.0.

Apds este periodo foi feita uma nova adigo de glicose
previamente esterilizada em autoclave, de tal modo a resultar em concentragfes
de 1, 2, 5, 7 ¢ 10% plv de glicose, Os frascos foram submetidos a uma nova
incubacdo 4 temperatura de 12°C por um perfodo de trés dias. A incubagio foi
feita em agitagio constante a 150 rpm.

3.7.11.12 - Fracionamento dos lipideos da hinhagem LB-54 de Mucor sp em
cromatografia de coluna,

Os lipideos totais extraidos da linhagem LB-54 de Mucor sp
foram fracionadas em lipideos neutros, glicolipideos e fosfolipideos por
cromatografia em coluna de Silicagel. Foi utilizado uma coluna de vidro de
50cm de comprimento por 2,5cm de difmetro interno, contendo 25g de
Silicagel 60 (70-230 mesh, Merck). O adsorvente foi misturado com 60ml de
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cloroférmio e adicionado 4 coluna. Uma camada de lcm de sulfato de sédio
anidro foi adicionada ao topo da coluna ¢ a altura total do leito foi de 15¢m.

Um peso conhecido (aproximadamente 500mg) de lipideos foram
dissolvidos em Iml de cloroférmio e adicionades ao topo da coluna
cuidadosamente.

Para a separa¢io das classes de lipideos na coluna cromatogréfica
foram utilizados 400 ml de cloroformio para eluir a fragdo de lipideos neutras
(denominada fragio 1). A fraglio 2 composta de glicolipideos ¢ esfingolipideos
foi eluida com 400m} de acetona e a fragio 3 composta de fosfolipideos foi
eluida com 400ml de metanol.

O teor de lipideos de cada fraglo eluida foi determinado
gravimetricamente, O solvente de eluigdo foi evaporado em evaporador
rotatorio e o contenido das fragBes foi transferido para um fubo de ensaio
previamente tarado, O solvente foi parcialmente evaporado com nitrogénio
(N») e a secagem total completada em estufa 4 vacuo, até atingir peso
constante. As porcentagens de cada classe foram calculadas em relago ao peso
total dos lipideos adicionados na coluna. As determinag¢Oes foram realizadas em

triplicatas.

3.2.11.13 - Anslise da composigio das fragbes de lipideos por cromatografia
em camada delgada (TLC)

A cromatografia em camada delgada foi realizada misturando-se
45g de Silica gel G-60 (Merck) com 90ml de solugfio de 4cido borico 0.3M. A
mistura foi aplicada em placas de vidro 20x20cm com 2mm de espessura, com
aplicador Desaga. As placas foram aquecidas a 120°C por 1 - 2 horas para
ativagfio antes de serem utilizadas.

Foram aplicados 20 ul de cada amostra na placa. O
desenvolvimento do cromatograma foi realizado a temperatura de 25°C e a fase
movel foi usada de acordo com a classe de lipideos a ser separada.

Para identificagio dos lipideos neutros foi utilizado a mistura
hexano : éter dietilico : 4cido acético, na proporgdo de 80 : 20 : 1 (v/v). O
tempo de desenvolvimento do cromatograma foi de 30 minutos. Foram
utilizados como padrdes  trioleina, 1,2(1,3)-dioleina, 1(3)-monoleina na
concentragio de 1% em soluglo acetona : etanol 1:1. A revelagio de
cromatograma foi feita através da colocagio da placa de cromatografia em
camara de Todo sublimado, aquecendo-se a 110°C por 45 minutos.
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O sistema de solventes utilizado para a separagdo dos lipideos
polares (fosfolipideos) foi cloroférmio : metanol : dgua, na proporgio de 65 :
25 : 4 (v/v). O tempo de desenvolvimento do cromatograma foi de 40 minutos.
Foram utilizados como padrdes fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e lecitina
de soja purificada na concentragdio de 1% em solugdo cloroférmio : metanol
1:1. A revelagdo de cromatograma foi através da colocagiio da placa de
cromatografia em cémara de lodo sublimado, aquecendo-se a 110°C por
45minutos.
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4 - RESULTADOS e DISCUSSAQO

4.1 - Isolamento ¢ selecdo de microorganismos

4.1.1 - Seleglio preliminar de fungos produtores de 4cido y-linolénico

Apoés a analise da composigio de 4cidos graxos das 384 linhagens de
microorganismos isoladas, através de cromatografia gasosa, foram selecionados
preliminarmente 4 fungos que apresentaram na sua composigdo de 4cidos graxos o
acido v-linclénico.

A tabela 4 indica a composigio de 4dcidos graxos das linhagens
selecionadas de acordo com o item 3.2, 1.3,

Tabela 4 - Composigo de acidos graxos dos lipideos de fungos selecionados como
produtores de acido y-linolénico pertencentes & colegdo do Laboratério de
Bioquimica (LB) da Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP.

Acidos graxos (%)

Liphagem 140 160 16:1 180 181 182 183a 183y outros
LB n°

14 25 11 19 56 424 214 — 7,3 0,8

1

54 0,8 86 03 44 46,3 126 — 14,7 2,3

¥

509 6,2 11,2 15 56 214 127 29 1,9 36,6

? 3

780 L7 97

7

5,3 25 253 356 59 4,5 9.5

L)

A linhagem LB-54 obtida de amostras de solo da regifio de Campinas,
Sdo Paulo fot selecionada como a melhor produtora de dcide y-linolénico dentre as 4
hinhagens preliminarmente selecionadas por apresentar maior contetido de  Acido y-
linolénico dentre os dctdos graxos totats de sua constituigéo.
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4.2 - Identificaciio da linhagem LB-54 selecionada

A linhagem de n°® 54 da colegio do Laboratério de Bioquimica foi
identificada como Mucor sp, apresentando columellae bem desenvolvido e apices ndo
ramificados, de acordo com as caracteristicas taxondmicas descritas por DOMSCH e/
al, em 1980,

As colonias de Mucor sp apresentaram rapido crescimento em PDA
(Potato Dextrose Agar) quando incubados 4 30°C. A pigmentaciio caracteristica é
esbranquigada no inicio do crescimento, transformando-se em cinza escuro ao longo
de sua maturacfio. Os sporangiophores formam uma massa densa distribuidos ao
longo do crescimento.

A figura 3 ilustra a linhagem selecionada.

4.3 - Obtengiio de lipideos da linhagem selecionada LB-54 de Mucor sp

Fot realizada fermentagio liquida em frascos Erlenmeyer de capacidade
230ml contendo 50 mi de meio de cultura composto de 20g/1 de glicose ¢ 10g/l de
extrato de levedura com pH 6,5 durante 5 dias 4 28°C.

Apos extragiio dos lipideos totais (item 3.2.5) do micélio de Mucor sp,
obteve-se aproximadamente 2,5g de oleo de Mucor sp a partir de 2 (dois) litvos de
meio de cultura.

Este 6lec foi acondicionado em frascos escuros e guardados 3
temperatura de 4°C.
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Figura 3 -Linhagem LB-54 identificada como Mucor sp. Aumento de 400 x em
microscopia otica.




4.4 -~ Comparacgio da linhagem LB-54 de Mucor sp com outras espécies de Mucor
em relagiio ao teor de biomassa seca e conteudo de lipideos totais.

As linhagens LB-54 ¢ LB-14 que apresentaram os maiores teores de
dcido y-linolénico foram comparadas entre si € com a linhagem de Mucor miehei
NRRL 3420 produtora de 4cido y-linolénico quanto 4 obtengfio de biomassa, contetdo
de lipideos totais ¢ consumo de glicose em relagfio ao tempo de incubagfio ( item
3.2.11.1).

As figuras 4, 5 e 6 tlustram os resultados.

A determiagéio do consumo de glicose medindo-se a glicose residual no
meio de cultura foi realizada de acordo com o item 3.2.4. O método utilizado baseia-
se na oxidagio enzimitica da glicose pela glicose - oxidase (Oxidoredutase; EC
1.1.3.4 ) & 4cido glucbnico e peroxido de hidrogénio. A HpOp em presenga da
peroxidase produz o acoplamento oxidativo do fenol com a 4-aminofenazona dando
lugar a formacio de um cromégeno de cor vermelho-cergja, com um maximo de
absor¢do a 505 nm, segundo o esquema :

Glicose + Oy + HoO—>  4cido glucdnico + Hp09

glicosc-oxidase

2H509 + 4-aminofenazona + fenol ~» 4-(p-henzoguinona mongimino) fenazona + 4H,0

peroxidase

As linhagens produziram maior teor de biomassa seca apos ¢ quinto dia
de incubacfio. Os valores méaximos obtidos foram de 6,5, 5,8 ¢ 5,7g de biomassa seca
por litto de meio de cultura para as linhagens LB-14, LB-54 e linhagem de Mucor
nriehei NRRL 3420 respectivamente, ap6s 5 dias de incubagfo a 28°C. (Figura 4)

Embora o mator valor de biomassa tenha sido obtido com a linhagem
LB-14, um valor significativamente maior de lipideos fotais foi obtido com a
linhagem LB-54 no quinto dia de incubagfio (1,2g71). A quantidade foi correspondente
ao dobro dos lipideos totais obtidos da linhagens L.B-14 e ao triplo que os obtidos da
linhagem de Mucor miehei NRRL 3420 sobre as mesmas condigbes de
incubagfo.(Figura 5) _

Verificou-se que com 5 dias de incubagfo, onde se obteve o contelido
maximo de lipideos totais e de biomassa foi consumido 100% da glicose presente no
meic de cultura pelas trés linhagens analisadas (Figura 6). Na auséncia deste nutriente
cessou o crescimento do fungo e a biossintese de lipideos foi diminuida.
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O actmulo de lipideos durante a fase de crescimento afiva do fungo e
posterior diminmuigo deste contendo foi encontrado também para outros fungos da
ordem Mucorales demonstrando um padriioc similar de resposta em fungfio do tempo
de incubagfio. O teor de lipideos do micélio de Rhizopus arrhizus relatado por SHAW
(1966) apresentou um conteddo maximo entre quinto e sétimo dia de incubagdo no
valor de 185 mg de lipideos/g de biomassa seca. Apds o vigésimo primeiro dia de
incubagdo o conteido de lipideos diminuiu para 27mg/g.

A relagiio lipideos/biomassa foi utihizada neste estudo para comparagio
quanto a produgio de lipideos pelas linhagens de Mucor analisadas. A linhagem
selecionada LB-54 apresentou um valor de 20,73g de lipideos totais/100g de biomassa
seca (%p/p). Foram encontrados os valores de 11,20 %p/p ¢ 8,18 %p/p para as
linhagens LB-14 ¢ de Mucor miehei NRRL 3420 respectivamente apos 5 dias de

incubagio.

FUNTNIKOVA et al (1992) selecionaram diferentes linhagens de
Mucor sp apoés submeté-los & irradiagio UV visando aumentar a produgdo de
biomassa. A linhagem inicial que produziu 3g de biomassa seca/l resultou, apos
irradiagiio num mutante, a linhagem denominada Mucor 12M que produziu 8,5g/1 de
biomassa seca apds 3 dias de fermentagdo.

Uma linhagem de Mucor sp relatada por KANG & SHIN (1989)
apresentou 5,5 p/l de biomassa seca ¢ 1,32g/1 de lipideos totais apos incubagiio por 5
dias em meio de cultura composto de 3% de glicose e 0,1% de extrato de levedura.

HANSSON & DOSTALEK, (1988) analisaram a obtengfio de biomassa
e o acamulo de lipideos por quatro espécies de Mortierella. O crescimento do fungo
foi alterado significativamente frente &s mudangas das condigdes de cultivo. A maior
quantidade de biomassa scca (11-12g/1) e contetdo de lipideos/biomassa seca
(24%p/p) foi obtido apos 4 dias de incubagdo em meio de cultura contendo 30g/1 de
glicose, 5,0g/1 de extrato de levedura, 1,0g/1 de KNO3 e ions ferro, cobre, zinco,
magnésio e calcio.

SHIN & SHIN, (1988) obtiveram altos niveis de lipideos/biomassa nos
fungos Mortierella isabellina TFO 7884 (32,2%) e Choanephora cucurbitarum 1FO
5985 ( 39,8%) da ordem Mucorales.
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Figura 4 - Estudo da relagho entre o tempo de fermentagdo ¢ biomassa seca das
linhagens de Mucor apds incubagio & 28°C em meio de cultura composto
de glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1.
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Figura 5 - Estudo da relagdo entre o tempo de fermentagdo e conteido de lipideos
totais das linhagens de Mucor ap6s incubagio a 28°C em meio de cultura
composto de glicose, 20g/! e extrato de levedura, 10g/1
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Figura 6 - Estudo da relagio entre o tempo de fermentagfio e consumo de glicose pelas
linhagens de Mucor apos incubagio 3 28°C em meio de cultura composto

de glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1
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4.5 - Composiciio de &cidos graxes das linhagens de Mucor sp produtoras de Acido
v-linolénico obtidos por cromatografia gasosa

A figura 7 ilustra o perfil da composigfo de acidos graxos das linhagens
LB-54, LB-14 ¢ de Mucor michei NRRL 3420 quando submetidas as mesmas
sondicdes de cultivo e incubagfo. A cromatogratia foi realizada de acordo com o item
3.2.7.

Os dados demonstrados indicam que a porcentagem de acido y-
linolénico em relaglo aos 4cidos graxos totais da linhagem LB-34, LB-14 ¢ Mucor
michei NRRL 3420 foram de 14,68 %, 7,74 % ¢ 6,12 % respectivamente, A
porcentagem de Acido y-linolénico obtida com a linhagem LB-54 de Mucor sp se
mostrou superior aos dados relatados por SAJBIDOR et af (1988) para Mucor mucedo
1384 (8,0 %), Mucor plumbeus CCM 474 (11,4 %), Mortierella ramanniana 1022
(9,4 %) e para Rhizopus arrhizus VUPL 23 (10,8 %) apds incubagéio por 7 dias em
meio de cultura contendo glicose.

As maiores porcentagens de cido y-linolénico / dcidos graxos totais na
constituigiio de lipideos de alguns Mucorales foram relatadas por SHIN & SHIN,
(1988) presentes em Mucor ambigus 1IFO 6742 (16,0%) e em Choanephora

cucurbitarum IFO 5983 (15,5%).

A composigio de acidos graxos da linhagem LB-34 de Mucor sp
mostrou-se similar 4 linhagem mutante, Mucor 12M relatado por FUNTNIKOVA ef
al (1992) como promissora fonte de acido y-linolénico.

Os principais acidos graxos da composigio da linhagem LB-54 de
Mucor sp foram o é4cido palmitico, oleico, linoleico e acido y-linolénico. Nas trés
linhagens analisadas o 1sdmero acido o-linolénico estava ausente.
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Figara 7 - Composigdo de acidos graxos da linhagem LB-54 (A), linhagem LB-14
(B), e linhagem de Muncor michei NRRL 3420 (C) obtido por
cromatografia gasosa, apos § dias de incubagfo 4 28°C em meio de cultura
composto de glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1.

1 - Acido miristico (14:0) 5 - Acido oleico (18:1)
2 - Acido palmitico (16:0) 6 - Acido linoleico (18:2)
3 - Acido palmitoleico (16:1) 7 - Acido y-linolénico(18:3v)

4 - Acido estearico (18:0)
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4,6 - Determinagio da porcentagem de acidos graxos totais e matéria
insaponificavel dos lipideos da linhagem LB-54 de Mucor sp

O método empregado, descrito no item 3.2.9, permite a determinagio
por um mesmo procedimento da porcentagem de Acidos graxos totais presentes na
amostra ¢ a porcentagem de matéria insaponificavel.

O 6leo da linhagem LB-54 de Mucor sp obtido no item 4.3 foi
verificado conter 24,8 % de acidos graxos totais na constituigfio, incluindo os acidos

graxos livres e esterificados presentes.
As  matérias  insaponificaveis incluem  aquelas  substincias

frequentemente dissolvidas nos 6leos e gorduras, as quais nfo se saponificam com
alcalis causticos, mas sdio soltveis em solventes organicos. Estio incluidos élcoois
alifaticos, esterdis, pigmentos e hidrocarbonetos encontrados frequentemente na
maioria dos fungos, como relatados por LOSEL ef al em 1988,

A porcentagem de matéria insaponificavel presente no dleo da linhagem
LB-34 de Mucor sp for de 7,2%.

Os experimentos foram realizados em triplicata ¢ os resultados
expressos pela média das determinagdes.

A porcentagem de acidos graxos totais presentes no Oleo do fungo foi
utilizada como um importante parfimetro para os calculos de produgfo de acido y-
linolénico pela linhagem LB-54 de Mucor sp.
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4.7 - Efeito do tempo de incubaclio na produgiioc de Acido y-linolénico pela
linhagem LB-54 de Mucor sp

O efeito do tempo de incubagfio na producfo de acido y-linolénico peia
linhagem LB-54 de Mucor sp foi determinado de acordo com o método descrito no
item 3.2.11.2. Os pardmetros analisados estfio expressos na tabela 5.

A produgdo de acido y-linolénico pela linhagem LB-54 de Mucor sp foi
expressa em relagfo ao teor de biomassa seca e volume de meio de coltura.

Verificou-se que a porcentagem de acido y-hinolénico em relagfio aos
acidos praxos totais, obtidos por cromatografia gasosa em diferentes tempos de
incubagfio ndo exibiram consideraveis variagdes. Em contrapartida, a relagio acido y-
linolénico/biomassa seca (mg/g) e acido y-linolénico/litro de meio de cultura (mg/)
sofreram grandes alteragBes no decorrer do tempo de incubacfio. O maximo de
produgdo de 4cido y-linolénico pela linhagem LB-54 de Mucor sp ocorreu no quinto
dia de incubacgdo resultando em 7,55 mg de 4cido y-linolénico/g de biomassa seca, ou
expresso como 43,97mg de acido y-linolénico/litro de meio de cultura.

A figura 8 ilustra o resultado da producio de acido y-linolénico/litro de
meio de cultura em diferentes tempos de incubagdo.

As alteragBes nos valores de producfio de 4dcido y-linolénico sio
decorrentes das variagBes de biomassa ¢ contetido de lipideos totais exibido pela
linhagem LB-54 de Mucor sp em diferentes tempos de incubagio.

A porcentagem de lipideos totais/biomassa seca obtida da linhagem LB-
54 de Mucor sp apds 5 dias de incubagiio (20,8%p/p) estlio proximos aos valores
obtidos por TORNALOVA, et al (1992) com o fungo Mucor INMI apds extragiio dos
lipideos em biomassa liofilizada (19,3 1%p/p).

KENDRICK & RATLEDGE (1992b) relataram que os fungos
Traustochytridium aureum e Saprolegnia parasitica contém em média 10% p/p de
lipideos totais/biomassa seca, enquanto os fungos ditos oleoginosos, Conidiobolus
nanodes, Entomorphtora exitalis contém ~25% plp e Mortierella alpia-peyron
apresentou em sua composigdo 38% de lipideos/biomassa seca.

SHAW (1966) analisou a produgic de 4cido y-linolénico pelos fungos
Cunninghameila blakesleeana ¢ Rhizopus arvhizus. Fol verificado que o tempo de
incubagfio do fungo no meio de cultura ndo foi capaz de alterar significativamente a
composigdo de acidos graxos dos fungos. As alteragdes na produgdo de acido y-
linolénico foram em decorréncia da variagfio do conte(ido de lpideos totais do
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micélio. A produglo de acidos graxos por Cunninghamella blokesieeanc foi de
41mg/g de biomassa seca, onde 5,69mg se referim ao 4cido y-linolénico obtido apds 7
dias de incubagdo a 30°C.

SAFE (1974) relatou que o0s teores de lipideos obtidos de Mucor rouxii
foram altamente afetados pelo tempo de incubagdio. Apos 24 horas de incubagio o
contefido obtido foi de 10% p/p. Nos intervalos de tempos de 72 horas e 120 horas de
incubacdo os niveis diminuiram para 7,2 ¢ 9,0 %p/p respectivamente.

Um aumento na produgio de acido y-linolénico por Mucor ambiguus foi
realizado por FUKUDA & MORIKAWA (1987). O novoe método utilizou
fermentadores em cultivo continuo, células imobilizadas em BSP ( Biomass Suport
Particles ) em associaglio com emulsificantes nfio 16nicos no meio de cultura, o que
resultou numa produgdo de de 14-18 mg de acido y-linolénico/dl de meio de cultura, o
dobro da quantidade obtida pelos métodos tradicionais.
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Tabela 5 - Efeito do tempo de incubagfio no crescimento, contetido de lipideos totais e
produgio de acido y-linolénico pela linhagem LB-54 de Mucor sp apés
imcubagiio a 28°C em meio de cultura composto de ghicose, 20g/l e extrato
de levedura, 10g/1.

Tempo de Biomassa Lipideos  %relativa  Lip. totais/ Ac.y-linolén./ Ac y-linolén./
incubagio  seca totais  4c.y-linolén,/ Biomassa  Biomassa Meio de
4C. Praxos seca seca cultura
(dias) (&) )] totais (o p/p) (mg/g) (mg/l)
1 2,25 0,11 16,12 4,97 1,98 4,47
2 4,42 0,33 13,72 7,41 2,02 11,15
3 5,48 0,46 15,39 8,46 3,23 17,72
4 5,71 1,11 11,74 19,39 5,65 32,24
5 5,83 1,21 14,68 20,73 7,55 4397
7 6,03 0,96 15,71 15,90 6,19 37,34
10 5.97 0,54 11,66 9,11 2,63 15,73
14 3,60 0,37 10,55 7,23 1,89 9,63
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Figura 8 - Efeito do tempo de fermentagfio na produgiio de acido y-linolénico pela
linhagem LB-54 de de Mucor sp ap6s incubagfio a 28°C em meio de
cultura composto de glicose, 20g/l e extrato de levedura, 10g/]
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4,8 - Efeito do pH inicial do meio de cultura na obtenciio de lipideos totais em
relacio 3 biomassa seca (Y%p/p) pela linhagem LB-54 de Mucor sp

O efeito de pH inicial do meio de cultura na porcentagem de lipideos
totais em relacdo a biomassa seca (%op/p) foi determinado de acordo com o método
descrito no item 3.2.11.3.

A incubagfo da linhagem LB-54 de Mucor sp em meio de cultura
contendo glicose, 20g/1 e extrato de fevedura, 10g/l com valores de pH na faixa de 4,5
4 8.5 nido alterou significativamente a porcentagem de lipideos totats obtidos do
fungo.

A figura 9 ilustra os resultados obtidos.

O valor do pH inicial do meio de cultura tem sido usado numa faixa de
6,0-7,0 para produgiio de lipideos por diferentes espécies de Mucor (SAIBIDOR et i,
1988), Choanephora cucurbitarum (DEVEN & MANOCHA, 1976) e espécies de
Mortierella (SHIMIZU er al, 1988).

KANG & SHIN, (1989) relataram que o contetido de lipideos totais de
Mucor sp KCTC 8405P aumentou significativamente com o aumento do pH inicial do
meio de cultura. Os valores obtidos de lipideos totais/biomassa seca (%p/p) foram de
25.9, 30,6 ¢ 47,1 % p/p para os valores de pH de 3, 6 ¢ 9 respectivamente. Estes
dados foram relacionados pelos autores com as variagles morfologicas do fungo
guando submetidos ao crescimento em condigBes 4dcidas ou basicas. Em condigbes
mais alcalinas (pH 8 e 9) o crescimento do fungo seria acompanhado pela formacio
de extensa area micelar. Baseando-se nos resultados reportados por SUMNER &
MORGAN (1969) que o contetido de lipideos ¢ maior no micéhio vegetativo do que
sobre a forma de esporos, os autores concluiram que o alto contetado de lipideos
obtido em condiges mais alcalinas seria devido a grande quantidade de micélio
formado por unidade de biomassa seca.

Em contrapartida, a biossintese de lipideos por Choagnephora
cucurbitarum relatade por DEVEN & MANOCHA (1976) fot inibida em valores
mais altos de pH. O pH inicial de 5,5 resultou num contetido de 26% p/p e no pH 8.5
este valor fo1 de 8,1% p/p apods 72 horas de incubagio.
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Figura 9 - Efeito do pH inicial na porcentagem de lipideos totais em relagdo
biomassa seca (%p/p) da linhagem LB-54 de Mucor sp apds incubagdo
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4.9 - Efeito de diferentes fontes de carbono na produgiio de dcido y-linolénico pela
linhagem LB-54 de Mucor sp

O estudo referente ao efeito de diferentes fontes de carbono na produciio
de dcido y-linolénico pela linhagem LB-54 de Mucor sp foi realizado de acordo com
as condi¢Bes descritas no item 3.2.11.4.

A tabela 6 tlustra os resultados.

A utilizagfio dos substratos frutose e dcidos graxos insaturados (acido
oleico ¢ linoleico) resultou em niveis satisfatorios de 4cido y-linolénico/litro de meio
de cultura, embora ndo sejam compardveis ao valor obtido quando a ghcose foi
utilizada como fonte de carbono,

A Dbiossintese de lipideos pela linhagem LB-34 de Mucor sp foi
fortemente inibida quando sacarose ou lactose foram wutilizadas como fonte de
carbono, enquanto a adigio de acidos graxos saturados como palmitico e estedrico
resultou em aumento no teor de lipideos totais, mas com efeito negativo na produgio
de acido y-linolénico.

O contetido relativo de acido y-linolénico/acidos graxos totais obtido por
cromatografia gasosa mostrou que a utilizagfo do dcido linoleico, sorbitol, glicerol,
frutose ¢ glicose resultou em lipideos mais insaturados com alto contetdo de dcido y-
linolénico na composiglo de acidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp quando
estes substratos foram usados como fonte de carbono.

SAIBIDOR et af (1988) relataram que a glicose fo1 0 melhor substrato
para obtencfo de lipideos por fungos da ordem Mucorales analisados. Mortierelic
ramanniana e Rhizopus arrhizus apresentaram alto conteido de 4cido y-linolénico
quando fot utilizado soluglio de amido como fonte de carbono.

KANG & SHIN (1989) obtiveram os valores de 24, 20, 12,8, 123 ¢
11,7% p/p quando foram utilizadas como fontes de carbono, glicose, acetato de sédio,
solugfo de amido, maltose e xilose respectivamente. Baixos valores de lipideos por
biomassa foram obtidos com o uso de sacarose (6,4%p/p) e lactose (10,4%) pela
linhagem de Mucor sp KCTC 8405,

LINDBERG & HANSSON, (1991} com o intnito de reduzir o custo dos

nutrientes do meio de cultura para produgfio de 4cido y-hinolémico por Mucer rouxii
testaram o uso de fontes de carbono de baixo custo. A utilizagio de amido e melago
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de beterraba resultou em 11 ¢ 8,5% de lipideos totais por biomassa seca, valores
superiores aos obtidos com glicose ( 7,1 %p/p ) nas mesmas condigBes de incubagio.

As figuras 10, 11, 12 e 13 demonstram a composi¢do em porcentagem
relativa de 4cidos graxos, obtido pela linhagem LB-54 de Mucor sp em meio de
cultura contendo como fonte de carbono glicose, amido, icido palmitico ou lactose. A
fonte de nitrogénio utilizada foi o extrato de levedura na concentragfio de 10g/L.

T



Tabela 6 - Efeito de diferentes fontes de carbono no crescimento, contetido de
lipideos totais ¢ produgfio de &cido y-linolénico pela linhagem LB-54 de
Mucor sp apds incubagdo a 28°C por 5 dias

Fontes Biomassa  Lipideos Lipideos totais/ % relativa Produgio
de seca totais Biomassa seca  ac. y-linolén./ 4c y linolénico
Carbono (g/H {g/h) (Yop/p) acido graxos {mg/1)
totais

Ghicose 5,97 1,14 19,08 14,68 41,49
Frutose 5,01 0,87 17,39 12,38 26,77
Xilose 5,06 0,42 8,38 8,63 5,07
Galactose 6,47 0,24 3,65 6,10 3,56
Sacarose 1,27 0,072 5,68 9,52 1,69
Maltose 6,25 0,31 6,25 6,37 4,83
Glicerol 34 0.22 6,39 12,17 6,64
Sorbitol 5.55 0,31 5,66 11,58 9,01
Lactose 1,02 0,11 10,74 4,61 1.25
Amido 5,70 0,27 4,74 8.41 5,62
Ac.palmitico . 3,87 1,50 35,11 0,14 0,56
Ac.estearico 8,04 1,38 17,21 1,12 3,87
Ac. oleico 6,60 0,98 14,90 6,08 14,86
Ac. linoleico 3,92 0,44 11,11 15,62 16,87
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Figura 10 - Composigio de 4cidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp, obtido por
cromatografia gasosa, ap6s 5 dias de incubacfio 4 28°C em meio de
cultura composto de glicose, 20g/] ¢ extrato de levedura, 10g/1.

1 - Acido miristico (14:0) 5 - Acido oleico (18:1)
2 - Acido palmitico (16:0) 6 - Acido linoleico (18:2)
3 - Acido palmitoleico (16:1) 7 - Acido y-linolénico(18:3y)

4 - Acido estearico (18:0)
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Figura 11 - Composigo de acidos graxos da linhagem LB-34 de Mucor sp, obtido por
cromatografia gasosa, apds 5 dias de mcubagfio & 28°C em meio de
cultura composto de amido, 22.3g/1 e extrato de levedura, 10g/1.
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Figura 12 - Composicdo de acidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp, obtido por
cromatografia gasosa, apds 5 dias de incubagdo a 28°C em meto de
cultura composto de acido palmitico 10,6g/l e extrato de levedura, 10g/1.

Figura 13 - Composigiio de Acidos graxos da linhagem LB-34 de Mucor sp, obtido por
cromatografia gasosa, apds 5 dias de incubaglio a 28°C em meio de
cultura composto de lactose, 20g/1 ¢ extrato de levedura, 10g/1.
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4.10 - Efeito de diferentes fontes de nitrogénio na produciio de acido y-linoiénico
pela linhagem LB-54 de Mucor sp

O estudo referente ao efeito de diferentes fontes de nitrogénio na
produgdo de acido y-linolénico pela linhagem LB-34 de Mucor sp foi realizado de
acordo com as condigOes descritas no item 3.2.11.5. A tabela 7 ilustra os resultados.

Entre as fontes de nitrogénio testadas, o extrato de levedura resultou em
maior crescimento do microorganismo ¢ maior contendo de lipideos totais,
produzindo a maior quantidade de 4cido y-linolénico pela linhagem LB-54 de Mucor
sp.

As fontes de nitrogénio inorgénicas, como nitrato de potassio, cloreto de
amdnio e nitrato de sédio causaram inibiciio do crescimento celular e da biossintese
de lipideos resultando em baixa produgio de dcido y-Imolénico por litro de meio de
cultura. Dentre estas excetua-se o sulfato de amdnio, cuja presenga no meio de cultura
resulton em um significativo valor da relagfio lipideos/biomassa (16,3g de
lipideos/100g de biomassa).

Dentre as fontes orginicas testadas, polipeptona e extrato de malte
também resultaram em maiores niveis de lipideos, embora nfio tenham favorecido a
producio de 4cido y-linolénico. Em contrapartida, a uréia causou uma significativa
inibic#o da biossintese de lipideos pela linhagem LB-54 de Mucor sp.

O sutolisado de levedura quando uttlizado na taxa C/N de 210 mostrou
ser a segunda fonte mais eficiente na produgiio de acido y-linolénico (14,87mg/l).
Quando usado em taxa C/N de 110 o valor encontrado foi significativamente menor
(5,43 mg/l).

A facilidade de obtenciio deste autolisado associada ao baixo custo,
torna esta fonte de nitrogénio de grande interesse comercial.

SAJBIDOR ef o/, (1988) objetivando estudar a produgéio de lipideos e
composicio de dcidos graxos de Mucor mucedo, M plumbeus, Mortierella
ramannianag € Rhizopus arrhizus em diferentes fontes de carbono, utilizou como fonte
de nitrogénio o extrato de levedura numa concentraglio de 5,0g/l, obtendo um
contetido maximo de lipideos totais por biomassa seca ( %p/p )} de 23,7 para Mucor
mucedo.

Verificou-se¢ que a porcentagem de acido y-linolénico/acidos graxos
totais mostrou grandes variagOes frente as diferentes fontes de nitrogénio. Os valores
maiores foram obtidos com extrato de levedura, autolisado de levedura ( taxa
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carbono/nitrogénio de 210 ) e sulfato de amdnio. As demais fontes de nitrogénio
resultaram valores significativamente inferiores.

KANG & SHIN, (1989) relataram que o sulfato de amdnio foi a melhor
fonte de nitrogénio para produgiio de lipideos totais (25,9%p/p) pela linhagem de
Mucor sp KCTC 8405P. As fontes de nitrogénio inorganicas s¢ mostraram
ineficientes na produgdo de lipideos totais, enquanto as fontes orgénicas, em especial
a uréia se mostraram mais eficientes. As fontes de nitrogénio testadas nfo foram
capazes de aumentar em valor significativo a produgfo de acido y-linolénico pela
linhagem estudada.

Fontes de nitrogénio de baixo custo foram relatadas por LINDBERG &
HANSSON (1991) no estudo com Mucor rouxii. O uso de torta de colza e torta de
coco apds extragio de lipideos resultaram num conteddo de lipideos de 1,16g/1 ¢
2 8¢/1 respectivamente, correspondente & 2 e 5 vezes mais lipideos que o obtido com
extrato de levedura. O aumento no conteddo de lipideos refletiu diretamente no
aumento da produgdo de acido y-linolénico que foi de 0,15g/1 obtido com o extrato de
levedura ¢ 0,33g/1 quando a torta de cdco foi utilizado como fonte de nitrogénio.

HANSSON & DOSTALEK, (1988) analisaram a influéncia de
diferentes fontes de nitrogénio inorgénicas para producfio de lipideos por Mortierella
ramanniena. O uso de nitrato de potdssio se mostrou favordvel ao crescimento do
microorganismo ¢ ao contetido de lipideos por biomassa quando comparado com
cloreto de amdnio on sulfato de am6nio. Foi obtido 22,6g de biomassa seca ¢ uma
relagio de 15,7% de lipideos/biomassa apds incubaglio em meio de cultura contendo
nitrato de potassioc como fonte de nitrogénio e glicose comeo fonte de carbono.

As figuras 14, 15, 16 ¢ 17 demonstram a composi¢iio de acidos graxos
(% relativa/dcidos graxos totais ) pela linhagem LB-54 de Mucor sp quando sulfato de
aménio, uréia, autolisade de levedura e polipeptona foram usados como fonte de
nitrogénio. O cromatograma dos 4cidos graxos da linhagem de Mucor sp cultivada em
meio com extrato de levedura como fonte de nitrogénio esta tlustrado na figura 10.

Verificou-se que ¢ uso da nréia como fonte de nifrogénio pela linhagem
LB-54 de Mucor sp resultou em pobre crescimento do microorganismo € insuficiente
produgdio de acido y-linolénico (2,55% dcido y-linol€nico/dcidos graxos totais). Foi
detectado a presenca do acido o-linolénico.
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Tabela 7 - Efeito de diferentes fontes de nitrogénio no crescimento,conteudo de
lipideos totais e produgdo de acido y-linolénico pela linhagem LB-34 de
Mucor sp ap6s incubagdo a 28°C por 5 dias

Fontes Biomassa Lipideos Lipideos totais/ %5 relativa Producfio ac.y-
de seca totats ~ Biomassaseca Ac.y-linolénico/  linolénico
Nitrogénio (g {g/D) (Yap/p) acidos graxos {mg/1)
totais

Autolisado 2,67 0,42 7,36 14,28 14,87
levedura 1
Autolisado 4,96 0,28 5,64 7,84 5,43
levedura 2
Extrato de 5,97 114 19,08 14,68 41,49
levedura
Polipeptona 2,69 0,29 14,63 7,04 5,13
(NH4)2504 0,98 0,16 16,33 11,74 4,66
KNOj 0,49 0,012 2,44 5,65 0,17
NHgCl 0,19 0,005 2,53 8,78 1,05
NaNQO1 0,18 0,004 2,0 2,41 0,21
Uréia 0,12 0,002 1,58 2,55 0,07
Extrato de malte 0,80 0,09 12,31 4,73 1,15

Autolisado de levedura 1 - Foram usados 25ml de autohsado de levedura (0,074%
nitrogénio) e 10g/1 de glicose (C/N 210)

Autolisado de levedura 2 - Foram usados 25ml de autolisado de levedura (0,074%
nitrogénio) e 5g/1 de glicose (C/N 110)
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Figura 14 - Composicio de dcidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp, obtido por
cromatografia gasosa, apos 5 dias de incubagio 4 28°C em meio de
cultura composto de glicose, 20g/1 e , (NH4)2S0y4, 3,5 g/1

1 - Acido miristico (14:0) 5 - Acido oleico (18:1)
2 - Acido palmitico (16:0) 6 - Acido linoleico (18:2)
3 - Acido palmitoleico {16:1) 7 - Acido y-hinolénico(18:3y)
4 - Acido estedrico (18:0) 8 - Acido a-linolénico(18:3a)
L
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Figura 15 - Composigo de 4cidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp, obtido por
cromatografia gasosa, apds 5 dias de incubagiio 3 28°C em meio de
cultura composto de glicose, 20p/1 e uréia, 1,6¢/1
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Figura 16 - Composic¢iio de cidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp, obtido por
cromatografia gasosa, apds 5 dias de incuba¢fio 4 28°C em meio de
cultura composto de glicose, 20g/1 e autolisado de levedura C/N 210.

Figura 17 - Composig#o de cidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp, obtido por
cromatografia gasosa, apds 5 dias de incubag@io a4 28°C em meio de
cultura composto de glicose, 20g/1 ¢ polipeptona, 4,5¢/1
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4.11 - Efeito da variacio da taxa Carbono /Nitrogénio ( C/N ) no contedo de
lipideos totais, consumo de glicose e crescimento da linhagem LB - 54 de
Mucor sp

O estudo referente 4 variacio da taxa C/N foi determinado de acordo
com o método descrito no item 3.2.11.6.

Os resultados ilustrados na figura 18 demonstram que o maior
crescimento do fungo ocorreu em meio de cultura com a taxa C/N de 5.4,
Aumentando-se a taxa C/N verificou-se um decréscimo no crescimento da linhagem
LB-54 de Mucor sp. O contetido de lipideos totais se manteve praticamente constante
em taxas acima de 21,6

A medida que a taxa C/N foi aumentada, obtiveram-se altos niveis da
relagfio lipideos totais/biomassa seca (%op/p), como pode ser observado pela figura 19,
Verificou-se que a linhagem LB-54 de Mucor sp foi capaz de consumir toda a glicose
do meio de cultura apds 5 dias de incubaglio quando as taxas de 54, 10,8 ¢ 21,6
foram usadas. Em contrapartida, foi detectado uma quantidade residual de glicose de
1,07, 1,25, 1,34, 1,76 g/l no meio de cultura apds 5 dias de mcubago para as taxas
C/N de 43,2, 54,0, 108,1 e 162,2 respectivamente.

TORNALOVA ef o/, (1992) demonstraram as alteragdes no conteado de
lipideos ¢ biomassa que o fungo Mucor INMI produtor de 4cido y-linolénico
apresentou frente as variagdes da taxa C/N. Foram ufilizadas taxas C/N de 20:1 e
40:1, as quais resultaram num teor de biomassa seca de aproximadamente 5,0g/1 € 3,5
g/l e um contelido de lipideos de 0,8¢/1 € 0,95 g/l respectivamente. A relaclio lipideos
totais/biomassa seca resultante foi de 16 %p/p para a taxa C/N de 20:1 e de 27 %p/p
para a taxa C/N de 40:1,

KANG & SHIN, (1989) observaram um significativo aumento na
produciio de lipideos por Mucor sp KCTC 8405P quando submetido ao crescimento
em meio de cultura contendo glicose como fonte de carbono e sulfato de ambnio com
fonte de nitrogénio em uma taxa C/N de 56,6. O contelido de lipideos obtido foi de
2,4¢/1, duas vezes maior ao valor encontrado para a taxa C/N de 18,9,

O conte(do de lipideos totais por biomassa seca obtido do fungo
Mortierella ramanniang CBS 112.08 foi relatado por HANSSON & DOSTALEK
{1988). Para as taxas C/N de 20, 86 e 173 foram obtidos 15,7, 23 e 28,9 %p/p
respectivamente, quando foi utilizado glicose como fonte de carbono e nitrato de
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potassio como fonte de nitrogénio. Apos 9 dias de incubagfo foi observado uma
quantidade residual de glicose quando foi utilizada a taxa C/N de 173.

Estes resultados sugerem que o actmulo de lipideos em altas taxas C/N,
onde pequenas concentragdes de nitrogénio estio presentes, ocorre quando a fonte de
nitrogénio é totalmente consumida, cessando a sintese de proteinas e acidos nucleicos
necessarios ao crescimento do microorganismo. O excesso da fonte de carbono
presente no meio de cultura continuaria a ser utilizada para a biossintese de lipideos
{RATLEDGE, 1982).

A associagiio do aumento do contetdo de lipideos com a dimmnmgio no
teor de biomassa seca observado em altas taxas C/N resulta em altos niveis da relagéio
lipideos totais/biomassa seca (%op/p) como relatado por KANG & SHIN (1989).

87



Figura 18 - Efeito da variagio da taxa Carbono/Nitrogénio (C/N) no crescimento e
contetrdo de lipideos totais da linhagem LB-54 de Mucor sp ap0s 5 dias
de incubagio & 28°C em meio de cultura composto de glicose, 20g/1 e
extrato de levedura, 10g/1
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Figura 19 - Efeito da variagio da taxa Carbono/Nitrogénio (C/N) no conteudo de
lipideos totais/biomassa seca (%p/p) € consumo de glicose pela hinhagem
LB-54 de Mucor sp apbs 5 dias de incubagio a 28°C em meio de cultura
composto de glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/!

Lipideos totais / Biomassa seca (Yop/p)

30

25

20

15

10

0

100
80
60
40
20
0
A i 5 v | 5
54 10.8 216 432 54 108,1 1622
Taxas Carbono / Nitrogénio

[ Lipideos totais / Biomassa seca (Yop/p)  EHConsumo de glicose (%) |

88

{ 9, ) as00%[3 Ip CLITSUC]



4.12 - Efeito da temperatura de incubagiio na porcentagem de lipideos totais em
relaciio 4 biomassa seca (%p/p) ¢ na produgiio de acido y-linolénico obtida
da linhagem LB-54 de Mucor sp.

O efeito da temperatura de incubagiio na porcentagem de lipideos totais
em relagfio a biomassa seca (% p/p) fot determinado de acordo com o método descrito
no item 3.2.11.7.

(s matores valores encontrados para a relagéio lipideos totais / biomassa
seca foram obtidos apds 5 dias de incubaglio &4 28°C (19 % p/p) e 10 dias de
incubaciio a 12°C (16 % p/p). Verificou-se que na temperatura de incubagiio de 38°C
foi inibida a biossintese de lipideos pela linhagem LB-54 de Mucor sp.

A figora 20 ilustra os resultados.

Esta linhagem mostrou crescimento favoravel a temperatura de 28°C
seguidas das temperaturas de 38°, 18° ¢ 12°C. No entanto, a quantidade de lipideos
obtida obedeceu a seguinte ordem ; 28 > 18 > 12> 38°C.

Estes dados estfio de acordo com os relatos de SUMNER & MORGAN
{1969). A linhagem de Mucor miehei quando incubada por 14 dias 4 25°C apresentou
em seu micélio 24,3 % p/p de lipideos fotais / biomassa seca, este valor decresceu pra
11,9 %p/p quando a temperatura de incubagio foi de 48°C.

DEVEN & MANOCHA, (1976) estudaram os lipideos de Choanephora
cucurbitarum em diferentes condigdes de cultivo. Os diferentes valores de lipideos
obtides do micélio frente as variagSes de temperatura foram de 219, 265, 235 e 198
mg de lipideos por grama de biomassa seca ap6s 72 horas de incubagfo ds
temperaturas de 15, 23, 30 ¢ 37°C respectivamente,

Os dados da tabela 8 referem-se a comparacio das temperaturas de
incubago de 12°C e 28°C quanto a produgfio de acido y-linolénico.

Verificou-se que em 10 dias de incubagfio a temperatura de 12°C
resultou em maior contelido de lipideos totais por biomassa seca e maior porcentagem
relativa de acido y-linolénico nos dcidos graxos totais da linhagem LB-54 de Mucor
sp quando comparada com o mesmo periodo de incubagfio a temperatura de 28°C. No
entanto, a producio maxima de dcido y-linolénico foi obtida a 28°C apos 5 dias de
incubagio em meio de cultura contendo glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1.

89



A quantidade de lipideos totais ( g/l ) e de biomassa seca { g/l ) obtida 2
12°C sfio significativamente inferiores aos valores encontrados para a temperatura de
incubagiio de 28°C.

A linhagem LB-54 de Mucor sp iniciou sua fase de crescimento apés 4
dias de incubagdo 4 temperatura de 12°C. Porém, na temperatura de 28°C o
crescimento iniciou-se apés algumas horas de incubagfo.

As figaras 21 (A e B) e 22 (A ¢ B) ilustram o perfil da composi¢io de
acidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp ap6s 5 e 10 dias de incubagfo as
temperaturas de 12 ¢ 28°C,

Os dados obtidos através de cromatografia gasosa estfio na tabelas 9,
expressando as porcentagens de cada dcido graxo em relagfo aos acidos graxos totais
obtidos apds 5 dias de incubagdo as temperaturas de 12 ¢ 28°C.

Verificou-se que as porcentagens relativas dos acidos palmitico, oleico,
linoleico e 4cido y-linolénico mostraram variagdes significativas frente as diferentes
temperaturas de incubagio. A porcentagem relativa de acido palmitico (16:0) obtida
ap6s 5 dias de incubagdo & temperatura de 28°C se mostrou duas vezes superior a
porcentagem obtida na femperatura de 12°C. Em contrapartida, houve um
direcionamento no sentido da biossintese de acidos graxos insaturados (18:2 e 18:3y)
na temperatura de incubagfo de 12°C. Este aumento no nivel de acido linoleico e
acido y-hinolénico refletiu diretamente na diminuigdio do nivel de 4cido oleico quando

comparado & temperatura de 28°C.
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Figura 20 - Efeito da temperatura de incubagéo na porcentagem de lipideos totais em
relagdo a biomassa seca {%op/p) da linhagem LB-34 de Mucor sp apods
incubagdo 4 28°C em meio de cultura composto de glicose, 20g/1 e extrato
de levedura, 10g/1
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Tabela 8 - Influéncia da temperatura de incubagfo na produgio de acido y-linolénico
pela linhagem de LB-54 de Mucor sp ap6s 5 e 10 dias de incubagfo em
meio de cultura composto de glicose, 20g/, e extrato de levedura, 10g/1

Tempo de 12°C 28°C
incubagiio
Biomassa seca (g/1) 5dias 116 6,17
10dias 2,47 7.29
Lipideos totats (/1) Sdias 0,08 116
10dias 0,39 0,79
Lipideos totais/ Sdias 7,04 18,85
Biomassa seca (Yop/p)
10dias 15,84 10,87
Acido y-linolénico/ 5dias 19,00 14,68
Acidos graxos totais
(% relativa) 10dias 24,02 11,66
Produgio 4c. y- inolénico Sdias 4,80 42,35
{mg/l de meio de cultura )
10dias 23,4 22,9
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Figura 21 - Composigfo de acidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp obtido por
cromatografia gasosa apés 5 dias (A) e 10 dias de incubagio (B) 4 28°C
em meio de cultura composto de ghicose, 20g/1 e extrato de levedura,

10g/1.
I - Acido miristico (14:0) 5 - Acido oleico (18:1)
2 - Acido palmitico (16:0) 6 - Acido linoleico (18:2)
3 - Acido palmitoleico (16:1) 7 - Acido y-linolénico(18:3y)
4 - Acido estearico {18:0) 8 - Acido a-linolénico(18:30)
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Fz;_,ura 22 - Composigio de acidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp obtido por
cromatografia gasosa apds 5 dias (A) e 10 dias de incubagdo (B) 4 12°C
em meio de cultura composto de glicose, 20g/l e extrato de levedura,

10¢/1.
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Tabela 9 - Composigfio relativa de dcidos graxos ( % em relagio aos Acidos graxos

totais ) dos lipideos da linhagem LB - 54 de Mucor sp apos 5 dias de
incubagdio 4 12°C e 28°C em meio de cultura composto de glicose,20g/1 e

extrato de levedura, 10g/1

Acidos graxos

%a de acidos graxos em relagfio aos acidos graxos totais

12°C 28°C
10:0 9,105 0,065
14:0 0,704 0,715
15:0 0,079 0,389
16:0 8,766 18,613
16:1 1,955 0,214
17:0 tragos 1,159
17:1 tragos 0,129
180 3,753 4,429
18:1 39,446 46,356
19:0 tragos 0,483
18:2 16,036 12,634
20:0 1,132 0,136
18:3 v 19,005 14,679
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O estudo da influéneia da temperatura na biossintese de lipideos totais ¢
composigio de 4cidos graxos de fungos da ordem Mucorales iniciou-se com os relatos
de SUMNER ef ol (1969). As diferengas na composigio de dcidos graxos encontrados
em fungos termofilos, termotolerantes, mesofilos e psicréfilos examinados estdo
relacionados ao grau de insaturagdo dos lipideos. Espécies psicrofilas (10-20°C),
mesdfilas (20-25°C) e termotolerantes sintetizam preferencialmente acido linoleico
(15-24%) e 4cido y-linolénico (8-19%). Baixas quantidades de acido oleico (30-38%)
foram detectadas. Nas espécies termofilas (40-45°C), foram relatadas altos niveis de
4cido oleico (~50%), baixos niveis de acido linoleico (3-5%) e de 4cido y-linolénico
(~15%).

MUMMA et al, {1970) relataram uma porcentagem relativa de dcido y-
linolénico de 15,6% em relagiio aos 4cidos graxos totais de Mucor globosus (espécie
mes6fila) apds incubagfio & 25°C. Na espécie termofila do fungo este valor foi de
somente 1,1% apds incubagio na temperatura de 45°C.

SAFE, (1974) observou que o uso da temperatura de incubagdo de 15°C
para Mucor rouxii resultou num conteddo miximo de 17,6% de dcido vy~
linolénico/acidos graxos totais apos 48 horas de incubagfio. Este valor decrescen para
5.3 %e 3,1 % nas temperaturas de 25 e 35°C respectivamente.

SHAW, (1966) relatou que o conteido de 17,7 % de écido y-
linolénicofacidos graxos totais presentes na constituigdo de Cunninghamella
blakesleeana apbds 7 dias de incubagdo & 25°C decresceu para 13,9 e 8,5 % apbs
incubagdo 4 30 ¢ 37°C.

FEOFILOVA et al, (1989) relataram que o aumento no conteudo de
4cidos graxos insaturados, em especial do 4cido linoleico,4cido y-linolénico e acido
araquiddnico da constituigho de Cunninghamella japonica, apds abaixamento brusco
da temperatura seria um mecanismo controle de crioadaptagiio com a finalidade de
manter a fluidibilidade da membrana celular e preservar o estado de homeostase.

A composigio de acidos graxos de Choanephora curcubifarum frente as
variaghes de temperatura de incubagfio mostrou significativas mudangas qualitativas
caracterizadas pelo aumento do contetido de 4cido y-linolénico com cotrespondente
diminuicio no contelido de 4cido palmitico e oleico frente &s temperaturas mais
baixas de crescimento, (DEVEN & MANOCHA, 1976 )
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4.13 - Efeito da presenca de fons metdlicos no meio de cultura no conteido de
lipideos totais e crescimento da linhagem LB-54 de Mucor sp

O efeito de fons metilicos no crescimento do fungo e conteddo de
lipideos totais foi testado de acordo com as condigBes descritas no ifem 3.2.11.8.

Verificou-se que a presenca de fons magnésio, calcio, ferro, zinco,
manganés € cobre no meio de cultura nas concentragdes de 0,3g, 10mg, 10mg, Img,
img ¢ 2mg por litro de meio de cultura respectivamente, nfio afetaram
significativamente a relagfio lipideos totais por biomassa seca obtida da hinhagem LB-
54 de Mucor sp ap6s 5 dias de incubagfio a 28°C.

Os resultados estio expressos na tabela 10.

A redugio no contendo de lipideos e no teor de biomassa foi observada
quando o microorganismo foi cultivado em meio de cultura onde o fon magnésic ndo
estava presente.

A influéncia de ions metalicos no crescimento ¢ na produgfo de lipideos
por Mortierella ramanniana fol estudado por HANSON & DOSTALEK (1988). O
meio de cultura utilizado pelo autor continha glicose como fonte de cabono, extrato
de levedura e nitrato de potdssio como fontes de nitrogénio e os ions metalicos,
caleio, magnésio, ferro, zinco e cobre. O cultivo do microorganismo por 93 horas a
temperatura de incubagfio de 25°C resultou em 23 % de lipideos em relaglo 4
biomassa seca. O cultive do microorganismo neste meio de cultura, sem os ions cobre
e zinco, levou 4 diminuigfio da relagio para 20,2 % p/p. Quando uma quantidade
adicional de fons magnésio foi suplementada no meio de cultura, houve diminuigdo da
relacdio lipideos/biomassa. A adigo do ton mangands também causou efeito negativo
na biossintese de lipideos por Mortierella ramarniana. De acordo com o autor,
pequenas quantidades de fons metalicos sdo geralmente necessarias para o
crescimento da célula e atividade enzimatica.
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Tabela 10 - Efeito da presenga de fons metdlicos no meio de cultura no contelido de
lipideos totais & biomassa seca da linhagem LB-54 de Mucor sp apds 3
dias de incubagfio a 28°C

Meios de Biomassa seca Lipideos Lipideos totais /
cultura (/1) totais Riomassa seca
@/h (op/p)
A 5,24 1,02 19,48
B 5,99 1,20 20,03
C 5,02 0,99 19,79
D 5.14 1,01 19,68

A - Meio de cultura contendo Glicose, 20g/1 ¢ extrato de levedura, 10g/1

B - Meio de cultura contendo Glicose, 20g/l, extrato de levedura, 10g/l; KHpPO4
2.4z, MgS04.7H0, 03g, CaClpHpO, | 0,0mg, FeS04.7H,0, 10,0mg;
ZnS04.7TH20, 1,0mg; MnSG4.4H,0, 1,0mg; CuS04.5H0, 2,0mg.

C - Meio de cultura de composigdo igual a B, porém sem magnésio .

D - Meio de cultura de composiciio igual a B, porém sem cobre e zinco.
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4.14 - Efeito da composicie do meio de cultura no conteido de lipideos totais e
crescimento da linhagem LB-54 de Mucor sp.

O efeito da composi¢io do meio de cultura no contetido de lipideos
totais e crescimento da linhagem LB-54 de Mucor sp foi determinado de acordo com
as condi¢Bes descritas no item 3.2.11.9.

A tabela 11 ilustra os resultados.

Em todos o0s meios de cultura utilizados no experimento, a fonte de
carbono usada foi a glicose. Diferentes fontes de nitrogénio foram usadas em cada
meio de cultura. O meio 5 que utiliza exclusivamente o extrato de levedura (5,0 g/l)
resultou em maior contetido de lipideos totais e de biomassa seca. Entretanto, a
relaio lipideos/biomassa mostrou um valor superior no meio 1 de composigio mais
complexa , com a presenga de extrato de malte, sulfato de amonio, peptona e ions

metalicos.

A presenga de uréia no meio de cultura 3 e de nitrato de potassio no
meio 4 causaram diminuicio significativa na biossintese de lipideos pela linhagem
LB-54 de Mucor sp apos 5 dias de incubagiio a 28°C.

No meio de cultura 2, a associagfio de cinco fontes de nitrogénio
diferentes, extrato de levedura, extrato de malte, sulfato de amdnio, polipeptona &
uréia nio causou aumento da biossintese de lipideos comparado ao melo 5 que
continha somente extrato de levedura,
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Tabela 11 - Influéneia da composiciio do meio de cultura no contetdo de lipideos
totais e biomassa seca da linhagem LB-54 de Mucor sp apds 5 dias de

incubagdio 4 28°C.

Metos de Biomassa Lipideos Lipideos totais/

cultura seca totais Biomassa seca
(g/h (g (% p/p)

Meio | 3,90 1,04 26,73
Meio 2 483 0,91 18,76
Meio 3 4.82 0,76 15,73
Meio 4 5,09 0.85 16,77
Meio 5 5.54 1,16 20,92
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4,15 - Efeito da adiciio de glicose ao meio de cultura seguida da variaciio de
temperatura de incubacfo na producio de dcido y-linolénico.

O estudo referente & adigiio de glicose ao meio de cultura seguida da
variagio de temperatura de incubagio na produgfio de 4cido y-linolémico pela
linhagem LB-54 de Mucor sp foi determinado de acordo com as condi¢des descritas
no itern 3.2.11.10.

A tabela 12 demonstra que a maior produgfio de dcido y-linolénico por litro
de meio de cultura foi observada apds 4 dias de mcubagfo 4 28°C, seguida da adigio
de glicose ap meio de cultura para resultar numa concentragio final de 2% p/v. A
incubacgio foi mantida por mais 6 dias a temperatura de 12°C. Um valor aproximado
de acido y-linolénico (mg/1) foi obtido quando utilizado 3 dias & temperatura de 12°C.

Uma nova adigiio de glicose ao meio de cultura resultando numa
concentragdo final de plicose de 2 % p/v fo1 realizada no quarto dia de incubacfio para
restabelecer o teor original para os trés experimentos. Os frascos foram
posteriormente incubados 4 temperatura de 12°C.

Verificou-se que a porcentagem relativa de dcido y-linolénico/ acidos
graxos totais nas condigdes de incubagfio do experimento foram gradativamente
aumentando 4 medida que o microorganismo foi mantido por mais tempo na
temperatura de incubacéo de 12°C.

A composigiio de écidos graxos dos lipideos obtidos nas condigdes
descritas estio tlustrados nas figuras 23, 24 e 25. No tempo de incubagdio de 10 dias a
12°C, obteve-se a maior porcentagem relativa de 4cido y-linolénico, comparado aos
tempos de 3 ¢ 6 dias, porém nota-se a presenga do dcido a-linolénico.

Verificou-se que a diferenga dos valores de biomassa e lipideos totais
obtidos quando somente a temperatura de incubagfio de 28°C foi utilizada por 5 dias
ou quando o microorganismo foi levado para uma posterior incubagdo a 12° é
praticamente insignificante. Em oposigfio, a porcentagem de acido y-linolénico/acidos
graxos totais sofreu um significativo aumento. Este pardmetro foi determinante no
aumento da produgiio de acido y-hinolénico pela linhagem LB-54 de Mucor sp quando
submetido & incnbago sucessiva nas temperaturas de 28 ¢ 12°C.
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FEOFILOVA et al, (1989) submeteram o fungo Cunninghamella japonica
4s temperaturas de incubaglio de 33°C ¢ 17°C, bem como a mudanga de uma
temperatura para outra. A transferéncia do micélio apds 24 horas de crescimento a 33°
C para a temperatura de 17°C provocou uma paralizagfio na produgfo de biomassa €
conteido de lipideos totais por 3 horas, caracteristico do estado imicial de
"aclimatizagdo". A continuidade da incubagdo a temperatura de 17°C levou a um
insignificante aumento no contetido de lipideos e no teor de biomassa. Foi observado
um aumento na insaturago dos acido graxos presentes nos lipideos caracterizado pelo
aumento nos niveis de 4acido linoleico e 4cido y-linolénico.

GANDHI & WEETE, (1991) objetivando aumentar a produgdo de acidos
graxos poliinsaturados, em especial &cido araquidonico e acido eicosapentaendico por
Pythium ultimum realizaram a incubagiio do fungo na temperatura de 25°C durante 6
dias de incubagfo, seguida da adigio de glicose (2 % p/p), nova incubagao a 13°C
por 6 dias ¢ um periodo estacionario de 10 dias. Nestas condigdes foi observado um
aumento de 253 % no nivel de 4cido araquidénico e 236% de 4cido eicosapentaendico

comparado a linha de base.
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Tabela 12 - Efeito da adicdo de glicose a 2 % p/v a0 meio de cultura contendo ghcose,
20g/t e extrato de levedura, 10 g/, seguida da variagio da temperatura
de incubagdo na producio de Acido y-linolénico pela linhagem LB-54 de

Mucor sp.
Condigdes Biomassa Lipideos Lipideos totais/ % relativa Produgio
de seca totais Biomassa seca  4c. y-linolénico/  (mg 4c. gama
incubagdo {a/h (g/D (% p/p) ac, graxos totais  linolénico/l)
Sdias 4 280C 6,17 1,16 18,85 14,68 42,35
ddias 4 280C 547 1,28 23,47 17,17 54,69
+
3dias 4 120C
4dias & 280C 6,33 1,22 19,15 18,35 55,33
+
6dias a 120C
4dias & 280C 6,40 1,06 16,53 19,27 50,56
..i,.

10dias a 120C
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Figura 23 - Composigfo de acidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp obtida por
cromatografia gasosa ap6s 4 dias de incubagio 4 28°C em meio de
cultura contendo glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/l, seguida da
adicio de glicose (2% p/v) para restabelecimento do teor inicial do meto
e posterior incubagdo a 12°C por 3 dias.

1 - Acido miristico (14:0) 5 - Acido oleico (18:1)
2 - Acido palmitico {16:0) 6 - Acido linoleico (18:2)
3 - Acido palmitoleico (16:1) 7 - Acido y-linolénico(18:3y)

4 - Acido estearico (18:0)

Figura 24 - Composigo de dcidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp obtida por
cromatografia gasosa ap6s 4 dias de incubagfio & 28°C em meio de
cultura contendo glicose, 20g/l e extrato de levedura, 10g/l, seguida da
adigio de glicose (2%p/v) para restabelecimento do teor inicial do meio
g posterior incubagiio & 12°C por 6 dias.
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Figura 25 - Composigdo de acidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp obtida por
cromatografia gasosa apés 4 dias de incubagiio & 28°C em meio de
cultura contendo glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/l, seguida da
adicio de glicose (2% p/v) para restabelecimento do teor inicial do meio

e posterior incubagio & 12°C por 10dias.
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4.16 - Estudo do efeito de diferentes concentragies de glicose no meio de cultura
na obten¢dio de lipideos totais em relacido 4 biomassa seca (%p/p) pela
linhagem L.B-54 de Mucor sp

O estudo referente ao efeito da adigfo de diferentes concentracBes de
glicose no meio de cultura apds 4 dias de incubagfio 4 28°C na porcentagem de
iipideos totais/biomassa seca obtido da linhagem LB-54 de Mucor sp foi determinado
de acordo com as condigdes descritas no item 3.2.11 .11

Verficou-se um aumento gradativo na biossintese de lipideos pela
linhagem LB-54 de Mucor sp nas concentragdes de 1%, 2%, 5% e 7% p/v de glicose
no meio de cultura. A concentragfio de 10% p/v de glicose adicionada no quarto dia
de incubaglo 4 28°C causou uma significativa inibigfo na biossintese de lpideos
totais. A tabela 13 ilustra os resultados.

Observou-se que o conteudo maximo da relagdo hipideos/biomassa foi
obtida utilizando as seguintes condigdes : Periodo de 4 dias de incubagfio a 28°C,
adigdio de 7 %p/v de glicose ao meio de cultura no quarto dia de incubagfio onde nio
hé glicose residual ¢ em seguida um periodo de 3 dias de mcubagdio a 12°C. Nestas
condigBes a porcentagem relativa de acido y-linolénico obtida (Figura 26) foi de
19,00% em relagfio aos acidos graxos totais da hnhagem LB-54 de Mucor sp ¢ a
produgdo de 4cido y-linolénico atingiu o nivel méximo de 74,07mg/l.

A figura 27 ilustra os resultados comparativos da produgiio de acido y-
linplénico em diferentes condigBes de cultivo utilizadas neste experimento e nos
descritos anteriormente.

Este valor maximo obtido corresponde a um acréscimo de 35,5% na
produgdo de dcido y-linolénico comparado aos valores obtidos quando a adigo de
glicose foi feita na concentragiio de 2 % p/v (condigiio 3). Comparando-se com a
produtividade de Acido y-linolénico obtido na condigio 1 onde a linhagem foi
incubada a 28°C por 5 dias no meio contendo glicose, 20 g/l e extrato de levedura, 10
¢/l sem adigio de glicose, foi verificado um acréscimo de 75% quando a linhagem
LB-54 de Mucor sp foi incubada por 4 dias a 28°C seguida da adigdo de 7 % de
glicose ¢ posterior incubagilo por 6 dias a 12°C,
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Tabela 13 - Efeito de diferentes concentragBes de glicose adicionadas no quarto dia de
incubacio & 28°C ao meio de cultura contendo glicose, 20g/1 ¢ extrato
de levedura, 10g/!1 seguida da incubagio & 12°C por 3 dias, na
porcentagem de lipideos totais em relagio & biomassa seca (% p/p) da
linhagem L.B-54 de Mucor sp.

Concentragio de Biomassa Lipideos Lipideos totais/
glicose adicionada seca totais Biomassa seca
ao meio de cultura

(%o plv) (e/1) &/h (%op/p)
0 5,45 1,25 22,93
1 5,42 1,24 22,88
2 5,47 1,28 23,47
5 6,13 1,49 24.34
7 6,27 1,57 25,07
10 7,17 1,41 19,60
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Figura 26 - Composigdo de dcidos graxos da linhagem LB-54 de Mucor sp obtida por
cromatografia pasosa apos 4 dias de incubagfio 4 28°C em meio de
cultura contendo glicose,20 g/l e extrato de levedura, 10g/l, seguida da
adigdo de glicose ao meio de cultura (7%p/v) no quarto dia e posterior
incubagdo & 12°C por 3 dias.

1 - Acido miristico (14:0) 5 - Acido oleico (18:1)
2 - Acido palmitico (16:0) 6 - Acido linoleico (18:2)
3 - Acido palmitoleico (16:1) 7 - Acido y-linolénico(18:3y)

4 - Acido estearico (18:0)
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Figura 27 - Efeito de diferentes condigBes de incubaglo na produgio de acido y-
linolénico

Produgio { mg dcido pama-inolénico )

CuondigBes de incubaglio

Condicdes de incubagfio :

1 - Meio de cultara composto de glicose, 20g/l e extrato de levedura, 10g/l incubado por 5 dias &

28°C.

2 - Meio de cultura composto de glicose, 20g/1 ¢ extrato de levedura, 10g/t incubado por 4 dias 4
28°C seguido da adigio de 2% p/v de glicose © posterior incubag@o por 10 dias & 12°C

3 - Meie de cultura composto de glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1 incubado por 4 dias a
28°C seguido da adigio de 2% pfv de glicose e posterior incubagfio por 3 dias a 12°C

4 - Meio de cultura composto de glicose, 208/ e extrato de levedura, 10g/1 incubado por 4 dias &
28°C seguido da adigio de 2% p/v de glicose e posterior incubagio por 6 dias a 12°C

5 - Meio de cultura composto de glicose, 208/l ¢ extrato de levedura, 10g/! incubado por 4 dias &
28°C seguido da adigio de 7% p/v de glicose e posterior incubaglio por 3 dias & 12°C
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4.17 - Fracionamento dos lipideos totais obtides da linhagem LB-54 de Mucor sp
ap6s incubaclio ds temperaturas de 12 e 28°C e composicio de dcidos
graxos de cada fracio.

O fracionamento dos lipideos totais da linhagem LB-54 de Mucor sp foi
realizado de acordo com ¢ método descrito no tem 3.2.11.12. A composicio de
dcidos graxos das fragbes obtidas foram analisadas por cromatoprafia pasosa de
acordo com o método descrito no item 3.2.7.

A quantificagfo dos lipideos totais, lipideos neutros ¢ fosfolipideos da
linhagem LB-34 de Mucor sp obtidos apds 5 dias de mcubagfo 4 28°C e 12°C e a
composicdo de acidos graxoes de cada fragdo estio ilustrados nas tabelas 14 e 15.

Verificou-se que os lipideos neuatros constituem a fracfo encontrada em
maior quantidade nos hpideos totais da linhagem LB-54 de Mucor sp, responsiveis
por 63% e 48% dos lipideos totais nas temperaturas de 28 e 12°C respectivamente. A
diminui¢io na porcentagem de lipideos neutros observado a temperatura de incubagiio
de 12°C foi acompanhado por um apmento na porcentagem de fosfolipideos. A
quantidade de fosfolipideos foi duplicada 4 12°C quando comparada & temperatura de
28°C.

As principais diferengas observadas entre as duas temperaturas de
incubacfo estio relacionadas 4 maior porcentagem de Acidos graxos insaturados
obtidas na temperatura de 12°C. Verificou-se um aumento significativo no contetido
do acido y-linolénico nos lipideos totais, lipideos neutros ¢ fosfolipideos quando o
microorganismo foi incubado 4 12°C, comparado aos valores obtidos na temperatura
de incubagdo de 28°C. Em contrapartida, a porcentagem de 4cido oleico, acido
estedrico e dcido palmitico foram significativamente superiores na temperatura de
incubagfo de 28°C.
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Tabela 14 - Composiglo de acidos graxos das fragBes de lipideos da linhagem LB-54
de Mucor sp apds Sdias de incubagfo a 28°C em meio de cultura
contendo glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1.

Acidos graxos (%)

Peso <14:.0 14:.0 16:0 161 18:0 181 182 183 Outros

(mg)
Lipideos 549 0,10 0,71 18,61 022 443 4639 1264 1468 2,25
totais
Lipideos 345 — 0,69 17,95 1,89 470 4988 11,29 13,33 0,27
neufros
Fosfolipideos 104 0,27 509 11,45 1,84 3,18 37,02 21,03 1894 6,14

Tabela 15 - Composi¢iio de acidos graxos das fragbes de lipideos da linhagem LB-54
de Mucor sp apés 5 dias de incubagfo a 12°C em meio de cultura
gontendo ghicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1.

Acidos graxos (%)
Peso <140 14:0 160 16:1 180 18:1 18:2 18:3 Outros
(mg)
Lipideos 583 3,47 0,71 8,78 1,96 3,76 3946 16,04 19,01 6,79
totais
Lipideos 282 0,26 554 1092 1,17 236 3982 21,52 1836 0,01
neutros

Fosfolipideos 210 0,07 447 11,80 1,82 245 4207 13,13 24,15 0,04
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As figuras 28 e 29 ilustram o perfil da composigio de dcidos graxos da
linhagem LB-54 de Mucor sp dos lipideos neutros e fosfolipideos obtidos apés 5 dias
de incubagfo 4 28°C. E as figuras 29 ¢ 30 ilustram o perfil da composigio de écidos
graxos dos lipideos neutros e fosfolipideos obtidos apds 5 dias de incubagéo a 12°C.

Verificou-se que a porcentagem relativa de acido y-linolénico
encontrada na fra¢fio de fosfolipideos nas temperaturas de incubagfio de 12 e 28°C se
mostrou superior A porcentagem encontrada nos lipideos neutros, Entretanto, a maior
quantidade de acido y-linolénico foi encontrada nos lipideos neutros, provavelmente
como componente de reserva da linhagem LB-54 de Mucor sp.

Considera-se que o aumento de fosfolipideos ¢ de acido y-linolénico
desta fragio ocorrida na temperatura de incubaglo de 12°C provavelmente sgja um
mecanismo utilizado pelo microorganismo para manter a fluidibilidade da membrana
em defesa da homeostase,

Os dados obtidos estiio de acordo com os relatos de MUMMA et
al{1970). A porcentagem de acido y-linolénico encontrada em Mucor globosus
{espécie mesofila ) foi de 12,3% em relagdo aos acidos graxos totats da constituigio
na fragio de lipideos neutros e 25,7% nos lipideos polares, ap6s mcubagio a
temperatura de 25°C. Os acidos praxos insaturados, em especial acido linoleico e
Acido y-linolénico foram os predominantes nos lipideos polares, enquanto os acidos
graxes saturades, como palmitico e estedrico foram detectados em mator quantidade
na fragiio neutra dos fungos meséfilos.

A andlise da composi¢io de dcidos graxos de Blastocladiella emersonii
realizada por SUMNER (1970), demonstrou que os lipideos polares se mostraram
mais insaturados que os lipideos neutros devido &s altas quantidades de acidos graxos
com duas trés e quatro insaturagdes { 18:2, 18:3a, 18:3y ¢ 20:4 ) na fragio polar ¢
acidos graxos saturados ou monoinsatarados ( 16:0 ¢ 18:1 ) na fragfo neutra.

SHIN & SHIN,(1988) analisaram as fragdes do dleo de Mucor sp FB-
354 obtidas por cromatografia em coluna de 4cido silicico. Foram encontrados 81,1%
de lipideos neutros, 7,2% de glicolipideos e¢ 11,8% de fosfolipideos. A maior
guantidade de 4cido y-linolénico foi encontrada na fragiio de lipideos neutros.
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Figura 28- Composi¢o de 4cidos graxos dos lipideos neutros obtidos por
cromatografia gasosa da linhagem LB -34 de Mucor sp apds 5 dias de
incubacio a 28°C em meto de cultura contendo glhicose, 20g/1 ¢ extrato de

levedura, 10g/1.

1 - Acido miristico (14:0) 5 - Acido oleico (18:1)
2 - Acido palmitico (16:0) 6 - Acido linoleico (18:2)
3 - Acido palmitoleico (16:1) 7 - Acido y-linolénico( 18:3y)

4 - Acido estearico (18:0)

Figura 29 - Composigio de dcidos graxos dos fosfolipideos obtidos por cromatografia
gasosa da linhagem LB -54 de Mucor sp apos 3 dias de incubaglio a 28°C
em meio de cultura contendo glicose, 20g/1 ¢ extrato de levedura, 10g/1.
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Figura 30 - Composi¢io de 4cidos graxos dos lipideos neutros obtidos por
cromatografia gasosa da linhagem LB -54 de Mucor sp apds 5 dias de
incubaciio 4 12°C em meio de cultura contendo glicose, 20g/1 ¢ extrato
de levedura, 10g/1.

1 - Acido mirfstico (14:0) 5 - Acido oleico (18:1)
2 - Acido palmitico (16:0) 6 - Acido linoleico (18:2)
3 - Acido palmitoleico (16:1) 7 - Acido y-linolénico(18:3y)

4 - Acido estearico (18:0)
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Figura 31 - Composicdo de 4cidos graxos dos fosfolipideos obtidos por cromatografia
gasosa da linhagem LB -54 de Mucor sp apés 5 dias de incubagfo a 12°C

em meio de cultura contendo ghicose, 20g/1 ¢ extrato de levedura, 10g/1.
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4.18 - Analise das fraces de lipideos da linhagem LB-54 de Mucor sp por
cromatografia em camada delgada ( TLC)

Apés fracionamento dos lipideos totais da linhagem LB-54 de Mucor sp,
as fragGes obtidas foram analisadas por cromatografia em camada delgada de acordo
com o método descrito no item 3.2.11.13.

As figuras 32 e 33 ilustram os resultados.

Verificou-se que os lipideos totais antes do fracionamento e a fragfo de
lipideos neutros da linhagem LB~54 de Mucor sp contém triacilglicerol, diacilglicerol,
monoacilglicerol e pequenas quantidades de 4cidos graxos livres, identificados por
comparagio com padrdes idénticos das classes analisadas, Estes constituintes foram
detectados ap6s incubagfio do microorganismo as temperaturas de 12 e 28°C.

A figura 33 demonstra a presenga de fosfatidilcolina e
fosfatidiletanolamina nos lipideos totais antes do fracionamento e na fragiio de
fosfolipideos obtidos apds incubagiic do microorganismo nas temperaturas de 12 ¢

28°C.
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Figura 32 - Lipideos totais e lipideos neutros da linhagem LB-54 de Mucor sp obtidos
apos 5 dias de incubagdo nas temperaturas de 12 e 28°C

A DELGADA DE LIPIDES T

CROMATOGRAFIA LM CAMAD .
0OS DA LINHAGEM DE MU

DAS FRACOES NEUTRAS OBTID

AG

1- Mistura de padroes : TMG]. ;

3. Padrie : Acido graxo livre (AG);
3-Lipides totais antes do %ﬂw

< Fracho 2 apés fracionamento (12°C)
- Fragio 3 apos fracionamento (12°C)

L6



Figura 33 - Lipideos totais e fosfolipideos da linhagem LB-54 de Mucor sp obtidos
apos S dias de incubagdo nas temperaturas de 12 e 28°C

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA DE LIPIDES TOTAIS |
DAS FRACOES DE FOSFOLIPIDIOS OBTIDOS DA LINHAGEM DE
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4.19 - Espectrometria de massa do :.ézicido y-finolénico produzido pela linhagem
LB-54 de Mucor sp :

A comprovagio da pres{enc;a do Acido y-linolénico nos lipideos da
linhagem LB-54 de Mucor sp foi realizada por cromatografia gasosa-espectrometria
de massa de acordo com o método descﬁ'i‘m no item 3.2.8.

A figura 34 ilustra o espéctm do éster metilico de acido y-linolénico da
Hinhagem LB-54 de Mucor sp. O pico c§o ion molecular { m/e 292 ) ¢ os picos obtidos
da fragmentagfio { m/e 93, 79, 67 e 41 ) estdio de acordo com 0s picos correspondentes
obtidos na analise do padriio auténtico :ﬁie éster metilico de acido y-linolénico.
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Figura 34 - Espectro de massa do éstér metilico de acido y-linolénico presente nos
lipideos da linhagem LB{54 de Mucor sp { A ) e do padriio auténtico de
éster metilico de 4cido y-linolénico (B ).
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CONCLUSOES

1 - A linhagem LB-54 identificada como Mucor sp foi
selecionada devido a alto teor de lipid{cos totais { 1,2 g/1 ) e produgio de dcido vy
~linolénico ( 43,97 mg/l ). O teor en{;ontrado foi correspondente ao dobro dos
lipideos totais obtidos da Iinhagemgﬁ LB-14 ¢ ao triplo que os obtidos da
linhagem de Mucor michei NRRL 3420 apos 5 dias de incubagiio & 28°C em
meio de cultura contendo glicose, 20;;5;/1 e extrato de levedura, 10g/1.

2 - Nas condigBes des{éritas acima, os lipideos totais obtido da
linhagem LB-54 de Mucor sp apresetitaram 24,8 % de cidos graxos totais, 7,2
% de matéria insaponificgvel, 63 % dé lipideos neutros e 19 % de fosfolipideos.
Qs principais acidos graxos da cémpesig;‘éo do fungo, determinados por
cromatografia gasosa, foram o 4cido f:gpalmitico ( 18,6 % ), oleico { 46,3 % ),
linoleico ( 12,6 % ) ¢ 4cido '}f—linoléﬁfico ( 14,7 % ). Pequenas quantidades de
acido estearico ( 4,4 % ) foram détecté;ldas.

3 - A produgio de lipideos totais por biomassa seca (% p/p ) da
linhagem LB-54 de Mucor sp foi de aproximadamente 20 % quando o pH
inicial do meio de cultura contendo glicose, 20g/1 e extrato de levedura, 10g/1
foi de 6,5. Condi¢Ges mais &cidas ou a%lcalinas inibiram a biossintese de lipideos
totais pelo fungo. |

4 - As fontes de carbo.r}o glicose e frutose resultaram em maior
producdo de dcido y-linolénico. A fdjnte de nitrogénio fornecida como extrato
de levedura resulton num aumentof significativo da produgfio de acido v-
linolénico comparado as fontes i.norgiinicas testadas.

5 - A temperatura de incéubag:ﬁo de 28°C se mostrou mais eficiente
para produgio de lipideos totais apésf 5 dias de incubaglio. Temperaturas mais
baixas estimularam a biossintese de {icidos graxos insaturados, em especial de
dcido linoleico { 16,04 % ) ¢ z’xdido v-linolénico (19 % ). A fragfio de
fosfolipideos aumentou para 36 % e lipideos neutros decrescen para 48 % na
temperatura de incubagio de 12°C
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6 - A presenca de ioris metalicos, magnésio, calcto, ferrro, zinco,
manganés e cobre nas concentragﬁés de 0,3g/1, 10mg/l, 10mg/l, lmg/l, Img/le
2mg respectivamente nfo mostraram efeito significativo na produgfio de
lipideos pela linhagem LB-54 de Mifcor sp.

7 - A adigo simultﬁn%:a de glicose ao meio de cultura seguida da
variagio da temperatura de incuba};;ﬁo resultou num aumento considerdvel da
produgiio de acido y-linolénico peiaﬁ linhagem LB-54 de Mucor sp. A produgio
de Acido y-linolénico foi de S4,69f§mg por litro de meio de cultura quando a
linhagem foi incubada por 4 dias 51_5.?28"(1 em meio de cultura contendo glicose,
20 ¢/l ¢ extrato de levedura, 10 g,/!, seguida da adigfio de 2 % p/v de glicose e
nova incubagio a 12°C por 3 dias.

8 - O maximo de proﬁugz’io de Acido y-linolénico for de 74,07 mg
por litro de meio de cultura, obtido quando a linhagem foi incubada por 4 dias &
28°C em meio de cultura contendo 5_;glicose, 20 g/l e extrato de levedura, 10 g/,
seguida da adigiio de 7 % p/v de g}icose e nova incubagio 4 12°C por 3 dias.
Este valor corresponde & um acréscimo de 75 % na produgdo de écido y-
linolénico comparado ao valor obtido apés 5 dias de incubagfio 4 28°C em meio
de cultura composto de ghcose, 20 g/l e extrato de levedura, sem adigfio de

glicose.

9 - Os lipideos tetai%; da linhagem LB-54 de Mucor sp foram
fracionados por cromatografia en*i coluna de Silicagel e posteriormente as
fragBes foram identificadas por crématograﬁa em camada delgada. As fragBes
neutras mostraram conter triacilglicerol, diacilglicerol, monoacilglicerol e
acidos graxos livres, Nos fosfolipidéos foram identificados a fosfatidilcolina e a
fosfatidiletanolamina.
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