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RESUMO

Foram isoladas diversas linhagens de Neurospora sp de
amostras de beijus provenientes de varios locais do Estado do Maranhdo
produtores de tiquira, bebida alcodlica tipica da regido. Em todas as linhagens,
inclusive N. sitophila ATCC 46892 obtida do beiju por Park et alii em 1982 foi
verificada a capacidade de produzir o composto identificado como etil
hexanoato, responsavel pelo forte aroma de frutas. Neste trabalho foram
realizados estudos comparativos das caracteristicas bioquimicas e
microbiologicas entre Neurospora de beiju e outras linhagens de Neurospora,
tais como N. sitophila NRRL 2884, N. tetrasperma NRRL 2164, N.
intermedia NRRL 5506 e¢ N. crassa NRRL 2223. Verificou-se que apenas as
linhagens de Neurospora isoladas de beiju produziram o aroma de frutas. Estas
linhagens apresentaram maior capacidade fermentativa em amido 5% e maior
atividade amiloglicosidasica que as linhagens de N. tetrasperma 2164, N.
intermedia 5506 € N. crassa 2223 da cole¢do de cultura NRRL, porém menor
que a linhagem N. sitophila NRRL 2884. Quanto a atividade das enzimas
xilanase, pectinase, CMCase e lipase as linhagens de Neurospora
apresentaram resultados negativos. Através de analises quimiotaxonémicas foi
identificada a Coenzima Q-10 em todas as linhagens. Observou-se diferengas
no tamanho e coloragdo de conidias de Neurospora isoladas de beiju e
Neurospora da colegdo NRRL. Verificou-se o cruzamento pelo aparecimento
de peritécios resultante da fertilizagdo apenas entre N. sitophila NRRL 2884 ¢
Neurospora 1soladas de beiju. Concluiu-se que as linhagens de Neurospora
isoladas de beiju e N. sitophila NRRL 2884 sdo da mesma espécie, porém

apresentam caracteristicas bioquimicas e microbioldgicas diferentes.
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SUMMARY

Several strains of Neurospora sp were isolated from beiju which
1s used for production of tiquira in various regions of the state of Maranhao.
All isolated strains, including Neurospora sitophila ATCC 46892 wich was
also isolated from beiju by Park et alii in 1982 have produced fruity aroma that
was identified as ethy hexanoate. In this research was studied biochemical and
morfological characteristics of all strains of Newrospora sp such as
Neurospora sitophila NRRL 2884, N. tetrasperma NRRL 2164, N. intermedia
NRRL 5506 and N. crassa NRRL 2223. It was found that these strains of
Neurospora sp from beiju have produced the fruity aroma where as other
strains of Neurospora sp did not. All strains of Neurospora from beiju
produced less amyloglucosidase and alcohol by fermentation than Neurospora
sitophila NRRL 2884, but produced more than other strains of Neurospora sp.
It was also found that all strains of Neurospora did not produced xylanase,
pectinase, carboxymethylcellulase and lipase. It was found that all strains of
Neurospora have ubiquinone Q-10. Strains of Newurospora sp from beiju
showed conidiation and pigmentation differents of strains of Neurospora
NRRL. It was examined crossing only between strains of Neurospora from
beiju and N. sitophila NRRL 2884. It was concluded that the strains of
Neurospora sp isolated from beiju and N. sitophila NRRL 2884 are kind level,

however have different biochemical and morfological characteristics.
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1. INTRODUGAO

A tiquira é uma bebida alcoolica do periodo pré-colombiano da
regido do Maranhdo-Brasil obtida a partir da mandioca. A produgdo envolve
trés etapas: (a) preparo dos beijus, (b) fermentacio e (c) destilagdo. Entre as
trés etapas do processo, a preparagdo dos beijus é a mais importante. Betju € a
placa ou cartucho obtido da massa de mandioca ralada, peneirada e aquecida
sobre chapa metalica quente (PINHEIRO, 1981). Apos a etapa de cozimento
dos beijus, estes sdo mantidos em local escuro e imido para o crescimento de
microrganismos produtores de enzimas amiloliticas, as quais transformam o
amido de mandioca em agucares redutores, favorecendo a fermentagao,

segunda etapa do processo onde os agucares s3o transformados a etanol por

leveduras selvagens.

Além de microrganismos produtores de enzimas amiloliticas,
estdo presentes nos beijus linhagens de Neurospora, produtoras de um forte
aroma de frutas, composto identificado como etil hexanoato (YAMAUCHI et
alii, 1991). Yamauchi et alii relataram que etil hexanoato ¢ sintetizado a partir

de etanol e hexanoil Coenzima A por agao da alcool acil transferase.

Recentemente foram examinadas varias linhagens de
Neurospora de diversas colegdes de cultura do mundo e linhagens de
Neurospora sp do beiju, inclusive N. sitophila ATCC 46892 isolada de beiju
do Estado do Maranhio por Park et alii em 1982 para verificar a produgdo do

aroma de frutas. Verificou-se que ndo existe linhagem de Neurospora estudada



que produza tal aroma, exceto linhagens de Neurospora isoladas nas diversas

regides do Maranhdo.

O fungo Neurospora é um dos microrganismos mais estudados
geneticamente porém pouco se sabe sobre sua populagdo natural, o que vem
impedir uma maior clareza da cole¢do sistematica deste microrganismo ou das

informagdes ecologicas da sua populagdo (PERKINS, 1976).

A ecologia microbiana comprende entre outros, o estudo da
interelagdo entre estruturas e fungdes da célula microbiana e o meio ambiente
em que vive, as mudangas acarretadas pelas populagdes microbianas ao
ambiente e o papel que representam nas comunidades e ecossistemas e
finalmente, as interagdes entre as proprias populagdes microbianas e entre 0s
micro e macrorganismos. Os ambientes em que vivem 0s microrganismos tem
peculiaridades atrativas, por exemplo, quando se fala de microbiologia
aquatica ou do solo estd se relacionando aos macroambientes € as suas

interagdes com o microrganismo (GUTIERREZ, 1968).

Assim, o presente trabalho tem por objetivo o estudo
comparativo das caracteristicas bioquimicas e microbioldgicas entre linhagens
de Neurospora sp obtidas de beijus provenientes do Estado do Maranhao e
linhagens de Neurospora sp obtidas de outras fontes, tais como NRRL
(Norther Regional Research). Foram estudados a capacidade fermentativa,
produgdo de enzimas, caracteristicas morfologicas, comportamento em meios
de cultura de laboratorio, temperaturas de desenvolvimento, caracteristicas

genéticas e analises quimiotaxonomicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Microflora do beiju de mandioca e producao de aroma por

microrganismos

TAHARA e FUJIWARA, 1973 isolaram constituintes volateis
neutros por cromatografia gasosa-espectrometria de massa de culturas de
Sporobolomyces odours, microrganismo que produz aroma de frutas e
apresenta uma coloragdo vermelho alaranjado proveniente de pigmentos
carotenoides. Duas gama-lactonas foram encontradas e identificadas como cis-
6-dodecen-4-olide, compostos também encontrados em manteiga. Além das
cetonas varios outros constituintes foram identificados dentre alcoois, aldeidos
e ésteres. A levedura foi cultivada em meio glicose-asparagina e frutose-
alanina e a fra¢do neutra de extrato etéreo foi utilizada nas analises de GLC e
GC-MS. Os resultados mostraram picos em namero 1 a 11 com um tempo de
retencdo (tR) de até 44,7 minutos e as duas lactonas sairam nos picos finais
apresentando tR 33,6 ¢ 39 minutos. Os ensaios mostraram que a produgdo de
lactona II por S. odours foi maior quando esta foi cultivada em meio frutose-
alanina. A produgdo maxima de 4-decanolide pela levedura em meio glicose-
asparagina foi verificada ap6s 7 dias de cultivo. Durante a produgio de lactona
e o crescimento da levedura o pH do meio decresceu rapidamente a partir do
segundo dia de crescimento, porém esta queda ndo afetou a produgdo do
composto lactona. Foi analisada ainda a relagdo entre a biossintese de
carotendides e produgdo de volateis em seis espécies de nove linhagens de

leveduras que apresentavam pigmentos alaranjados em meio glicose-



asparagina sob as mesmas condigdes usada para S. odours. A linhagem S,
roseus apresentou resultados similares a S. odours, diferente porém por

produzir a enzima alfa-glicosidase.

HOWARD e ANDERSON, 1976 observaram que a sintese de
acetato de etila durante a fermentagdo de uma preparacio da levedura
Sacharomyces cereavisiae ocorreu na presenga dos compostos etanol e acetil
CoA, encontrados na fragdo sobrenadante 3000 G, e que a atividade da enzima
fo1 ativada por ions magnésio numa concentragio de 6 a 8 mM. Nio houve
atividade da enzima na auséncia dos substratos o que veio confirmar, segundo

os autores a dependéncia da acetil-CoA pelo acido acético.

PARK et alii, 1982 descreveram a microflora do beiju e suas
caracteristicas bioquimicas. Observaram que Aspergillus niger, Rhizopus
delemar e Paecilomyces sp s3o produtores de amiloglicosidase e ainda que
Paecilomyces sp produz alfa-amilase acida. Os autores verificaram que além
da producdo de enzimas amiloliticas no beiju, Neurospora produziu um forte
aroma de frutas. As caracteristicas morfologicas de Neurospora sp foram
descritas ap0s incubagdo da linhagem em meio de Agar Batata Dextrose por 48
horas como col6nias alaranjadas, conidias medindo de 7-14 um de didmetro e
micélios septados de 3,5-7,0 um. No estagio peritecial foi observado a
formagdo de peritécios negros e ascosporos amarronzados, ovais e lisos.
Quanto a atividade amilolitica ndo foi detectada atividade de alfa-amilase pela
linhagem de Neurospora. Houve atividade de amiloglicosidase, porém num
valor muito baixo quando comparados com a atividade da enzima pelas outras

linhagens isoladas do beiju de mandioca.



SARRIS ¢ LATRASSE, 1985 verificaram que Fusarium poae é
um fungo altamente especifico para produgdo de lactona. Os autores
concluiram que este microrganismo pode ser considerado como uma nova
fonte natural produtora de aroma de péssego. A linhagem foi cultivada em
meio de malte a 25°C por 12 dias. Durante o crescimento foi observado um
rapido acréscimo do pH do meio de 5,2 para 8,2 num intervalo de 3 dias. Os
volateis foram identificados por cromatografia gasosa-espectrometria de massa
(GC-MS) e o método detectou o composto cis-6-dodecen-4-olide em maior
quantidade no meio de malte sendo portanto o responsavel pelo aroma de
péssego produzido pela linhagem F. poae. Foram ainda detectados outros
compostos como o furfural, benzaldeido, benzenoaldeido e tieno-2,3-piridina
mas, ndo se mostraram envolvidos no metabolismo do fungo. Os autores
notaram ainda que no cultivo com insuficiéncia de aeragdo a produgdo da
lactona foi prejudicada pela formagdo de alcoois com 5 atomos de carbono

como o 2-metil butanol e 3- metil butanol.

YOSHIZAWA ¢ YAMAUCHI, 1988 identificaram o composto
etil hexanoato como responsavel pelo aroma de frutas produzido por
Neurospora 1solada do beiju e verificaram a maior produgdo no meio de
cultura caldo malte revelado por analises de cromatografia gasosa com
produgdo de mais de 30 ppm do éster neste meio num periodo de 3 a 4 dias.
Além do etil hexanoato detectaram a produgdo consideravel dos compostos etil
acetato, metil hexanoato, metil-1-butanol e acetona. Foi verificada a produgio
de um aroma suave de frutas como pera ou mag¢i na linhagem Neurospora sp

ATCC 46892. Os autores reportaram que varios microrganismos sio capazes



de produzir aromas porém, ndo encontraram na literatura a produgdo de aroma
por linhagens de Neurospora. O fungo foi submetido a analises para
identificagdo dos volateis, incubados no meio YM, com glicose como fonte de
carbono, a 30°C por 2 a 3 dias. Foram utilizados os meios Caldo Malte, Meio
Minimo de Vogel e Caldo Czapex-Dox para produgdo de aroma, sob
condi¢des de 30°C por 3 a 5 dias e o Caldo Malte apresentou-se como o mais
adequado. O extrato organico obtido do cultivo foi submetido a analises de
cromatografia gasosa para identificagdo dos volateis. Os autores observaram
que o meio liquido favoreceu a produgdo do aroma conjuntamente com a
agitacdo dos frascos. Na fermentagdo estatica houve pequena formagao de

aroma.

YAMAUCHI et alii, 1989 demonstraram que a sintese do etil-
ester responsavel pelo aroma de frutas produzido por Neurospora sp do beiju
ndo foi catalisada pela alcool acetil transferase e sim pela alcool acil
transferase. Os autores estabeleceram algumas caracteristicas da enzima alcool
acil transferase como a localizagdo no citoplasma, pH 6timo em torno de 8.0,
aumento da atividade com NaCl e nfo inibigdo pelos acidos graxos
insaturados, diferenciando das propriedades da alcool acetil transferase de
leveduras, a qual foi localizada na membrana celular, apresenta pH 6timo em
torno de 7 a 8 e sofre inibigdo da atividade na presenga de NaCl e acidos
graxos insaturados. No estudo comparativo quanto a produgdo do etil
hexanoato entre a alcool acil transferase de Neurospora e a enzima esterase foi
verificado que a alcool acil transferase produziu 48,5 ppm (97,9 %) do

composto para 1,05 ppm pela esterase (2,1 %).



YAMAUCHI e HASUO, 1989 isolaram e purificaram a enzima
alcool acil transferase de Neurospora sp ATCC 46892 e verificaram alguns
fatores interessantes. A enzima apresentou peso molecular em torno de 30000
Daltons verificado através de cromatografia por filtragdo em gel, temperatura
o0tima de 25°C a pH 8,0, estavel até 43°C e pH de estabilidade entre 3,0 e 9.0.
Quanto a especificidade pelo substrato, a enzima apresentou atividade em
varios acil coenzima A contendo mais que quatro carbono em uma cadeia
linear como n-octanoil coenzima A, n-decanoil coenzima A, n-heptanoil
coenzima A e n-hexanoil coenzima A, porém nio apresentou atividade sobre o
n-propionil coenzima A e acil coenzima A (com menos de 4 carbonos na
cadeia). Outro fator interessante verificado foi a inibi¢do da enzima pelo DFP
(diisopropilfluorofosfato) e PMSF (fenilmetilsulfonilfluorido) resultados esses
que vieram sugerir a presenga de residuos de serina no sitio ativo da enzima. O
acido p-cloromercuro benzoéico também foi testado e ndo inibiu sua atividade.
Os efeitos dos ions metalicos mostraram que Cu 2%, Hg 2% ¢ Ca 2% sio
inibidores potenciais da dlcool acil transferase, Mn 2+, Zn 2+ ¢ Mg 2+ causam

inibigdo parcial e Na * e K *, uma fraca inibigo.

CORMIER et alii, 1991 examinaram o microrganismo
Pseudomonas fragi quanto a produgdo de odores de morango num meio de
cultura rico em produtos lacteos e verificaram por cromatografia gasosa a
presenga de etil ésteres de acido butirico, hexanoil e 3-metil butandico como os
maiores contribuintes para o odor produzido. Apés o cultivo em BHI a
linhagem foi inoculada em meio contendo leite (lactose como fonte de
carbono), com 0,2% de etanol, incubada a 15°C por 48 horas sob agitagdo de

130 rpm. A adigdo de etanol favoreceu a produgdo de éster etil, composto



responsavel pelo aroma (citado por REDDY et alii, 1968). Os resultados da
analise cromatografica da fragdo volatil da cultura de P. fragi, mostraram a
presenga de aproximadamente 90 picos. Porém, analises sensoriais realizadas
simultdneamente revelaram que a maioria dos compostos no contribuiram ou
contribuem muito pouco para a produgdo do aroma. Os poucos compostos
responsaveis apresentararam odores caracteristicos e bem especificos de frutas

€Omo morango, cereja e citricas.

YAMAUCHI e OBATA, 1991 estudaram a produgdo de odores
por varias espécies de Neurospora da colegio NRRL e de espécies coletadas
do Estado do Maranhdo em Caldo Malte 5-30 % por varios dias e verificaram
que somente as linhagens selecionadas do Estado do Maranhdo produziram
volateis identificados como alcool isoamilico, etil caproato e acetona 1-octen-
3-ol. Foram analisadas 12 linhagens de Neurospora, incluindo Neurospora sp
ATCC 46892 ja descrita anteriormente como produtora de aroma
(YOSHIZAWA et alii., 1988) e outras amostras de linhagens de Neurospora
do beiju. As amostras foram incubadas em meio de Caldo de Malte 5% sob
condigdes aerdbicas a 30°C por varios dias. Os volateis foram extraidos e
analisados por cromatografia gasosa-espectrometria de massa, onde observou-
se a produgdo do composto etil caproato pela linhagem do beiju, Neurospora
sp ATCC 46892 em maior quantidade, aproximadamente 30 ppm, enquanto a
outra linhagem de Neurospora do beiju produziu mais alcool isoamil. Na
espécie N. sitophila da cole¢gio IFO 4596 ndo foram detectados estes
compostos, porém uma grande quantidade de 1-octeno-3-ol (20ppm) foi
produzido pela linhagem. Os autores concluiram que dos trés compostos

1dentificados o éster etil caproato parece ser o responsavel pelo forte aroma de



frutas produzidos pelas linhagens de Neurospora obtidas do beiju do Estado
do Maranhio.

PASTORE et alii, 1994 reportaram que a produgdo de aroma
por Neurospora somente foi verificada nas linhagens isoladas do beiju de
mandioca utilizado na fabricagdo de Tiquira (bebida alcéolica tipica do Estado
do Maranhdo) quando comparadas com espécies isoladas do Estado de Sio
Paulo e obtidas das colegdes de cultura ATCC e NRRL. Vinte linhagens do
Estado de Sdo Paulo foram analisadas e mais 12 linhagens incluindo espécies
da colegdo de cultura NRRL e do beiju de mandioca do Estado do Maranhéo.
As culturas foram incubadas em meio de Caldo Malte 5% a 30°C por 6 dias
sob agitagdo de 250 rpm. Pelas analises dos volateis presente no extrato, as
linhagens de NRRL e do Estado de Sdo Paulo nio apresentaram produgio de
aroma. O composto etil hexanoato foi detectado por cromatografia gasosa
como o responsavel pela produgdo de aroma por linhagens do Estado do
Maranhdo, o qual foi encontrado numa quantidade de aproximadamente 59

ppm em Neurospora sp ATCC 46892.

2.2. Caracteristicas bioquimicas e microbiolégicas de Neurospora

SHEAR e DODGE, 1927 estudaram o fungo réseo do pdo,
como era conhecido primeiramente o microrganismo Neurospora pelo fato da
grande e quase incontrolavel contaminagio ocorrida em padarias. Foi isolado
de bagago de cana de agucar e registrado pelo nome de Monilia sitophila onde

foi observada a produgdo de conidias e peritécios. Mais tarde comparando a



formacgao de peritécios, conidias e ascosporos entre trés diferentes espécies de
Monilia verificou-se que essas caracteristicas eram 1mportantes para
classifica¢do taxondmica deste fungo, pois enquanto a quantidade de peritécio
era produzido em abundancia por uma espécie era bastante escassa por outras,

além do tamanho que também apresentou muita variagdo.

Os autores reportaram ainda que dentre as trés espécies
estudadas, N. crassa, N. sitophila e N. tetrasperma, as duas primeiras siao
heterotalicas, ou seja apesar do micélio A produzir os dois orgdos sexuais,
feminino e masculino, a umao deles nido produziria um zigoto e¢ a auto-
fecundagdo neste caso € impossivel. Para que haja a formagdo do zigoto nestes
organismos € necessario o contato do orgdo sexual feminino do micélio A ¢ o
orgdo sexual masculino do micélio B da mesma espécie, ou o contrario. Ja N.
tetrasperma foi identificada como homotalica, podendo neste caso haver auto-
fecundagdo. O resultado das investigagdes dos autores levou ainda ao
conhecimento de que o fungo roseo do pao foi conhecido por muitos outros
nomes no decorrer de seu estudo até ser classificado dentro do género
Neurospora: Penicillium sitophilium, Oidium aurantiacum, Monilia martini,
Qospora aurantiaca, Monilia aurantiacum, Oospora lupuli, Oidium lupuli,
Monilia aurea, Monilia carbonaria e Melanospora margini. Tré€s novas
espécies de Neurospora foram identificadas neste trabalho, conhecidas por N.

sitophila, N. crassa, e N. erythraea.

BEADLE e TATUM, 1945 desenvolveram um método de
inducdo de mutantes através de requerimentos nutricionais, onde amostras de
N. crassa e N. sitophila, derivadas de material tratado com raio X, UV e

neutrons foram obtidas com capacidade alterada na sintese de vitamina B e dos
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aminoacidos essenciais. Os autores verificaram que os MICTorganismos em
estudo, além de requerer fontes organicas de carbono e morganica de sais
necessitavam também da vitamina biotina para o seu crescimento que pode ser
estimulado com a adigdo de aminoécidos asparagina e acido aspartico. Para a
verificagdo dos ascosporos os autores utilizaram hipoclorito como inibidor das
conidias, fragmentos miceliais ou outros contaminantes de interferéncia para a
ativagdo dos esporos sexuais. Nos testes de mutagdo os ascosporos foram
submetidos a luz UV e os mutantes originados crescidos em meios completos
pois ndo foram mais capazes de sintetizar vitaminas, aminoacidos e outros
compostos biologicamente ativos e assim estes deviam ser acrescidos ao meio
de crescimento. Cada linhagem foi entio separada daquelas que ndo foram
modificadas no seu fator de requerimento nutricional podendo portanto crescer
no meio minimo, composto apenas de sacarose como fonte de carbono. O nio
crescimento neste meio significou que a cultura sofreu mutagdo e portanto nio
conseguiu sintetizar algumas substéncias necessarias para o seu crescimento, €
que ndo se encontravam no meio. Além desses mutantes bioquimicos foram
observados também um certo nimero de mutantes morfologicos, porém em
menor quantidade que os requerentes de vitamina, aminoacidos, piridinas ou

purinas para o crescimento normal.

BEADLE, 1945 descreveu alguns aspectos genéticos e
metabolicos em linhagens de Neurospora como, indugdo de mutantes, ciclo de
vida, ativagio de ascosporos e produgdo de mutantes especificos na sintese dos
compostos arginina, triptofano, vitaminas e outros. O autor pode observar o
homotalismo de N. tetrasperma verificado pelo crescimento de peritécios por

toda a superficie do meio Agar Farinha de Milho evidenciando a caracteristica
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de auto-fecundagdo desta linhagem. Para a verificagdo do heterotalismo nas
linhagens que ndo apresentaram peritécios sob o meio foi necessario a ativagio
dos ascosporos que foram submetidos a temperatura de 60°C por 30 minutos,
tratamento padrdo para a germinagdo dos esporos sexuais. No cruzamento
ocorreu a fusdo de nucleos de sexos opostos, resultando no zigoto necessario
para a reprodugdo sexual e formagdo dos ascosporos. Nas linhagens N. crassa
e N. sitophila foi evidenciado o heterotalismo pelos testes de cruzamento e

ativagdo dos ascoporos.

Em experimentos bioquimicos foi utilizado o meio minimo
acrescido de alguns sais, elementos tragos e biotina com consisténcia liquida
ou semi-solida, em tubos testes ou placas de Petri, € na produ¢do de mutantes
os métodos usados consistiram de radiagdes ionizantes, como raios X, gama e
neutrons com cortes de conidias, ou luz UV, onde primeiro os esporos foram

suspensos em meio liquido.

WESTERGAARD e MITCHELL, 1947 examinaram algumas
condigbes Otimas para o crescimento vegetativo de Neurospora em meio
Extrato de Milho variando a concentragio de glicose. O ciclo sexual foi melhor
induzido em 2% de glicose, com um crescimento estimado de peritécio em 11
dias, tempo este que nao foi necessariamente igual para a formagio de esporos.
Do estudo foi obtido um meio sintético que ofereceu maior estimulo no
cruzamento entre espécies € na identificagdo do peritécio no ciclo sexual de
Neurospora, constituido por 0,1% KNO3, 0,1% KH2PO4, 0,05% MgSO4,
0,01% CaClp, 0,01% NaCl, 2,0% sacarose e 1,5% agar. Evidenciaram pelos

resultados que a reprodugdo sexual em Newurospora foi favorecida por um
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suplemento relativamente alto de glicose no meio em combinagdo proporcional
com certos compostos nitrogenados. Os peritécios € ascosporos obtiveram
bom desenvolvimento em meio Agar Farinha de Milho acrescido de 2% de
glicose. E o cruzamento entre mutantes foi favorecido com o acréscimo de
extrato de leveduras, extrato de malte, hidrolisado de caseina, mistura de

vitaminas ou a combinagdo destes no meio sintético.

MARY, 1947 estudou a germinag3o de ascosporos em linhagens
de Neurospora crassa, e verificou que o furfural é um agente quimico bastante
efetivo na ativagdo de ascosporos dormentes deste microrganismos. Foram
utilizados nos testes de germinagdo, ascosporos obtidos do cruzamento entre
as linhagens Em 5256A e Em 5297a, sendo a primeira anteriormente derivada
do cruzamento de Abbot 4A x 25a e a segunda do cruzamento de Abbot 1A x
12a (BEADLE e TATUM,1945). A formagdo de peritécios foi verificada entre
1 a 4 semanas. O hipoclorito de sodio foi utilizado para inibir o crescimento
conidial, afim de que a germinagdo dos ascosporos fosse mais completa. O
meio utilizado no experimento foi constituido de sacarose como fonte de
carbono, porém o autor relatou ainda que a xilose pode fornecer uma alta
porcentagem de germinagdo espontdnea de ascosporos. Observou-se ainda que
altas temperaturas ndo afetaram a atividade do furfural na ativagio dos esporos
sexuais. Outros aldeidos e derivados furanos foram testados como agentes
ativadores de ascosporos em N. crassa como, o furano alcool furfural, acido
furanéico, furanoamida e outros, porém apenas o alcool furfuril se mostrou
ativo para a germinagdo dos esporos sexuais. Os esporos de N. crassa quando

tratados sob temperatura de 50 a 60°C por um periodo variando entre 10 a 60
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minutos apresentaram 100% de germinagdo, estimulada também pelo meio de

crescimento composto de Extrato de Malte ou Extrato de Levedura.

GOCHENAUR ¢ BACKUS, 1962 identificaram uma nova
espécie, Neurospora terricola isolada de solo coletado em Wisconsin,
caracterizada pela presenga de peritécios, ascos cilindricos, oito ascosporos
dentro de asco negro de forma ovdide. A nova espécie foi ainda identificada
como homotalica. Os esporos maduros foram tratados apés 22 e 46 dias de
cultivo a 46°C por 30 minutos, tratamento onde ndo foi observado a
germinagdo dos esporos sexuais. Entretanto quando tratados a 60°C por 30
minutos pode se verificar germinagio de 15% no tempo de 22 dias e 6% em 46
dias de incubagdo. O melhor resultado foi observado pelos autores, quando foi
feita a combinagao do tratamento térmico e quimico, onde os ascosporos foram
tratados a 60°C por 30 minutos com furfural 1-3 M, o que elevou a germinagio
para 70% dos esporos tratados apos 22 dias de cultivo e 40% para os esporos

de 46 dias. O tratamento apenas com furfural também ndo induziu a

germinagdo de esporos.

Quanto as observagdes morfologicas da nova espécie foram
revelados os seguintes pontos: 0s ascocarpos iniciais ndo sdo desiguais como
em Neurospora sitophila Shear e Dodge, o centro do ascocarpo mostrou-se
organizado, a estrutura da parede peritecial com frutificagdes, peritécios
maduros semelhantes as outras espécies de Neurospora e ascosporos

binucleados identificados em N. sitophila e N. crassa Shear e Dodge.
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NELSON e NOVAK, 1964 isolaram uma nova espécie de
Neurospora, N. dodgei, obtida do solo de Porto Rico pelo tratamento da
amostra com alcool etilico 65% por 5 minutos. Apos retirado o excesso de
alcool etilico foram semeados em placas de Petri contendo Agar Czapex-Dox
acidificado e 0.5% de Extrato de Levedura. A nova espécie foi identificada
como homotalica, produtora de peritécios largos e ascosporos achatados e
ainda caracterizada pelo rapido crescimento vegetativo em meio comum de
laboratdrio apds 48 horas a temperatura de 24-259C. Foi observado rapido
crescimento da linhagem numa variedade de meios com aparecimento de
micélios dentro de 48 horas a temperatura de 24-25°C. Nos meios Agar Batata
Dextrose (PDA) e Agar Extrato de Malte o micélio apareceu de forma flocosa
e densa, apresentando coloragdo escura. Em meio Agar Czapex-Dox o micélio
inicialmente cresceu espalhado pela placa de forma escassa, e somente depois
as hifas comegaram a se espalhar por toda a placa de forma flocosa e aérea. Os
autores concluiram do estudo do crescimento de N. dodgei nos varios
substratos testados que os meios Agar de Westergaard e Agar Farinha de
Milho foram claramente os melhores para o desenvolvimento dos micélios e
ascocarpos respectivamente. Apesar do crescimento micelial escasso em Agar
Farinha de Milho pode se observar principalmente a formagdo de peritécios
por toda a superficie do meio, sendo portanto importante no estudo da
reprodugio sexual do fungo. O meio Agar Batata Dextrose (PDA), assim como
o Agar Extrato Malte foram mais ativos no crescimento micelial. Curiosamente
eles perceberam que N. dodgei cresceu razoavelmente bem sob o meio Agar-
Agua, e neste caso o micélio cresceu bastante espalhado em 3 dias. Poucos

peritécios maduros foram formados. Quanto a germinag¢do dos ascosporos
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observou-se a eficiéncia do tratamento a 60°C por 30 minutos sob Agar Extrato

de Malte contendo 1,7 ppm de formol resultando em 87% de germinagio.

LOWRY e DURKEE, 1967 diferenciaram o periodo de
germinagdo de microconidias € macroconidias de Neurospora crassa através
de microscopia eletrénica e observaram que enquanto a formagdo de
macroconidias se dava em 2 a 4 dias, as microconidias eram formadas apds 8 a
10 dias a 25°C justificado pelo fato da grande complexidade do processo.
Segundo os autores as células dos microconidioforos sdo uninucleadas o que
requer que o nucleo das hifas vegetativas sejam segregados enquanto essas
células sdo formadas, razio entdo da frequéncia de obstrugées nos septos das

células de microconidias e subsequente dificuldade na formacao.

ROWLAND e FREDERICK, 1968 pesquisaram sobre as
técnicas genéticas e microbiologicas em linhagem de Neurospora crassa,
numa revisdo que relatou a biologia do microrganismo, os meios de
crescimento, as técnicas simples microbiologicas de isolamento da colonia e
suspensdo conidial, o mapeamento genético e a selegdo de mutantes. Do
estudo biolégico do fungo foir verificado o sistema vegetativo composto de
hifas multinucleadas e ramificadas com septos entre os nucleos apresentando
poros de 0,5 p de didmetro no centro. Apresentaram trés formas de esporos,
dois assexuais (microconidias € macroconidias) ¢ um sexual (ascosporo),
sendo este ultimo formado no final do processo sexual o qual vem requerer a
participagdo de linhagens de sexos opostos A e a para a formagdo de
peritécios. Quanto aos meios de cultura, os mais utilizados nos estudos

bioquimicos e genéticos foram os meios sintéticos compostos de sais, solugdo
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de biotina e elementos tragos e também os meios complexos de suplementagio,
ou seja meios sintéticos complementados com Extrato de Levedura, Malte e
Hidrolisado de Caseina auxiliares no crescimento de linhagens auxotroficas.
Um meio desidratado obtido do laboratério Difco (Agar Cultura Neurospora
Numero 0321-15) que contém peptona, extrato de levedura e maltose também
foi recomendado para o crescimento de mutantes. Outro meio de cultura muito
utilizado como suporte para o desenvolvimento sexual de N. crassa, relatado

na revisao foi o Agar Farinha de Milho, composto de infusdo de milho.

MAHONEY e HUANG, 1969 descreveram duas novas espécies
de Neurospora, obtidas de amostras de solos da ilha de Galapagos e da
Nigéria. Foram registradas respectivamente como Neurospora galapagosensis
Mahoney & Backus, sp e Neurospora africana Huang & Backus, sp. As
amostras foram tratadas com dalcool 65% por 10-20 minutos e depois
plaqueadas em meio de Gochenaur (GOCHENAUR, 1964), contendo glicose e
nitrato como fonte de carbono e nitrogénio respectivamente. Os autores
utilizaram estreptomicina para inibir o crescimento de bactérias no meio. Para
o estudo morfologico as novas linhagens de Neurospora foram crescidas em
varios meios comuns de laboratorio como Agar Batata Dextrose (PDA), Agar
Czapex-Dox e Agar Farinha de Milho (Corn-Meal) a temperatura de 24°C.
Foram utilizadas culturas de N. dodgei PR300 paralelamente no estudo para
fim de comparagdo. Os resultados da identificagdo mostraram que N.
galapagosensis apresentava formagdo de peritécios maduros em 14 dias de
crescimento sobre a superficie do meio Agar Farinha de Milho a temperatura
ambiente de cor amarronzada e medindo de 300-700 p de diametro, ascos

cilindricos com oito esporos continuos e elipsoidais medindo de 29-35 x 14-18
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1, e com caracteristicas homotalicas. Aparentemente esta espécie apresentou
semelhanga com N. dodgei (linhagem utilizada para comparago no estudo),
como foi o caso do crescimento no meio Agar Czapex-Dox que teve inicio
com as hifas relativamente espalhadas e depois rapidamente cruzando todo o
substrato. Nos outros meios o micélio se desenvolveu por toda a superficie do
meio em 48 horas a temperatura ambiente. Sob Agar Malte e Agar Batata
Dextrose verificou-se micélios flocosos e de coloragdo forte, em contraste com
o meio Agar Farinha de Milho em que o micélio cresceu lentamente e com

pouca pigmentagio.

A nova espécie proveniente de solos da Nigéria, Neurospora
africana mostrou-se aparentemente indistinguivel da linhagem utilizada na
comparagdo, N. dodgei assim como N. galapagosensis da Ilha de Galapagos
quando crescidas em varios meios de culturas. Entretanto pode se verificar em
estudos microscopicos as diferentes formas dos ascosporos e ascogonios
quando comparadas a N. dodgei, assim como os menores tamanhos de sua
estrutura reprodutora, o ascocarpo, os ascos € principalmente 0s esporos
quando comparados a N. galapagosensis. O peritécio desta nova linhagem

apresentou tamanho de 380-500 pu em didmetro.

FREDERICK e UECKER, 1969 identificaram uma nova espécie
do género Neurospora, encontrada no solo do Paquistdo, registrada pelo nome
de N. lineolata Frederick & Uecker, sp e caracterizada por ser homotalica e
pela germinagéo de ascosporos uni e bipolar apds tratamento a 559C por 20-30
minutos. Em comparagdo com N. dodgei (MAHONEY et al, 1969) notaram

que essa duas espécies diferenciaram principalmente em relagio as

18



caracteristicas da parede dos ascosporos e de seu tamanho, enquanto esta
espécie apresentou ascosporos medindo de 30-33 x 15 p, os de N. lineolata

apresentaram tamanho tipico de 22-25 x 12 p.

MAHESHWARI e ANTONY, 1973 desenvolveram uma técnica
seletiva eficiente para o isolamento de Neurospora crassa obtida do solo da
India que consistiu da suspensdo da amostra (3 a 5 g) em furfural e
aquecimento a 60°C por 30 minutos com separagdo por centrifuga¢do. Apos
remog¢do do sobrenadante o precipitado foi semeado em meio Vogel
acidificado a pH 4,0 com HCI para prevenir o crescimento bacteriano. As
placas foram incubadas sob fluorescéncia numa cimara a temperatura de 20-
300C. Para o cruzamento os autores usaram o meio descrito por Westergaard,

onde o aparecimento do protoperitécio foi verificado apds 5-7 dias.

2.3. Quinonas na classificacao de microrganismos

Recentes avangos na bioquimica de microrganismos tem
revelado que analises dos componentes celulares podem ser efetivamente
aplicados para sistematica bacteriana provendo a base da quimiotaxonomia.
Uma classe de lipideos terpenoides que apresenta potencial consideravel como
valor taxon6mico sdo os isoprendides ou quinonas respiratrias presentes na

cadeia de transporte de elétrons da célula.

LESTER e CRANE, 1959 relataram que os compostos

homologos encontrados na natureza, designados Coenzima Q, sdo derivados
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da 2,3 dimetoxi-5 metilbenzoquinona, onde é substituida na posi¢do 6 por uma
cadeia poliisoprendide que pode ter de 6 a 10 unidades de isoprenos e
classificadas como Q-6, Q-7, Q-8, Q-9 e Q-10. Foi usado o termo ubiquinona
para esse grupo de compostos presente na mitocondria dos organismos. Os
autores estudaram a presenga de ubiquinona em alguns animais, plantas e
microrganismos e verificaram a ocorréncia de outras quinonas de interesse
quimico. Uma variedade de plantas e microorganismos examinados
apresentaram além de Coenzima Q, uma quinona lipossolavel similar presentes
nos cloroplastos, no caso de plantas verdes, chamadas de Q254. E espécies de
Cyanophycea e bactérias aerdbicas do género Mycobacterium apresentam
grande concentragdo de outra quinona lipossoliivel chamada vitamina K. Em
Clostridium  perfringens, bactéria anaerdbica, ndo foi encontrado nem
Coenzima Q nem vitamina K. Nos Basidiomycetes examinados ndo foi
detectado a presenga de Coenzima Q, porém todos apresentaram Q254 e
vitamina K. Essa classe de fungos pode ser reconhecida pela presenga de
basidioquinona, e os referidos compostos podem ser extraidos com solvente
isooctano ap6s o preparo de um extrato, por saponificagdo, com KOH em
etanol na presenga de pirogalol. Reconhecidos em espectro de absorgdo na
regido ultravioleta a 255 nm, que ¢ dissipado sob redugdo com KBH4. Dentre
os fungos estudados pertencentes ao grupo Ascomycetes, o composto
Coenzima Q-10 foi identificado em linhagens de Neurospora crassa, sendo

verificado porém a auséncia de vitamina K.

CRANE, 1964 durante investigagdes da distribuicio de
ubiquinona em animais, plantas e microrganismos detectou a existéncia de

quatro tipos de quinonas terpenoides: ubiquinona, plastoquinonas,
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tocoferolquinona e vitamina K, consideradas as quatro principais de origem
bioldgica. O autor listou ainda outras quinonas terpenoides identificadas pelo
teste de Craven, o qual foi baseado na producgdo de cor derivada da quinona
ndo substituida pela adigdo de etilcianoacetato sob condigdes alcalinas, esse
composto reage entdo com o grupo metoxi da ubiquinona refletindo uma forte
cor azul. No estudo foi ainda identificada a presenca de Coenzima Q-10 em

linhagens de Neurospora crassa.

Na reunido da TUPAC-IUB realizado no ano de 1973, a
Comissdo de Nomenclatura em Bioquimica, diante do grande numeros de
novas quinonas identificadas e da confusdo dos nomes pelos pesquisadores da
area, estabeleceram critérios para identificagdo de quinona: (a) Em relagdo ao
comprimento da cadeia e nimero de unidades 1soprendides, por exemplo Q6
onde o numero 6 vem representar o numero de unidades 1SOprenos € assim
possui cadeia menor que Q7 que tem 7 unidades 1soprenos; (b) Nomes triviais
para cada grupo de quinona como menaquinonas e ubiquinonas; (c¢) Simbolos
individuais para cada grupo, assim menaquinona foi representada por MK-,

ubiquinona por Q-, plastoquinona por PQ- e assim sucessivamente.

YAMADA e NOJIRI, 1976 testaram 131 culturas de leveduras
do género Debaryomyces, Saccharomyces, Kluyveromyces, Endomycopsis e
Saccharomycopsis, quanto ao sistema Coenzima Q, determinado por
cromatografia em camada delgada de fase reversa. O género Debaromyces foi
dividido em dois grupos: 3 espécies que contém Q-6 e 3 espécies que
apresentam  Q-9. O  género  Saccharomyces, Kluyveromyces ¢

Saccharomycopsis foram marcados pela presenca de apenas um tipo de
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Coenzima, Q-6, Q-6 ¢ Q-8 respectivamente. O género Endomycopsis foi
representado por trés tipos do sistema Coenzima Q: Q-7 em 3 espécies

estudadas, Q-8 na maioria das espécies e Q-9 em 2 espécies.

YAMADA e ARIMOTO, 1976 examinaram 43 linhagens de
leveduras quanto ao sistema de Coenzima-Q para os géneros Nadsonia,
Saccharomycodes, Wickerhamia, Hanseniaspora e Kloeckera, determinado
por cromatografia de camada delgada de fase reversa e espectrometria de
massa. Em todas as culturas foram encontradas apenas um tipo de ubiquinona
presente, Q-6, com excegdo do género Wickerhamia onde foi identificado o
composto Q-9. Os autores fizeram paralelamente testes de composigio de base
DNA, presenga de polissacarideo da parede celular e caracteristicas

sorologicas para uma melhor identificagio das espécies.

COLLINS e PIROUZ, 1977 verificaram a distribuigio de
quinonas isoprendides e sua importdncia na classificagdo das familias de
Actinomycetes e Coryneobacteria. Em todas as 48 culturas estudadas apenas
menaquinonas foram encontradas e identificadas como dihidromenaquinona
contendo 8 e 9 unidades isopreno, tetrahidromenaquinona com 6 e 8 unidades

isopreno e ainda di-, tetra- e hexahidromenaquinona com 10 unidades

1soprenoides.

COLLINS e JONES, 1981 elucidaram a composi¢io de uma
mistura natural de ubiquinonas utilizando método cromatografico semi-
qualitativo de fase reversa (TLC) baseado na separagio dos componentes de

acordo com suas propriedades fisicas, representada por uma fase estacionaria
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ndo-volatil e uma fase movel corrida em placas de silica gel com misturas
polares de acetona-dgua ou dimetilformaldeido-agua. Os autores observaram a

separagdo entre Q6, Q7, Q8, Q9 e Q10 em cromatografia ascendente.

SUGIYAMA e FUKAGAWA, 1985 estudaram algumas
caracteristicas taxonomicas de 108 linhagens de 61 espécies do género
Rhodosporidium, Leucosporidium, Rhodotorula por andlises da composigio
celular de carboidratos, composi¢do de bases do DNA, sistema ubiquinona e
teste de cor com o azul diazonium B (DBB) e verificaram que as leveduras em
estudo poderiam ser classificadas dentro de 2 grandes grupos, Basidiomycetes
e Ascomycetes, baseados na presenga e auséncia respectivamente de xilose na
célula. Os trés géneros foram divididos quanto a composi¢do de bases de DNA
em grupos contendo 50,5-68,5 mol % G+C, 50,5-59,0 mol % G+C e 49,5-70.0
mol % G+C respectivamente. No sistema de Coenzima Q foram encontrados
Q-8, Q-9, Q-10 ou Q-10 (H2). Todas as leveduras Basidiomycetes deram
reagdo de cor positiva com DBB, exceto linhagens de Rhodotorula glutinis, ja

0s Ascomycetes deram teste DBB negativo, com excegdo de uma espécie.

KOMAGATA e SUZUKI, 1987 descreveram analises de
lipideos e componentes da parede celular para classificar e identificar
bactérias. Acido micolico, 4cido graxo, lipideos polares e quinonas
isoprenoides foram utilizados nas analises como suporte na sistematica
bacteriana. Os autores relataram um método de extragdo de quinona baseado
na separa¢do de menaquinona e ubiquinona de acordo com o Rf 0,7 e 0.4 cm
respectivamente observado na placa de silica gel em luz UV. Para a extragio a

massa celular (100-300mg) foi suspensa em solu¢do 2:1 (v/v) de cloroformio-
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metanol e incubada por uma noite a 25°C. Apos a filtragdo o extrato foi
evaporado ¢ misturado com acetona. Esta solugdo foi aplicada em placa de
silica gel e a cromatografia desenvolvida com o solvente benzeno por 40
minutos. As quinonas puderam entdo ser observadas a luz UV, onde
menaquinona foi identificada no Rf 0,7 e ubiquinona no Rf 0.4. Nesta fase as
quinonas foram apenas identificadas, porém para separa-las foi necessario
extrair a amostra da placa, acrescentar acetona a silica e aplica-la com um tubo
capilar sob uma placa de TLC em fase-reversa (Reverse-phase thin layer
chromatography) com solventes especificos, sendo que para menaquinona os
autores usaram a mistura de 99:1 (v/v) de acetona-agua e para ubiquinona a
mistura 80:20 (v/v) de acetona-acetonitrila. O tempo de desenvolvimento foi
15 minutos. As quinonas foram visualizadas em luz UV. As analises deram
resultados apenas qualitativo. Para obtengdo de dados quantitativos as

amostras foram analisadas através de Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

GENEVIEVE, 1987 investigou a Coenzima Q em 68 linhagens
de leveduras por HPLC, um método cromatografico de analise quantitativa
complementar ao TLC de fase reversa que permite a quantificagio de
Coenzima Q6, Q7, Q8, Q9 e Q10 presente em cada espécie. De todas as 31
espécies de Hansenula apenas uma, H. holstri apresentou maior quantidade de
Q-8 enquanto nas restantes foi identificado o composto Q-7 em maior
porcentagem. Nos géneros Dekkera e Brettanomyces os autores encontraram
maior porcentagem de ubiquinona Q-9 assim como nas linhagens de
Lipomyces testadas. E em espécies de Hanseniaspora e Kloekera

identificaram Q-6 como quinona isoprendide na célula, representando a maior

parte.
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ITOH et alii, 1988 isolaram uma nova ubiquinona de
Chaetomium funicola de estrutura quimica identificada como 2,3-dimetoxi - 5-
metil - 6-IX,X-tetrahidrofarnesil farnesilgeranil-geranil-1,4-benzoquinona. Este
composto foi identificado por espectrometria de massa ¢ H-NMR. O fungo
caracterizou-se também por conter ubiquinona dihidrogenada com 10 unidades

1soprendides, porém como menor componente.

YAMAUCHI et alii, 1992 reportaram que linhagens do género
Malassezia estavam relacionadas a leveduras da familia Basidiomycetes pelo
fato do sistema ubiquinona compreender-se de Q-9, além do microrganismo

apresentar testes positivo DBB e urease e porcentagem de 50 mol % G+C.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Meios de cultura

3.1.1 Agar Batata Dextrose ( PDA )

Infusdodebatata........................................ 20%
GlHCOSE. ... 2%
AGAT e 1,5%

KNOz ..o 0,1%
KHyPOy..ooooiii 0,1%
MESO4....ooiiiiiiiiiiiii 0,05%
CaCly..oooiiiiiiie e, 0,01%
NaCl.....oooooiii 0,01%
Biotna....................oo Sug/l
Elementos tragos.................c...cccoeevveeei.. Iml/1
SaACATOSE.........ooeeioieiee e 2,0%
AGar. ... 1,5%
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Extratode levedura................................. 0,25%

Elementos tragos

Acido citrico HyO.....ooovovieeeceeeeeeeee 5,0%
Z0SO04 THO oo, 5,0%
Fe(NH4)2(SO4), 6HaO....ooee. 1,0%
CuSOs SH O ..o 0,25%
MnSO4 HoO.ooooeeeeeee. 0,05%
HiBO3. oo, 0,05%
Na;MoO4 2Hy0.....ooooeeeeeeee . 0,05%

Dissolver em 95 ml de agua e completar o volume para 100 ml.
Todos os meios de culturas foram esterilizados a 121°C por 15 minutos em

autoclave.

3.1.4 Corante Azul de Algodao-Lactofenol

3.1.4.1 Solugao de Azul de Algodao (Cotton-Blue)

Cotton blue........ooovviieii e 10 ml
GlCerol.. ..o 10 ml
AU ..o, 80 ml

3.1.4.2 Lactofenol
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Fenol.......................... 100 g
Glicerol...............c.ocoovvii 100 ml
AGUa.........i 100 ml

Dissolver o fenol em agua, sem aquecimento e em seguida
acrescentar o acido latico e o glicerol. Para o preparo do corante misturar

partes iguais da soluggo de azul de algodio e lactofenol.

3.2. Coleta de amostras

Para o 1solamento de Neurospora foram coletadas amostras de
beijus mofados de diferentes municipios do Estado do Maranhio,
acondicionadas em sacos plasticos e transportadas ao laboratério de

Bioquimica da FEA/UNICAMP.

Foram utilizadas as culturas puras de Neurospora da colegao
NRRL, N. sitophila 2884, N. tetrasperma 2164, N. crassa 2223 e N.
Intermedia 5506 para fins de compara¢des com as linhagens isoladas de

Neurospora sp do beiju, inclusive N. sitophila ATCC 46892.

3.3. Preparo dos beijus

Com a massa de mandioca ralada e peneirada foram feitos os
beijus, bolos de aproximadamente 40 x 40 ¢cm de largura e 3 cm de espessura.

Foram assados em fornos a lenha, e apds esfriados, colocados em local imido
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¢ escuro para proliferagdo de microrganismos. Apos dez dias de incubagio os
beijus se encontravam totalmente mofados e prontos para coleta. Estes
microrganismos sao os agentes naturais da fermentagdo, a proxima etapa na

preparagdo da tiquira.

3.4. Isolamento de Neurospora do beiju

Amostras de 0,5 g de beiju foram suspensas em 75 ml de agua
destilada estéril e agitadas com bastio de vidro. ApoOs homogeneizagdo as
amostras foram semeadas em placas contendo meio Agar Batata Dextrose
(PDA) sob forma de estrias com alga de niquel-cromo, e as placas foram
incubadas a 309C por 5 dias. As colénias isoladas foram inoculadas em tubos

inclinados de PDA.

3.5. Selecao de Neurospora

Durante o periodo de crescimento da flora microbiana em placas
contendo Agar Batata Dextrose (PDA), as coldnias que apresentavam a
caracteristica de cor alaranjada, rosea ou salmio e com hifas bem espalhadas

foram inoculadas em tubos inclinados contendo o meio PDA e incubados a

300C por 5 dias.

3.6. Caracteristicas bioquimicas

3.6.1 Estudo da capacidade fermentativa de Neurospora em amido
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3.6.1.1 Preparo do pré-inéculo

A massa celular de Neurospora correspondente a uma algada foi
suspensa em frascos Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml do meio liquido
constituido de 5% de amido 0,1% de extrato de levedura e 0,1% de peptona,

incubados a 300C por 24 horas.

Para controle foi utilizada a linhagem de levedura Fleischmann.
A levedura cultivada em Agar YM durante 24 horas foi usada para a
preparagdo do pré inéculo como descrito acima. Foram incubadas ainda

culturas mistas de Neurospora e levedura Fleischmann.

3.6.1.2 Fermentagio em amido 5%

Uma amostra de 30 ml de pré-indculo foi transferida
assepticamente para frascos de 500 ml contendo 200 ml do meio amido 5%.
Apos adaptagdo de rolha de borracha com dispositivo de vidro na forma de U
contendo 4cido sulfirico concentrado os frascos foram incubados a 300C e a
perda de CO3 foi acompanhada por meio da variagdo de massa medida durante

12 dias de incubagio.
3.6.2 Determinacgao da producgao de enzimas por Neurospora

As linhagens de Neurospora sp cultivadas em Agar Batata
Dextrose foram inoculadas com alga de niquel-cromo em frascos Erlenmeyer

de 250 ml contendo 50 ml do meio constituido de amido soltivel 4%, extrato de
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levedura 1% e peptona 1% ajustado para pH 6,5 previamente autoclavados a
1219C por 15 minutos. Apés incubagdo por 5 dias com agitagdo de 180 rpm as
amostras foram filtradas em 13 de vidro e guardadas a -20°C para a

determinacio enzimatica.
3.6.2.1 Determinacao da atividade de amiloglicosidase

A atividade da enzima amilolitica de Neurospora foi
determinada pelo método de Park e Azuma, 1990. As misturas de reagdo
constituidas de 0,5 ml de 1 % de amido solavel em tampéo fosfato 0,2 M, pH
50 ¢ 0,5 ml de solugdo de enzima diluida 1:10 de Neurospora foram
incubadas a 559C por 30 minutos. Os aglicares redutores formados foram
determinados pelo método de Somogyi-Nelson (NELSON, 1944), usando-se a
glicose como padriao. Uma unidade de atividade da enzima foi definida como a

quantidade de enzima que libera 1pmol de glicose/minuto sob as condi¢des de

€nsaio.
3.6.2.2 Determinacéo da atividade de celulase ( CMCase )

A atividade de celulase foi determinada pelo método descrito
por Asquiere, 1992. Amostras de 0.1 ml de solugdo enzimatica foram
adicionadas a 0,9 ml de substrato 1% de carboximetilcelulose em tampao
acetato 0,1 M pH 5,0 e a mistura incubada a 400C por 10 minutos e os
agucares redutores foram determinados pelo método de DNS. Uma unidade de

atividade de CMCase foi definida como a quantidade de enzima que catalisa a
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formagdo de 1 pumol de agucar redutor expresso como glicose por minuto nas

condigdes de ensaio.

3.6.2.3 Determinacao da atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi determinada como descrito no item
3.6.2.2 utilizando-se xilana como substrato. Uma unidade de xilanase foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a formagdo de 1 pmol de

xilose por minuto sob as condig¢des de ensaio (SILVA et alii, 1994).

3.6.2.4 Determinacgao da atividade de lipase

A atividade de lipase foi determinada pela titulagdo de acidos
graxos liberados utilizando-se 1 g de 6leo de oliva, 4 ml de tampao acetato

0,05 M pH 5,6, com 6 pérolas de vidro e 1 ml da solugdo enzimatica.

Os frascos Erlenmeyer contendo esta mistura de reagdo foram
incubados a 400C por 60 minutos com agitagio. A reagdo paralizada pela
adigdo de 20 ml de solugdo de etanol:acetona na propor¢ao 1:1. Os acidos
graxos livres foram titulados com KOH 0,1 N utilizando-se fenolftaleina como
indicador. Uma unidade de atividade de lipase foi definida como a quantidade
de enzima que libera 4cido oléico expresso como pumol de acido

oléico/minuto/ml de enzima (PASTORE, 1992).

3.6.2.5 Determinacao da atividade de pectinase
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A atividade de pectinase foi realizada como descrito no
item.3.6.2.2 utilizando pectina como substrato. Uma unidade de atividade de
pectinase foi definida como 1 pmol de agucar redutor expresso em glicose por

minuto.

3.6.3 Cromatografia em papel de acucares

Os aglicares resultantes da hidrolise do amido das amostras
Neurospora sp n.1, Neurospora sp n.2 e N. sitophila ATCC 46892 do beiju,
N. sitophila NRRL 2884, N. tetrasperma NRRL 2164, N. intermedia NRRL
5506 € N. crassa NRRL 2223 foram verificados por cromatografia em papel,
realizada com papel Whatman niimero 1. O sistema de solvente utilizado para
a cromatografia descendente constituiu-se de butanol:piridina:agua na
propor¢do 6:4:3 v/v respectivamente. O tempo de desenvolvimento da
cromatografia foi de aproximadamente 17 horas. Utilizou-se como padrdes

glicose 10 %, maltose 10 % e amido hidrolisado.

Os agucares redutores foram revelados com AgNO3 em acetona,
tiossulfato de sodio 10% e NaOH alcoolico, de acordo com o método descrito
por Trevelyan et alii, 1950.

3.7. Caracteristicas microbiolégicas

3.7.1 Caracteristicas morfolégicas

3.7.1.1 Microcultivo
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Para a verificagdo das caracteristicas morfoldgicas das linhagens
por microcultivo, foram preparadas placas contendo uma fina camada de meio
Agar Batata Dextrose (PDA), Agar Farinha de Milho (Agar Corn Meal ) e
meio Agar de Westergaard (WESTEGAARD, 1947). Apos autoclavadas a
1210C por 15 minutos o meio foi cortado em quadradinhos de 1 x 1 cm, e com
uma espatula estéril foram transferidos para a lamina sobre papel de filtro
contido na placa previamente esterilizada. Pequenas porg¢des do micélio da
cultura foram semeadas nas bordas do meio de cultura em forma de quadrado,
com auxilio de uma alga de niquel-cromo e o meio coberto com a laminula
estéril. O papel de filtro no fundo da placa foi umedecido com agua estéril. As
placas foram incubadas a temperatura de 250C por 12 dias. Apds a incubagio
a laminula foi retirada, o meio descartado e a lamina corada com azul de
algodao lactofenol. Laminulas novas foram usadas para cobrir o crescimento

das culturas e depois fixadas com esmalte.
3.7.1.2 Formacao de hifas, conidias e micélios

A formagdo de hifas septadas ou ndo-septadas, produgio de
macroconideas e/ou microconidieas, e micélios foram verificadas em
microscopico JENAMED, ocular GF.PW 10x (25), objetiva 40x / 0,65 nas
laminas de microcultivo coradas com azul de algoddo lactofenol onde a cultura
cresceu por 12 dias sob o meio Agar de Westergaard a temperatura de 25°C,

condi¢des propicias para o crescimento micelial.

3.7.2 Crescimento em diferentes meios de cultura.
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Para verificar o crescimento em alguns meios de cultura as
linhagens de Neurospora sp do beiju e Neurospora NRRL foram semeadas em
forma de estria com alga de niquel-cromo nos meios Agar Farinha de Milho,
Agar Batata Dextrose e Agar de Westegaard em placas de Petri e tubos

inclinados, incubados a temperatura de 25°C por 12-14 dias.

3.7.3 Desenvolvimento em diferentes temperaturas

As linhagens de Newrospora foram examinadas quanto a
capacidade de desenvolvimento a 25, 30, 37, 40, 45 e 500C em Agar Batata

Dextrose durante 96 horas.
3.7.4 Caracteristicas genéticas
3.7.4.1 Evidéncia do homotalismo

Em placa de Petri estéril com meio Agar Farinha de Milho, foi
semeado um mdculo da linhagem de N. tetrasperma NRRL 2164. Em seguida
foi incubada por 5 dias a 28°C em estufa e depois por mais cinco dias sob

iluminagdo fluorescente nas mesmas condigdes de temperatura, conforme

descrito por Larpent, 1938.
3.7.4.2 Evidéncia do heterotalismo

3.7.4.2.1 Estudo da interacdo de micélios
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Foi semeado em uma placa de Petri contendo meio Agar Farinha
Milho um inéculo do micélio da linhagem N. sitophila. NRRL 2884 e
N.sitophila ATCC 46892. A placa foi incubada por dez dias na obscuridade a
28°C (em estufa) a fim de permitir a interagdo dos micélios. Apds este tempo
colocou-se a placa de Petri sob iluminagdo fluorescente por cinco dias nas
mesmas condigdes de temperatura para estimular o desenvolvimento das

frutificagdes. Os micélios foram observados através de lupa.

3.7.4.2.2 Espermatizagio experimental

Foram semeados trés tubos contendo o meio Agar Farinha de
Milho, com o micélio de N. sitophila NRRL 2884 e uma placa de Petri com o
micélio de N. sitophila ATCC 46892 em forma de estria com uma alca de
niquel-cromo. Apés incubagdo por dez dias em estufa a 28°C foram
adicionados 4 ml de agua destilada estéril no primeiro tubo o qual fo1 agitado e
o indculo transferido para o tubo 2, agitado novamente e vertido no tubo 3. Em
seguida uma gota desta suspenséo foi colocada com pipeta estéril na placa de
Petri previamente semeada, e incubada por 5 dias a 28°C sob luminagio

fluorescente continua.

3.7.4.3. Cruzamento

Para o cruzamento com N. sitophila NRRL 2884 foram
utilizadas as linhagens heterotalicas N. sitophila ATCC 46892, Neurospora sp
n.1 e n.2 (beyu), N. crassa NRRL 2223 e N. intermedia NRRL 5506. Numa
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placa de Petri contendo meio Agar Farinha de Milho foram semeadas com alga
de niquel-cromo uma estria das amostras de N. sitophila NRRL 2884 ¢ N.
sitophila ATCC 46892, cada linhagem num lado da placa, e esta incubada por
12 dias a temperatura ambiente sob iluminagdo fluorescente. Do mesmo modo
foram realizados cruzamentos entre N. sitophila NRRL 2884 X Neurospora sp
n.1, N. sitophila NRRL 2884 X Neurospora sp n.2, N. sitophila NRRL 2884
X N crassa NRRL 2223, N. sitophila NRRL 2884 X N. intermedia NRRL
5506, N. sitophila ATCC 46892 X N. crassa NRRL 2223 e N. sitophila
ATCC 46892 X N. intermedia NRRL 5506.

3.8. Caracteristicas quimicas
3.8.1 Determinacao de Ubiquinona
3.8.1.1 Preparo da amostra
As linhagens de Neurospora foram inoculadas em frascos de
Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio liquido constituido de 1,7% de

extrato de malte ¢ 0.3% de peptona, ajustado a pH 5,0 e incubados com

agitagdo a 30°C por 72 horas a 180 rpm.

Ap6s a incubagdo o meio de cultura foi filtrado em 13 de vidro,
aliquota de 2 ml do sobrenadante inicial foi congelado € a massa celular lavada

com agua destilada por 6 vezes € armazenada em freezer.
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3.8.1.2 Extracao de ubiquinona e cromatografia em camada

delgada

A extragdo de ubiquinona das linhagens de Neurospora foi
realizada conforme o método descrito por Komagata, 1987. A mistura de 20 g
da massa celular (peso umido), 50 ml de agua destilada, 20 g de NaOH, 5 ml
de pirogalol e 150 ml de metanol foi mantida em ebuli¢do por 40 minutos e em
seguida resfriada em gelo. Adicionou-se 90 ml de hexano e a mistura
permaneceu por uma noite na geladeira. Apds a separagdo € evaporagdo do
hexano foi adicionado 500 pul de acetona e o lipideo extraido foi aplicado em
placas de TLC (Merck Kiesel-gel 60 F254, 20 x 20 c¢cm). A cromatografia foi

desenvolvida com benzeno por 40 minutos.

A mistura de ubiquinona foi aplicada com tubo capilar (10 pl)
em placas de TLC (Merck HPTLC RP-18 F254, 10 x 10 ¢m), desenvolvida
com solvente acetona-acetonitrila (80:20) por 15 minutos e visualizada sob UV

a 254 nm (COLLINS e JONES, 1981).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecao de Neurospora

Neste estudo foram analisadas 7 linhagens de Neurospora, das
quais 3 foram isoladas, como descrito no item 3.4, a partir de amostras de
beijus obtidos de diferentes municipios do Estado do Maranhio: Neurospora
sitophila ATCC 46892, Neurospora sp n.1 e Neurospora sp n.2. E 4 linhagens
foram fornecidas pela colegdo de cultura NRRL: Neurospora sitophila 2884,
N. crassa 2223, N. tetrasperma 2164 ¢ N. intermedia 5506.

As colémas de Neurospora foram evidenciadas pela coloragio
laranja, résea ou salméo e pela presenga de hifas aéreas espalhadas sob o meio

de cultura.
4.2. Caracteristicas bioquimicas

4.2.1 Capacidade fermentativa de Neurospora e influeéncia da

levedura Fleischmann em amido 5%

As figuras 1 a 6 ilustram a capacidade fermentativa
respectivamente das linhagens N. sitophila ATCC 46892, Neurospora sp n.1,
N. sitophila NRRL 2884, N. intermedia NRRL 5506, N. crassa NRRL 2223,
N. tetrasperma NRRL 2146 e a influéncia da levedura Fleischmann na

fermentag¢do do amido 5% em 10 dias a 30°C.
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Verificou-se que as linhagens do beiju, N. sitophila ATCC
46892 ¢ Neurospora sp n.1 apresentaram maior capacidade fermentativa que
as linhagens NRRL e menor apenas que N. sitophila NRRL 2884. Foram
inoculadas culturas mistas de Neurospora e levedura Fleischmann no meio
amido 5% e observados os mesmos comportamentos pelas linhagens de
Neurospora em estudo, porém o tempo de fermentagao obtido por estas
linhagens em 12 dias foi reduzido para 4-6 dias pelas culturas mistas.
Verificou-se ainda que a levedura Fleischmann inoculada no meio de amido

sem as linhagens de Neurospora apresentou baixa capacidade fermentativa.

4.2.2 Atividade enzimatica

Todas as linhagens de Neurospora em estudo apresentaram
resultado negativo quanto a atividade das enzimas CMCase, lipase, xilanase €

pectinase e resultado positivo quanto a atividade da enzima amiloglicosidase.

As linhagens do benyu Neurospora sitophila ATCC 46892,
Neurospora sp n.1 e Neurospora sp n.2 apresentaram maior atividade de
amiloglicosidase que as linhagens NRRL, menor apenas que N. sitophila

NRRL 2884, conforme descrito na tabela 4.

Todas as linhagens de Neurospora em estudo hidrolizaram o

amido, verificado pela produgao de glicose na cromatografia em papel.

4.3. Caracteristicas microbiologicas
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4.3.1 Morfologia de Neurospora

O estagio conidial das linhagens de Neurospora foi verificado
apos cultivo em meio Agar de Westegaard conforme descrito no item 3.7.1.2.
Verificou-se que todas as linhagens apresentaram hifas segmentadas e entre os
septos a presenga de varios nicleos (Tabela 5). O sistema vegetativo
caracteristico do género Neurospora é composto de hifas multinucleadas,

ramificadas e septadas.

As linhagens de Neurospora NRRL apresentaram tamanhos de
conidias diferentes de Neurospora do beiju: N. tetrasperma 2164, 9 um; N.
intermedia 5506, 11 um; N. crassa 2223, 7 um; N. sitophila 2884, 10 um e N.
sitophila ATCC 46892, Neurospora sp n.1 e Neurospora sp n.2 do beiju, 8
um em didmetro, verificados na tabela 5. As figuras 7 ¢ 8 mostram essa
diferenca entre as linhagens N. Sitophila NRRL 2884 e N. Sitophila ATCC
46892. As diferencas conidiais como pigmenta¢do da massa e morfologia em
geral ndo sdo caracteristicos para distingdo de espécies de Neurospora.
Entretanto, estudos do ciclo sexual como a formagdo de ascosporos, ascos €
peritécios assim como O cruzamento entre espécies e as caracteristicas
heterotalicas ou homotalicas representam valores fundamentais na classificagdo

e taxonomia de fungos (PERKINS, 1976).

4.3.2 Caracteristicas genéticas

Foi evidenciado o homotalismo pela linhagem N. tetrasperma

NRRL 2164, onde verificou-se a formagio de peritécios medindo 300-350 um
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sob toda a superficie do meio Agar Farinha de Milho em 10 dias de incubagdo.
Por outro lado todas as outras linhagens de Neurospora NRRL em estudo e as

linhagens isoladas de beiju foram identificadas como heterotalicas (tabela 5).

A linhagem de Neurospora sitophila NRRL 2884 foi cruzada
com as linhagens de N. sitophila ATCC 46892, Neurospora sp n.l e n.2
(beiju), N. crassa NRRL 2223 e N. intermedia NRRL 5506 conforme descrito
no item 3.7.4.3. Verificou-se o cruzamento pelo aparecimento de peritécios,
resultante da fertilizagdo apenas entre N. sitophila NRRL e linhagens de
Neurospora de amostras do beiju: N. sitophila NRRL 2884 X N. sitophila
ATCC 46892, N. sitophila NRRL 2884 X Neurospora sp n.1 e N. sitophila
NRRL 2884 X Neurospora sp n.2 (observados na tabela 6). Quando o
microrganismo apresenta caracteristicas heterotalicas os cruzamentos s0
ocorrem quando dentro da mesma espécie, os fungos com diferentes tipos de

reacdo sexual encontram-se para que ocorra a fertilizagdo (AZEVEDO, 1987).

4.3.3 Estudo do crescimento de Neurospora em diferentes meios

de cultura

Os micélios das linhagens de Neurospora do beiju assim como
das linhagens NRRL se desenvolveram rapidamente em 48 horas por toda a
placa e tubo de ensaio de forma flocosa e densa nos meios Agar Batata
Dextrose (PDA) e Agar de Westergaard. Verificou-se que as linhagens de
Neurospora do beiju apresentaram massa conidial de coloragdo diferente das
linhagens NRRL nestes meios. Como mostra nas tabelas 1 € 2

respectivamente, N. sitophila NRRL 2884 apresentou uma cor laranja forte
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enquanto a linhagem do beyu N. sitophila ATCC 46892 apresentou cor rosea
claro. Em meio Agar Farinha de Milho o crescimento micelial foi escasso e
espalhado pela superficie do meio ¢ a diferenga na coloragido da massa conidial

foi observada com menos intensidade neste meio de cultura.
4.3.4 Desenvolvimento de Neurospora em diferentes temperaturas

Todas as linhagens de Neurospora em estudo apresentaram
desenvolvimento nas temperaturas de 25, 30 e 37°C dentro de 24 horas. A
temperatura de 40°C o crescimento foi lento, demorando cerca de cinco dias de
incubagdo para o desenvolvimento do microrganismo. As temperaturas 45 e
50°C inibiram o crescimento micelial ou vegetativo das linhagens de
Neurospora. O melhor crescimento se deu a temperatura de 25°C a partir de

48 horas de incubagio.
4.4. Determinacao de Ubiquinona

Quanto as analises quimiotaxondmicas, todas as linhagens em
estudo apresentaram resultados similares. Foi detectado a presenga de
Ubiquinona contendo 10 unidades isoprendides na sua cadeia (Q-10), numa
propor¢do qualitativa semelhante verificada na placa de TLC (Figura 10). A
figura 9 mostra a presenga de Ubiquinona das linhagens de Neurospora em
estudo observada no tempo de retengdo (tR) 0,4. Dihidrogenada Ubiquinona
Q-10 ¢ largamente distribuida nos Ascomycetes (ITOH, 1988). Esta quinona
tem sido isolada de Neurospora crassa assim como outras espécies de

Neurospora (CRANE, 1965).
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5. CONCLUSOES

5.1 Houve cruzamento apenas entre as linhagens N. sitophila NRRL e
Neurospora sp isoladas de amostras de beiju verificado pela produgdo de

peritécios, resultante da fertilizagdo das linhagens.

5.2 Todas as linhagens de Neurospora sp do beiju coletadas do Estado do
Maranhdo foram produtoras de aroma de frutas, inclusive N. sitophila ATCC
46892 obtida do beiju por Park et alii, 1982. As linhagens NRRL, assim como

N. sitophila 2884 ndo produziram o aroma.

5.3 As linhagens de Neurospora do beiju apresentaram maior capacidade
fermentativa em amido 5% e maior atividade de amiloglicosidase que as

linhagens NRRL, menor apenas que N. sitophila NRRL 2884.

5.4 Todas as linhagens de Neurospora em estudo apresentaram resultados

negativos quanto a atividade das enzimas CMCase, xilanase, pectinase €

lipase.

5.5 As linhagens de Neurospora do beiju apresentaram tamanhos conidiais
diferentes das linhagens NRRL: Neurospora sitophila ATCC 46892,
Neurospora sp n.1 e n.2 do beiju, 8 um; N. sitophila NRRL 2884, 10 um; N.
tetrasperma NRRL 2164, 9 um; N. intermedia NRRL 5506, 11 uym e N.

crassa NRRL 2223, 7 pum.
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5.6 Neurospora do beiju apresentaram coloragdo micelial rosea clara nos
meios Agar Farinha de Milho, Agar de Westergaard e Agar Batata Dextrose

diferente quando comparada com a pigmentagdo micelial das linhagens NRRL.

5.7 Foi identificada a Coenzima Q-10 como a Ubiquinona presente em todas as

linhagens de Neurospora em estudo.



6. SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DA PESQUISA

Como sugestdes para a continuidade da pesquisa sdo

apresentados os seguintes topicos:

6.1 Estudos genéticos do cruzamento entre linhagens de Neurospora sp do

beiju e outras linhagens de Neurospora conforme Perkins, 1976.

6.2 Estudo da ecologia microbiana de linhagens de Neurospora sp isolada do

Estado do Maranh3io.

6.3 Avahagao da aplicagdo industrial de Neurospora sp proveniente do Estado

do Maranh3o na produgio de aroma.
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TABELAS
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Tabela 1 - Caracteristicas morfolégicas e sexuais da linhagem
Neurospora sitophila NRRL 2884,

Estagio Conidial: micélio cresce rapidamente em 24 horas no meio Agar
de Westergaard e Agar Batata Dextrose; massa conidial de coloragdo laranja
forte; crescimento com maior intensidade no topo do tubo de ensaio em
forma de farinha. No meio Agar Farinha de Milho apresenta crescimento
micelial lento, em 96 horas e escasso em todo o tubo; hifas septadas e

ramificadas; macroconidias globosas, lisas medindo 10 pm e microconidias

medindo 4 um em didmetro.

Estagio Peritecial: peritécio presente nos meios Agar de Westergaard,
Agar Batata Dextrose ¢ Agar Farinha de Milho a temperatura de 25°C

de coloragdo amarronzada. A espécie ¢ heterotalica.
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Tabela 2 - Caracteristicas morfolégicas e sexuais da linhagem

Neurospora sitophila ATCC 46892.

Estagio Conidial: micélio cresce rapidamente em 24 horas nos meios Agar
de Westergaard e Agar Batata Dextrose; massa conidial de coloragdo rosea
claro; crescimento com maior intensidade no topo do tubo de ensaio em forma
de farinha. No meio Agar Farinha de Milho o crescimento € lento, em 96
horas e escasso em todo o tubo; hifas septadas e ramificadas; macroconideas

globosas, lisas medindo 8um e microconideas medindo 3 pm de didmetro.

Estagio Peritecial: ndo houve crescimento de peritécios nos meios Agar
de Westergaard e Agar Batata. No meio Agar Farinha de Milho (CM)
produziu peritécio de coloragdo marrom escuro apos O cruzamento com

N. sitophila NRRL 2884 em 10 dias de incubagdo a 30°C. A espécie

¢ heterotalica.
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Tabela 3 - Caracteristicas morfoldégicas e sexuais da linhagem

Neurospora sp n.1 (beiju).

Estagio Conidial : micélio cresce rapidamente nos meios Agar
de Westergaard e Agar Batata Dextrose em 24 horas; massa conidial
de coloragdo résea claro cresciment o com maior intensidade no topo
do tubo de ensaio. No meio Agar Farinha de Milho o crescimento € lento

e escasso em 96 horas; hifas septadas e¢ ramificadas; macroconideas

globosas e lisas medindo 8 um e microconideas 3 pum.

Estagio Peritecial: ndo houve formagdo de peritécios quando inoculada
nos meios Agar de Westergaard, Agar Batata Dextrose. Aparecimento

de peritécios de coloragdo marrom escuro no meio Agar Farinha de Milho.

A espécie ¢ heterotalica.
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Tabela 4 - Producao de amiloglicosidase.

Linhagens de Neurospora Atividade de amiloglicosidase
umol de glicose/minuto/ml de enzima
N. sitophila NRRL 2884 1,963
N. sitophila ATCC 46892 1,045
Neurospora sp n.1 (beiju) 0,907
Neurospora sp n.2 (beiju) 1,336
N. intermedia NRRL 5506 0,878
N. crassa NRRL 2223 0,825

N. tetrasperma NRRL 2164 0,380
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Figura 1 - Capacidade fermentativa da linhagem de N. sitophila NRRL 2884
e influéncia da levedura Fleischmann na fermentag¢&o de amido 5% a 300C
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Figura 2 - Capacidade fermentativa da linhagem N. sifophila ATCC 46892 e
influéncia da levedura Fleischmann na fermentagéo de amido 5% a 300C
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Figura 3 - Capacidade fermentativa da linhagem Neurospora sp n.1(beiju) e
influéncia da levedura Fleischmann na fermentagéo de amido 5% a 300C
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Figura 4 - Capacidade fermentativa da linhagem N. intermedia NRRL 5506
e influéncia da levedura Fleischmann na fermentagéo de amido 5% a 300C
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Figura 5 - Capacidade fermentativa da linhagem N. crassa NRRL 2223 e
influéncia da levedura Fleischmann na fermentagdo do amido 5% a 300C
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Figura 6 - Capacidade fermentativa de N. tetrasperma NRRL 2164 e
influéncia da levedura Fleischmann na fermentagéo de amido 5% a 300C
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Figura 7 - Hifas e conidias de Neurospora sitophila NRRL 2884. Conidias medindo 10pum.
Aumento: x 400

Figura 8 - Neurospora .sitophila ATCC 46892 (beiju). Conidias medindo 8um Aumento: x
400

38



Figura 9 - Cromatografia em Camada Delgada (Merck Kiesel-gel F254 20x20 cm) de N.
sitophila ATCC 46892 e N. sitophila NRRL 2884 respectivamente. Solvente: benzeno,

corrida; 40 min., tR: 0,4.
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Figura 10- Cromatografia em Camada Delgada de fase reversa(Merck HPTLC RP-18 F254
10x10 c¢cm): N. crassa NRRL 2223, N. intermedia NRRL 5506, N. tetrasperma NRRL
2164, N sitophila NRRL 2884, N.sitophila ATCC 46892, Neurospora sp n.1 e n.2 (beiju)
respectivamente. Solvente: acetona:acetonitrila (80:20 ), tempo de corrida: 15 min., padrao

de Ubiquinona: Q6-10.
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