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RESUMO

Os fungos filamentosos da ordem Mucorales sao conhecidos por possuirem
elevadas concentragbes de acidos graxos da familia &mega 6. Neste sentido,
foi investigada a produgdo de acidos graxos poliinsaturados—PUFAs por
Cunninghamella elegans UCP 542 (Ordem Mucorales), utilizando glicerina e
milhocina como substratos alternativos, visando a minimizacdo dos custos de
producdo. Os estudos foram realizados empregando-se um planejamento
fatorial 2%, tendo como varidvel resposta crescimento radial e morfologia,
producdo de biomassa, lipideos totais e acidos graxos. A partir dos resultados
obtidos observou-se que a glicerina e a milhocina n&o influenciou na estrutura
morfolégica da C. elegans, no entanto, estatisticamente estas fontes
influenciaram no crescimento radial. O pH influenciou na producédo de
biomassa e de lipideos. O ensaio 4 (7,9ml/L de glicerina, e 0,2g asparagina) e
o ensaio 4 (7,9ml/L de glicerina, 0,29 asparagina e 6% de milhocina)
apresentaram maior producédo de biomassa (1,7g/L) e (2,5g/L) e lipideos totais
(8,0%) e (8,0%), respectivamente. A dlicerina e a milhocina aumentaram a
producdo do acido palmitico em 100 e 560 vezes a produgdo do acido
Linoléico, e reduziram a concentragdao do acido Oléico e do acido Gama-
linolénico. Portanto, os rejeitos agroindustriais (glicerina e milhocina)
mostraram que podem ser fontes alternativas de carbono e nitrogénio, a fim de
propiciar a produgédo de insumos biotecnologicos de elevado valor agregados e

de baixo custo.

Palavras — chaves: acidos graxos poliinsaturados, micro-organismos
oleaginosos, rejeitos agroindustriais.
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ABSTRACT

The Mucorales fungi are known to have high concentrations of fatty acids of
omega 6. In this sense, we investigated the production of polyunsaturated fatty
acids, PUFAs by Cunninghamella elegans UCP 542 (Order Mucorales) using
glycerin and corn steep liquor as alternative substrates, in order to minimize
production costs. The studies were performed employing a 22 factorial design,
with the response variable morphology and radial growth, biomass production,
total lipids and fatty acids. The results obtained showed that the glycerin and
corn steep liquor did not affect the morphological structure of C. elegans,
however, statistically these sources influence the radial growth. The pH
influenced the production of biomass and lipids. Trial 4 (7.9 ml / L glycerol, and
0.2 g asparagine) and trial 4 (7.9 ml / L glycerol, 0.2 g asparagine and 6% corn
steep liquor) produced more biomass (1.7 g/ L) (2.5 g/ L) and total lipid (8.0%)
and (8.0%), respectively. The glycerin and corn steep liquor increased the
production of palmitic acid in 100 and 560 times the production of linoleic acid,
and reduced the concentration of oleic acid and gamma-linolenic acid.
Therefore, the agro-industrial waste (glycerine and corn steep liquor) showed
that may be sources of carbon and nitrogen in order to facilitate the production

of biotechnological inputs of high value-added and low cost.

Key - words: polyunsaturated fatty acids, oleaginousmicro-organisms, agro-
industrialwastes



1. INTRODUCAO

Oleos e gorduras sdo componentes essenciais para a dieta humana, os
quais desempenham diferentes papéis no organismo como reserva de energia,
de fosfolipidios e de esterdis. Estes contém acidos graxos essenciais que néo
sao produzidos pelos mamiferos precisam estar presentes na dieta, auxiliando
no transporte e absorgcao das vitaminas lipossoluveis A, D, E e K pelo intestino,
além de conferir sabor aos alimentos (BELITZ e GROSH, 1992).

Os acidos graxos (AG) sdo constituintes estruturais das membranas
celulares, realizam fungdes energéticas e de reservas metabdlicas, além de
participar da formagao dos hormdnios e sais biliares. Dentro da diversidade dos
AG, existem os nao essenciais, sintetizados pelo organismo, e 0os essenciais
que devem ser adicionados a dieta, os quais sdo denominados de acido gama
linolénico (w-3) e acido linoléico (w-6) (VALENZUELA, 2003).

O termo acido graxo poliinsaturado (AGPI) refere-se aos acidos graxos
cujas moléculas possuem duas ou mais duplas ligagdes. A denominagao w ou
n diferencia os acidos graxos em relacdo a posicdo da primeira dupla ligacao
contada a partir do carbono émega (grupamento metil no final da molécula)
(SANT’ANA, 2004). Assim, os acidos graxos essenciais das familias Omega 3
e Omega 6 possuem de dezoito a vinte e quatro atomos de carbonos, com
insaturagdes promovidas por enzimas denominadas desaturases e elongases
(KENNEDY,1993).

Uma dieta rica em acidos graxos insaturados (AGI) modifica o perfil
lipidico reduzindo os niveis plasmaticos das proteinas transportadoras dos
lipideos, destacando-se: “Very Low Density Lipoproteins” (VLDL); “Low Density
Lipoprotein” (LDL) e “High Density Lipoprotein” (HDL), estando associadas a
reducao do risco de aterosclerose e doengas coronarias (RIBEIRO e BURKET,
1989).

Estudos realizados por Colin et al., 2003 indicam que o decréscimo de
acidos graxos poliinsaturados no plasma, induzem ao aumento das incidéncias
de depressao. Baixa concentracdo de colesterol no plasma, contudo, pode
causar perturbacdes bioquimicas, como a ativacdo do sistema inflamatério,
resultando em aumento de citoquinonas pro-inflamatdrias e eicosanoides no

sangue.



As principais fontes dos acidos graxos n-3 sao os peixes, 6leo de peixe,
linhaca, nozes e as folhas verdes escuras. Acidos graxos n-3 de cadeia longa,
principalmente os acidos eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA)
(HARDMAN, 2004; SALA-VILA et al., 2008). Acidos graxos n-6 compde
principalmente os Oleos vegetais e sementes, como milho, girassol, soja, entre
outros. (HARDMAN, 2004; SANT'ANA, 2004).

Acidos graxos insaturados, como &cido gama-linolénico (AGL), acido
araquidénico (AA), acido eicosapentaendico (AEP) e acido docosahexaendico
(ADH) sao obtidos principalmente, a partir de 6leo de primula (Oenothera
biennis, O. lamarckiana) (WARD, 1995), 6leo de borragem (Borago officinalis)
(GOMEZ e OSSA, 2002), 6leo da semente de groselha preta (Ribes nigrum)
(GILL e VALIVETY, 1997), 6leos de linhaga e oliva (NUERNBERG et al., 2005).

A composicao de acidos graxos dos 6leos obtidos de fontes vegetais
pode variar dependendo das diferentes condi¢des de crescimento tais como
qualidade do solo, chuva, temperatura e outros fatores ambientais, causando
moderadas modificagbes nos niveis de AGL, que geralmente é encontrado
esterificado ao glicerol na forma de triacilglicerol (CARVALHO, 1994).

Estudos antropolégicos e nutricionais indicam que a dieta humana foi
alterada nos ultimos 10.000 anos com maiores mudangas durante os ultimos
150 anos (RIEDIGER et al., 2009). Com a industrializagdo e desenvolvimento
da tecnologia na extragao de oOleos vegetais, houve aumento das calorias a
partir das gorduras, principalmente do tipo saturadas e AGPI n-6
(SIMOPOULOS, 1999, 2006). O estudo evolutivo da dieta humana mostrou que
nossos ancestrais apresentava menor quantidade de gorduras saturadas e
uma ingestao balanceada de acidos graxos essenciais, com a razdo n-6: n-3 de
aproximadamente 1:1 (SIMOPOULOS, 2006).

Atualmente, a populagao ocidental ingere grandes quantidades de AGPI
n-6 e tem uma dieta deficiente em AGPI n-3, com a razdo n-6:n-3 de
aproximadamente 15:1, podendo chegar até 20:1 em alguns paises
(FUNAHASHI, 2008). Esta relagao pode levar a uma producédo desbalanceada
de eicosandides, o que tem sido associado ao desenvolvimento de inumeras
patologias inflamatérias (SIMOPOULOS, 2006; RIEDIGER et al., 2009).



Com o avango da biotecnologia industrial em todas as areas do
conhecimento, novas alternativas de producdo de moléculas de interesse
farmacéutico e nutricional enriquecendo alimentos tornando-os mais saudaveis
foram desenvolvidas e organismos como algas, bactérias, leveduras e fungos
filamentosos s&o utilizados. A producéo de 6leos microbianos vem contribuindo
muito para o entendimento dos mecanismos bioquimicos de producdo e
acumulagao de lipidios em células microbianas denominadas “single cell oil”
(HAAL e RATLEDGE, 1977; GILL et al., 1977; VEGA et al., 1988).

Dentre os micro-organismos testados, algumas espécies de leveduras e
de fungos filamentosos foram selecionadas e classificadas como espécies
oleaginosas. Dentre as leveduras, Apiotrichum curvatum, Candida sp. (HAAL e
RATLEDGE, 1977; VEGA et al., 1988) foram estudadas e otimizadas para a
producao de 6leos microbianos em biorreatores.

Pesquisas demonstraram que os fungos filamentosos possuem um
importante papel em uma gama de processos biotecnoldgicos, em particular,
por serem produtores de grande variedade de enzimas e metabdlitos como
antibidticos, acidos organicos, pigmentos e outros aditivos alimentares (JAY,
2000). Baseando-se neste conhecimento biotecnoldgico, diversos trabalhos
mencionaram modificagdes genéticas para esses microrganismos, afim de que
a producao de seus metabdlitos fosse otimizada, tornando-os definitivamente
viaveis a producado em escala industrial (IWASHITA, 2002).

No entanto, os fungos filamentosos da ordem Mucorales sdo os mais
intensamente estudados, para a produgdo de acidos graxos poliinsaturados,
principalmente, Mortierella alpina, M. elongata,M. isabelina (CHAUDHURI et al.,
1998; XIAN et al., 2003; ZHU et al., 2006), Cunninghamella echinulata (GEMA
et al., 2002; FAKAS et al., 2006), Mucor rouxii, M. circinelloides, Mucor hiemalis
(WYNN et al., 2001; SILVA et al., 2003; AHMED et al., 2006; JEENNOR et al.,
2006; CERTIK et al., 2006), foram aplicadas em diferentes parametros de
crescimento envolvendo meios de cultivo alternativos.

A comercializacdo de o6leos microbianos ricos em AGI teve como
pioneiros Japao e Inglaterra (CARVALHO, 1994). Algumas patentes foram
desenvolvidas utilizando fungos, como Pythium ultimum, Rhizopus arrhius,
Neurospora crassa, Aspergillus nidulans, Botrystis cinera e Mortierella alpina,

utilizando processos em sistema liquido onde estes micro-organismos foram



cultivados sob diferentes condicbes de estresse, nutrientes, pH, relacao C:N,
adicdo de ions de cobre, zinco e ferro e processos envolvendo producédo de
enzimas desaturases e sua caracterizagdo (HERBERT e KEITH, 1989;
O’BRIEN et al., 1993; BIJL et al., 2001).

Os residuos gerados pelas industrias quimicas e de alimentos,
apresentam uma grande complexidade fisica e quimica, o que dificulta seu
tratamento, podendo causar riscos ao meio ambiente onde sdo descartados
(URSIN, et al., 2006).

A reducdo da poluicdo ambiental e o aquecimento do planeta tém
estimulado o mercado mundial de combustiveis limpos intensificando, portanto,
a busca por combustiveis alternativos ao petréleo, como por exemplo, o
biodiesel (RIVALDI et al., 2007).

O principal subproduto gerado na produgado do biodiesel é o glicerol,
sendo que aproximadamente 10% do volume total de biodiesel produzido
correspondem a glicerol (RIVALDI et al., 2007). Em 2013, a adi¢do de biodiesel
ao combustivel de petréleo devera alcangar 5% do volume total de diesel
utilizado (ANP, 2007) acelerando assim, a produc¢ao de biodiesel no Brasil com
um excedente de 150 mil ton/ano de glicerina. A glicerina € uma matéria prima
de alto valor agregado e possui inumeras aplicagdes industriais, como aditivos
para a industria de alimentos, quimica e farmacéutica.

A utilizacdo de residuos industriais como a glicerina, em processos
biotecnologicos, tem sido uma alternativa para evitar problemas ambientais
derivados da acumulagao de glicerina, bem como a rentabilidade da produgéo
de biodiesel e, principalmente, a industrializacdo de cosméticos, farmacos e
produtos alimenticios (MCCOQY, 2006).

Por sua vez, a milhocina € um produto gerado durante o processo de
maceragdo do milho por via Umida. E considerada uma excelente fonte de
carbono e/ou nitrogénio para o0s micro-organismos por conter em sua
composi¢cao aminoacidos, vitaminas e sais minerais. A utilizacdo de fonte de
nitrogénio para o crescimento microbiano e produgao de metabdlitos torna-se
essencial, pois o nitrogénio esta intimamente relacionado ao metabolismo dos
micro-organismos (SILVEIRA, 2001).

Estudos relacionados a viabilidade econ6mica para a producédo de AGI

merecem mais atencdo, pois 0 emprego de subprodutos industriais como



substrato para o cultivo de fungos filamentosos pode diminuir os custos de
producdo e reduzir gastos de energia para a execucgao do processo (MCCOY,
2006). Neste sentido, foi investigado a produgdo dos acidos graxos
poliinsaturados —PUFAs por Cunninghamella elegans UCP 542 (Ordem
Mucorales), utilizando glicerina e milhocina como substratos alternativos em

meio de cultura, visando a minimizagao dos custos.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar a producdo de acidos graxos poliinsaturados-PUFAs por
Cunninghamella elegans UCP 542 em meios sintéticos para Mucorales e

modificado pela utilizagdo da glicerina e milhocina como substratos alternativos.

2.2ESPECIFICOS

e Acompanhar as fases de crescimento da linhagem de Cunninghamella
elegans UCP 542 no meio sintético para Mucorales sdlido e modificado
utiizando glicerina e milhocina com glicerina, como substratos

alternativos;

e Avaliar a produgédo dos acidos graxos poliinsaturados a partir dos meios
sintético para Mucorales, modificado utilizando glicerina e milhocina com

glicerina, como substratos alternativos;

e Avaliar a partir do meio selecionado a influéncia da concentracdo de
glicerina e milhocina, temperatura e pH na producéo do dos acidos graxos

poliinsaturados, empregando planejamento fracionario;

e Extrair, isolar e caracterizar acidos graxos poliinsaturados;

e Propor a formulagdo de um novo meio de produ¢cdo empregando glicerina

e milhocina como substratos alternativos de baixo custo.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Lipideos

O termo lipidio, tradicionalmente, tem sido usado para descrever
uma variedade de compostos naturais, incluindo os acidos graxos e
seus derivados, esteroides, terpenos, carotendides e acidos biliares, que
tém em comum a solubilidade em solventes orgénicos, tais como:

hexano, benzeno, cloroférmio ou metanol (CHRISTIE, 1982).

Muitos lipidios contém glicerol, que podem ser esterificados com uma,
duas ou trés moléculas de acidos graxos e formar, respectivamente,
monogliceridios, digliceridios ou trigliceridios. Os lipidios podem estar
combinados na natureza com outros compostos, tais como: proteinas,
aminoacidos ou polissacarideos. Geralmente os trigliceridios e seus acidos
graxos compreendem uma grande fragdo dos lipidios produzidos por
fungos. (KATES, 1982).

Os lipidios sao classificados como simples, quando s&o constituidos
por acidos graxos e alcodis; como componentes, quando sao constituidos
por outros grupos na molécula, além de acidos graxos e alcoois os lipidios
derivados sao as substancias obtidas por hidrélise dos lipidios simples e
compostos (BOBBIO, 1992). Os acidos graxos podem estar ligados ao
glicerol, bases de cadeias longas esfingolipidios, acidos fosféricos
(fosfolipidios), acucares ou outros componentes, considerados mais
complexos (CHRISTTE, 1982).

Os lipidios constituem o material de reserva em animais, plantas e
micro-organismos, sendo que, no caso dos eucariontes, os triglicerideos séo
0s principais responsaveis por este papel. Sdo também constituintes da
membrana celular, como os fosfolipidios, participando dos processos
fotossintéticos e também, de outros processos geradores de energia
(RATLEDGE, WILKINSON, 1988).

As vias de biossintese de lipidios em micro-organismos sédo equivalentes
aquelas encontradas em animais e plantas, os micro-organismos realizam a

sintese de seus compostos celulares com grande velocidade e



consequentemente respondem a mudangas ambientais da mesma forma
(RATLEDGE, WTLKINISON, 1988).

Nos micro-organismos, os lipidios sao sintetizados durante a fase de
crescimento como parte de seu processo metabdlico e como reserva de
carbono. A composicdo, qualidade e quantidade de lipidios variam de
espécie para espécie de acordo com as condi¢gdes de cultivo, disponibilidade
de nutrientes e com o estagio de crescimento (RATLEDGE, WTLKINISON,
1988).

Estes compostos possuem fungdes imprescindiveis para o bom
funcionamento do organismo tais como cofatores enzimaticos, transportadores
de elétrons, ancoras hidrofébicas, agentes emulsificantes, hormdnios e
mensageiros intracelulares. Na dieta humana, os lipidios sdo responsaveis por
liberarem a maior parte da energia necessaria para a manutengdo das vias
metabdlicas (cerca de 9 kcal/g), fornecendo duas vezes mais energia que
outras fontes como carboidratos e proteinas. Outras fungdes atribuidas aos
lipidios sdo: vitaminas lipossoluveis A, D, E e K; mediadores celulares como
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanas; isolamento térmico de animais e

o de conferir sabores diversos aos alimentos (OYAMA et al., 2001).

Porém, diversas complicacbes na saude humana sao atribuidas ao
consumo exagerado de lipidios que vem ocorrendo nas ultimas cinco décadas,
como resultado da mudancga dos habitos alimentares da populacao, elevando
assim a incidéncia de acidentes coronarios, acidentes vasculares cerebrais,
aumento do colesterol LDL e de algumas formas de céancer (VALSTA et al.,
2005).

3.1.1 Metodologias para Extracao de Lipideos

Um meétodo classico de extracdo de lipidios € o método de Soxhle (1879)
que utiliza hexano como solvente. Este método tem como desvantagem
prolongado tempo de exposicédo ao calor, que pode causar degradacéo térmica
e devido ao grande volume de solvente utilizado. Outros métodos de extragao,
conhecidos como métodos de extragdo a frio quando comparados ao método



de Soxhlet (1879), envolvem a utilizagdo de ao menos dois tipos de solventes
(FOLCH et al., 1957; BLIGH, DYER, 1959; HARA, RADIN, 1978).

O meétodo descrito por Hara e Radin (1978), utilizando n-hexano —
isopropanol — agua, foi analisado para a extragdo de lipidios de amostras de
vegetal e animal, sendo que otimizagdes do mesmo podem torna-lo aplicavel
para a extracdo de lipidios, substituindo os solventes altamente téxicos. Os
dois métodos, o de Folch et al., (1957) e o de Bligh e Dyer (1959) utilizam
cloroformio e metanol para a extragdo de lipidios em amostras vegetal e
animal, porém em proporcdes diferentes. Apesar da toxidez destes solventes,
tais métodos tém sido os mais utilizados em trabalhos envolvendo extracdo da
fracdo lipidica de micro-organismos. Isso devido ao alto teor de lipidios extraido
da biomassa e pela capacidade que os sistemas testados apresentaram em
extrair eficientemente os lipidios polares de membranas celulares
(STREDANSKY et al., 2000; SOMASHEKAR et al., 2002; JANG et al., 2005).

O processo de extragdo, na obtencdo de lipidios de micro-organismos, &
uma etapa importante que deve ser completa e sem o aparecimento de acidos
graxos livres durante o processo. Os micro-organismos possuem uma grande
quantidade de acidos graxos livres na porgao lipidica, e estes materiais sdo
extremamente téxicos e sua presencga indica que lipases e fosfatases estédo
ativas. A extragdo de lipidios de micro-organismos exige a ruptura celular que
pode ser realizada através de processos quimicos, fisicos ou bioquimicos. Um
fator determinante que deve ser levado em consideracdo no processo de
extragado € a escolha dos solventes. Na maioria dos casos é usada uma mistura

de solventes visando maior eficiéncia de extragao.

Uma extracao efetiva dos lipidios da biomassa é realizada com células
fisiologicamente ativas, pois células cultivadas ha muitos dias ou que estejam
na fase estacionaria de crescimento podem se degenerar, pois neste estado
pode ocorrer autblise parcial de lipidios e de outros constituintes celulares.
Quando proteinas ou carboidratos sdo utilizados ou degradados o conteudo
lipidico celular aumenta. Pela mesma razao, as células para analise ndo devem
esperar muito tempo apos serem separadas. Poucas horas na temperatura

ambiente podem provocar mudangas na composi¢ao dos lipidios das células,
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como também, amostras deixadas sob refrigeracdo por doze horas podem

apresentar mudancas significativas na composigao celular (CHRISTIE, 1982).

Durante a etapa de extragdo deve ser levado em consideragao alguns
fatores importantes para a manutencdo da estrutura quimica dos lipidios
extraidos, de modo que haja uma eficiéncia no aproveitamento dos lipidios
analisados. Um dos pontos a se destacar € a presenca de insaturacbes na
cadeia de carbono. Quanto maior for o numero de insaturagées maior sera a
probabilidade de ocorrer peroxidacdes, reacdes estas que uma vez iniciadas
sdo autocataliticas Neste caso os solventes deverédo ser destilados antes de
sua utilizacdo e neles adicionados substancias antioxidantes e o processo de
extragdo deve ser realizado em atmosfera de nitrogénio, para prevenir tais
reacdes (CHRISTIE, 1982).

3.2 Acidos graxos

Os acidos graxos correspondem a uma cadeia carbdnica apolar e um
grupo carboxila polar, sendo representados pela férmula geral RCOOH. Podem
possuir de 4 a 36 atomos de carbonos e nenhuma ramificagdo. Os mais
comumente encontrados sao os que apresentam 16 e 18 atomos de carbonos.
Na natureza, os acidos graxos sdo encontrados na forma saturada constituida
apenas de ligagcbes simples e cadeias planas, ou nas formas insaturadas
constituidas por uma ou mais dupla ligagdes podendo apresentar uma curva
em sua cadeia carbonica. As ligagbes duplas sdo sempre separadas por um
grupo metileno (-CH=CH-CH2-CH=CH-) e possuem um sistema de
classificagao simplificado indicando o numero de atomos de carbonos, numero
de ligagbes duplas e a localizacdo das mesmas (Tabela 1) (NELSON, COX,
2011).

A presencga de acidos graxos saturados e insaturados na membrana
citoplasmatica dos organismos tem fundamental importadncia quanto a
determinacdo da fluidez, para compostos presentes na regido externa a

membrana, contudo, adaptando-se ao meio circundante.
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Tabela 1. Exemplos de acidos graxos insaturados de cadeia linear

Nome Sistematico Nomenclatura usual Abreviagcao
Acido cis-hexadec-9-endico Acido palmitoléico 16:1 (w7)
Acido cis-octadec-9-enoico Acido Oléico 18:1 (w9)
Acido 9,12 — octadecatriendico Acido linoleico 18:2 (w6)
Acido 9,12,15 — octadecatriendico Acido alfa-linoléico 18:3 (w3)
Acido 6,9,12 — octadecatriendico ~ Acido gama linolénico 18:3 (w6)
Acido 8,11,14- icosatriendico Acido homo-gama-linolénico 20:3 (w6)
Acido 5,8,11,14- icosatetraendico Acido araquidénico 20:4 (w6)

Fonte: NELSON e COX, 2011.

Os acidos graxos poliinsaturados sdo aqueles que possuem mais de
uma dupla ligagdo e estdo subdivididos em familias de acordo com sua
derivacao biosintética (CHRISTIE, 1982; NELSON e COX, 2011).

Os acidos graxos (AG) sdo constituintes estruturais das membranas
celulares, cumprem fungdes energéticas e de reservas metabdlicas, além de
formarem hormdnios e sais biliares (VALENZUELA, e NIETO, 2003).

Dentro da diversidade dos AG, existem aqueles que o organismo tem
capacidade de sintese, porém outros ndo. Esses AG cuja biossintese é
inadequada sdo denominados acidos graxos essenciais (AGE): acido linolénico
(w-3) e acido linoléico (w-6). Para suprir a demanda organica, os mesmos
devem estar em quantidades suficientes na alimentacdo. Varios estudos
apontam que sua utilizacdo traz beneficios para a saude humana, prevenindo
enfermidades cardiovasculares, cancer de colon, doengas imunoldgicas e
favorecendo o desenvolvimento cerebral e da retina (GONZALES, 2002).

O w-6 e o w-3 sdo considerados precursores dos acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (AGPICL): Acido araquidénico (AA), acido
eicosapentaenoico (EPA), e acido docosahexaenadico (DHA).

O &cido araquidénico (série w-6) tem grande importancia nos primeiros
meses de vida, sendo constituinte de estruturas celulares e precursores de
mediadores inflamatérios (GONZALES, 2002).
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O DHA (série w-3) é considerado o AGPICL mais importante no
desenvolvimento neonatal e juntamente com o AA sdo os principais
componentes dos AG cerebrais. Nos ultimos anos, diversos estudos tém
investigado a importancia dos AGPICL na alimentagdo do recém-nascido para
obter o maximo potencial de desenvolvimento neuroldgico. Portanto, eles séo
considerados nutrientes fundamentais para o perfeito desenvolvimento cerebral
e visual do bebé antes e apos o nascimento (GURR, 1992).

Os acidos graxos essenciais sdo componentes estruturais importantes
de todas as membranas, tanto revestindo uma célula quanto no seu interior. A
composicao lipidica da dieta e 0 adequado consumo de acidos graxos do tipo
cis estao diretamente relacionados a composicdo da membrana celular, uma
vez que esses acidos atuam como elementos de comunicagao entre as células,
sendo precursores de certas prostaglandinas (PGE), além de controlarem o
nivel de colesterol e favorecerem a permeabilidade da pele. (GURR, 1992).

Os acidos graxos insaturados s&o encontrados, como ja assinalamos,
em grande percentual nos 6leos e gorduras de certas sementes e algumas
gorduras animais. O nome vitamina F foi aplicado a uma mistura de acidos
graxos nao-saturados, incluindo o linoléico, o linolénico e o araquiddnico,
considerados essenciais para o rato e apenas o acido linolénico para o homem
(GURR, 1992).

Os acidos graxos, principalmente na forma de fosfolipidios, s&o
encontrados entre os varios elementos que compdem as células do sistema
imunoldgico, apresentando os linfécitos e macrofagos alto teor de acido
araquidénico (W-6). Este &acido, presente na membrana celular, apos
estimulagao por mitdgenos, linfocinas e antigenos, atua sobre diversas fases
da resposta imunoldgicas através da produgdo de prostaglandinas e
leucotrienos, que atuam como potentes mediadores inflamatérios (GURR,
1992).

Os mondécitos e os macréfagos produzem PGE-2, que aumenta apos
traumatismos, queimaduras, cancer, salientando-se que dietas ricas em acido
araquiddnico, acarretam seu aumento nas células do sistema imunoldgico, o
que resulta em aumento imunossupressor. O emprego de dietas ricas em acido
graxo W-3 em pequena quantidade altera a composi¢cao de acidos graxos nas

células do sistema imunoldgico, o que reduz a produgao de eicosanodides W-6.



13

Sabe-se que a eficiéncia depende em parte do equilibrio entre producédo de
substancias eicosandides derivadas do W-6 e dos W-3, sendo que estes
inibbem as enzimas envolvidas no metabolismo do acido araquidénico e
eicosanodides W-6 (GURR, 1992).

3.2.1 Metodologias para Identificacio dos Acidos Graxos

A composicao de acidos graxos € mais comumente determinada através
de andlises por cromatografia gasosa, a qual requer modificagbes dos acidos
graxos através de derivagéo quimica, convertendo-os moléculas mais volateis,
os ésteres metilicos de acidos graxos, também designados de forma abreviada
por FAMES, do inglés Fatty Acid Methyl Esters (CHIRISTIE, 1982; EMBLEY,
WAIT 1994).

A analise direta dos acidos graxos pode ser realizada através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, e a confirrmagao das estruturas através
de procedimentos espectroscopicos e de degradagcdo quimica (CHRISTIE,
1982).

Deste modo, os acidos graxos essenciais insaturados na forma cis tém
efeito protetor quando disponiveis em concentragdes normais no organismo
(GURR, 1992).

Para Arts, Ackman e Holub (2001), os acidos graxos estdo ligados a
chave dos processos fisioldégicos e bioquimicos, sendo dessa forma, parte
integral do funcionamento proprio dos ecossistemas. Os organismos aquaticos
tém sido e continuam a ser nossa fonte primaria e existe uma crescente
evidéncia de que os acidos graxos essenciais sejam uma potente base do
processo evolutivo, estando, desta forma, ligados diretamente a compleicao

organica, e indiretamente, com a genética.

3.3 Acido gama-linolénico (6mega 6)

O acido gama-linolénico (GLA) é um acido graxo essencial 6mega-6
encontrado primariamente em O6leos vegetais com destaque para a primula
nome da planta da espécie Oenothera biennis, nativa da América do Norte,

atinge em torno de 1 metro de altura e produz flores amarelas. (Figura 1).
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Figura 1. Flor de Primula Oenothera biennis
Fonte: wikipedia

O odleo de primula vem sendo estudado para tratar de diversos
problemas de saude, entre eles destaca-se seu uso para aliviar os sintomas da
tensdo pré-menstrual (TPM) nas mulheres apesar de que a maioria dos
estudos ndo comprova a eficiéncia do 6leo de primula no alivio dos sintomas
da TPM.

Outras indicagbes para seu uso (via oral) incluem casos de eczema e
outras irritacdes da pele, sendo que diversos estudos comprovam a eficiéncia
do 6leo de primula nessas situagdes. E vendido como um suplemento dietético
para tratar problemas com inflamacdes e doencas auto-imunes. A eficacia de
tal uso é discutida. No século XVII, ela foi introduzida na Europa e veio a se

tornar um medicamento popular, recebendo o nome de "cura tudo do rei".

Em 1919, HEIDUSCHKA e LUFT extrairam o éleo de sementes de

primula e descreveram um incomum acido linolénico.

No entanto, existem diversas fontes onde o 6mega 6 € encontrado tais

como:

e Aves de capoeira;

« Abacate;
e Ovos;

e Leite;

e Lula;

o Peixes de agua quente;

o Cereais;
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e Assados;

e Nozes;

e A maioria dos 6leos vegetais;
« Oleo de borragem;

« Oleo de semente de groselha;
« Oleo de linhaca;

« Oleo de canhamo;

« Oleo de soja;

« Oleo de algodao;

« Oleo de semente de girassol;
« Oleo de milho;

« Oleo de acafro;

« Sementes de abdbora;

e Micro-organismos;

o Algas.

A composigao de acidos graxos dos o6leos obtidos de fontes vegetais
pode variar dependendo das diferentes condicbes de crescimento tais como
qualidade do solo, chuva, temperatura e outros fatores ambientais fazendo com
que ocorram moderadas modificagcbes de niveis de acido gama linolénico
(CARVALHO, 1994).

Na literatura em fisiologia, GLA ¢é designado como 18:3(w-6) e
quimicamente, GLA é um acido carboxilico com uma cadeia de 18 carbonos e
trés ligacdes duplas cis; a primeira ligagcado dupla é localizada no sexto carbono

a contar da terminagdo émega C4gH300; (Figura 2).

' T

Figura 2. Estrutura molecular do Acido gama-linolénico

-'.:|_.
—
Fa

Fonte: wikipedia
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E também chamado de acido gama linolénico. E um isémero do &cido
alfa-linolénico, o qual é o acido graxo émega 3 encontrado na semente de
linho. Embora haja formas alfa- e gama- de acido linolénico, ndo ha forma beta.
Uma foi identificada, mas foi excluida por ser um resultado do processo
analitico original (SILVA, 1996). O acido linoléico da serie &mega 6 e acido a
linolénico da serie Omega 3 quando ingeridos na dieta sdo metabolizados por
uma série de enzimas desaturases (introdugdo de uma dupla ligagéo) e
elongases (introducdo de dois atomos de carbono), originando diversos
metabdlitos como (Tabela 2). O acido gama linolénico € um metabolito do acido
linoléico e o primeiro intermediario na conversdao do acido araquidénico
(CARVALHO, 1994).

O processo de conversdao endogeno do acido linoleico facilmente
encontrado em 6leos vegetais, como agafrdao, milho e soja para acido gama
linolénico pela 6-desaturase parece ser uma etapa essencial a obtencao deste
composto. Entretanto a taxa de conversao € relativamente baixa em humanos
ja que a enzima m-desaturase € facilmente inibida frente a diferentes fatores
(SILVA, 1996).

Tabela 2. Metabolismo de acidos graxos 6mega 3 e dmega 6

Familia 6mega 6 Enzimas Familia 6mega 3
Linoléico (18:2) a-linoléico (18:3)
| A6-dessaturase !
y — linolénico 9 (18:3) Octadecatriendico (18:4)
l Elongase l
Dihomo- y-linolénico(20:3) Eioctadecatriendico (20:4)
l A5-dessaturase l
Araquiddnico(20:4) Eioctadecatriendico (20:5)
l Elongase l
Adrenico (22:4) Docosapentaendico(22:5)
l A4-dessaturase l
Docosapentaendico(22:5) Docosapentaendico(22:6)

Fonte: CARVALHO, 1994



17

O corpo humano produz GLA do acido linoléico. Esta reacdao é
catalisada por A6-dessaturase (D6D), uma enzima que permite a criagdo de
ligagcbes duplas sobre o 6° carbono contando-se do grupo carboxila terminal.
Acido linoleico é suficientemente consumido na maioria das dietas, de fontes

abundantes tal como dleos de frituras e carnes (SILVA, 1996).

De acordo com HORROBIN, 1992 a gordura do leite humano, a maior
fonte de acido gama linolénico animal contém em média 100-400 mg/l de acido
gama linolénico. Enquanto que a gordura bruta de vaca, porco e galinha
contém; 60,4; 20,9 e 77,6 mg respectivamente. Em geral, as fontes alimentares
convencionais que poderiam suprir este acido graxo via direta apresentam

escasso conteudo de acido gama-linolénico.

Entretanto, uma falta de GLA pode ocorrer quando ha a reducédo da
eficiéncia da conversdo de D6D (por exemplo, porque pessoas crescem
quando mais velhas ou quando houver deficiéncias dietéticas especificas) ou
nos estados de doengas onde ha um consumo excessivo de metabdlitos de
GLA (CARVALHO, 1994).

3.3.1 Importancia Médica do Acido Graxo gama linolénico-GLA

O acido gama linolénico-GLA é um acido graxo essencial, possuindo
varias fungdes importantes, dentre elas, a formagdo de prostaglandina E1
(Figura 3.).

HO 6|.|

Figura 3. Estrutura quimica de uma prostaglandina E1 (PGE1).

Fonte: GONZALEZ, 2003
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Uma prostaglandina € qualquer membro do grupo de componentes dos
lipideos que sdo derivados enzimaticamente dos acidos graxos e tém
importantes fun¢gdes no organismo de um animal. Toda prostaglandina contém
20 atomos de carbono, incluindo um anel de 5 carbonos. Elas sdo mediadoras
e possuem uma série de fortes efeitos fisiolégicos, embora tecnicamente sejam
horménios, elas raramente s&o classificadas como tais (BELLENGER-
GERMAIN, 2002). As prostaglandinas causam uma maior permeabilidade
capilar, atraindo células como macrofagos especializadas na fagocitose de
restos celulares resultantes durante o processo inflamatério. Sao substancias
que agem como hormdnios locais, sdo acidos graxos produzidos por quase
todas as células do corpo (GONZALEZ, 2003).

Sua agao varia de acordo com a célula alvo, sendo sua vida util muito
curta. Sua sintese e liberagdo no endométrio feminino sdo regulados pelo
estrégeno que estimula a sintese de prostaglandina e progesterona que inibe a
liberacdo de prostaglandinas. Na gravidez o excesso de estrégeno, aumenta a
concentragédo de prostaglandinas provocando a contragdo do endométrio e por

consequéncia a expulsao do feto (SILVA, 1996).

O GLA tem recebido consideravel atencao nos ultimos anos devido aos
efeitos benéficos relatados no tratamento e prevencdo de doencas
cardiovasculares (HORNYCH et al., 2002), diabetes (SURESH, 2003), eczema
atopico (GOOL et al., 2003), alcoolismo (MEEHAN et al., 1995), sindrome pré-
menstrual (GIRMAN et al.,, 2003), tratamento da hipertensdo e agente
antitumoral (BAKSHI et al., 2003). Para este acido também foi relatada acao
hipocolesterolémica, sendo capaz de diminuir os niveis de VLDL (lipoproteina
de muito baixa densidade) e LDL (lipoproteina de baixa densidade) colesterol
(FUKUSHIMA et al., 1996).

O GLA reduz a perda de agua através da pele e aumenta a tolerancia a
exposicdo dos raios ultra-violeta. E encontrado em quantidades pequenas,
porém importantes, no leite materno. O fato constitui mais um argumento a
favor do aleitamento materno, sabendo-se, além disso, que a restricdo da
ingestdo de gorduras para criangas pode reduzir o crescimento e a acuidade

visual e limitar o desenvolvimento mental (CARVALHO, 1994).
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Os acidos 6mega 6 ajudam a manter os ossos fortes e saudaveis no
nosso corpo. Quando o nosso corpo € deficiente em dmega 6, esta falta pode
resultar numa perda 6ssea e uma condicdo de saude conhecida como
osteoporose. Além disso, 0s ossos precisam de calcio para se manterem fortes
e manterem a sua densidade. A deficiéncia de acidos graxos essenciais, nos
seres humanos, resulta em condi¢gdes anormais da pele, tais como dermatites,
escamagdes e ressecamentos; reducado na regeneragao dos tecidos e aumento

da suscetibilidade a infecgbes.

A versdo de KRIS-ETHERTON et al., 1998 descreve trabalhos de
diversos pesquisadores sobre o efeito dos niveis de lipideos no plasma,
variando as quantidades de acidos graxos saturados, acidos graxos
monoinsaturados, acidos graxos da série 6mega 6 e colesterol nas dietas. Os
mecanismos propostos pelos tais acidos d&mega 6 diminuiram e acidos graxos
saturados aumentaram o colesterol total do plasma e estdo apresentados na
tabela 3.

Tabela 3. Mecanismos propostos para efeitos dos acidos graxos émega 6 e

acidos graxos saturados nos niveis dos lipideos plasmaticos.

Acidos graxos Omega 6
- aumentaram os esterdis fecais e a excregao de sais biliares
- Induzem troca na composigao de LDL e outras lipoproteinas

- diminuem VLDL hepatico e sintese de HDL

Acidos graxos saturados

- diminuem a sintese hepatica e a atividade de LDL receptor

Acidos graxos saturados e colesterol
- Diminuem a sintese hepatica e a atividade LDL receptor

- Induzem trocas na composi¢ao de VLDL e HDL

Fonte: KRIS-ETHERTON et al., 1998
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A presenga dos acidos graxos das serie dGmega no corpo humano em
especial nos tecidos em desenvolvimento € dependente da quantidade e do
tipo de lipideos da dieta, da atividade das enzimas desnaturases responsaveis
pela sintese dos metabdlitos e ao processo de oxidagao e acilagdo do 18:3
Omega 3 e 18:3 6mega 6 (CARVALHO, 1994).

MIKAHAILIDJS et al.,, 1986 apud SILVA 1996 relataram o efeito de
inibicdo da agregacao plaquetaria e aumento da producédo de PGE1 pela
administragdo direta de acido gama linolénico em individuos saudaveis
comparados a individuos diabéticos. Nestes, houve reducado do nivel de PGE1
originada das plaquetas, devido a hiperatividade plaquetaria detectada em

individuos diabéticos dependentes de insulina.

Sugano 1986 apud Carvalho 1994 compararam a eficacia dos acidos
graxos essenciais em reduzir o nivel de colesterol plasmatico de ratos. Os ratos
foram testados com éleo de primula (contendo 72% de acido linoleico e 9% de
acido gama linolénico), oleo de acafrao (contendo 75% de acido linoleico) e
6leo de soja (contendo 54% de &cido linoleico e 10% de acido alfa linolénico
com dieta rica em colesterol. Os resultados demonstraram que a nivel de
colesterol sérico dos grupos que receberam Oleo de primula era

consideravelmente menor que os demais grupos.

Schalin-Karrila et al., 1987 apud Silva, 1996 utilizaram o 6leo de primula
(45 mg de acido gama-linolénico na capsula de “Efamol” ) em pacientes com
eczema atopico observando a alteracdo do quadro clinico, a composi¢céo de
acidos graxos dos fosfolipideos do plasma e o nivel de eicosandides
circulantes. Apdés 12 semanas de tratamento, com a ingestdo de 4 capsulas
diarias, foi observado uma significativa redugdo na severidade e grau de
inflamacao, ressecamento da pele e coceira observados em pacientes
eczematosos tratados com “Efamol” quando comparado ao grupo placebo. O
tratamento causou elevacéo no nivel de acido gama linolénico nos fosfolipideos

do plasma.
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A partir da década de 1970, pelos estudos de DYERBERG et al.,1975,
os AGPI despertaram interesse, pois revelaram que populagbes que ingerem
dietas ricas em peixes tém baixa incidéncia de doencas cardiacas coronarianas

e infarto do miocardio.

Desde entdo, inumeros estudos in vivo e in vitro tem mostrado que o
AGPI n-3 estdo envolvidos na reducdo da inflamagdo e participam na
prevencgao de certas doengas cronicas, como doengas cardiovasculares, artrite
reumatoide, colites ulcerativas e desordens de pele. (CHENE et al., 2007;
SANKARAN et al., 2007; FUNAHASHI; 2008, SALA-VILA et al., 2008). Além
dos beneficios na prevencdo e no desenvolvimento do cancer (CHENE et al.,
2007; TROMBETTA et al., 2007; NAGAO e YANAGITA, 2008; TANAKA et al.,
2008). Estes achados levaram aos profissionais de saude a encorajar a

populagdo em geral a aumentar o consumo de n-3 (RIEDIGER et al., 2009).

Muitos estudos in vitro e in vivo sugerem que 0s acidos graxos n-3
podem reduzir a geragao de prostaglandinas, derivadas do acido araquiddnico,
e outros mediadores, seguido de estimulo inflamatério (CHENE et al., 2007
REN e CHUNG, 2007; CHAPKIN, et al., 2008; MASSARO et al., 2008).

Pesquisas evidenciam que acidos graxos podem alterar a transcricdo de
genes especificos. Alguns dos efeitos transcricionais dos AGPI parecem ser
mediados pelos eicosandides, porém outras vias independentes também
podem ser utilizadas (CALDER, 2006; SIMOPOULOS, 2006).

Sugere-se que a presenga de altas concentragbes de AGPI n-3 ou
mudangas na razao entre n-3, podem modular a expressdao de genes
envolvidos no processo inflamatorio. Isto ocorre através de ac¢des diretas em
vias de sinalizagdo, na ativacao de um ou mais fatores de transcricdo, como
fator nuclear kappa B (NFkB) e receptores ativados pela proliferagdo de
peroxissomos (PPARs) (NASROLLAHZADEH, 2008; WEAVER, 2009).

Os mecanismos que tentam explicar, em parte, os efeitos
antiinflamatoérios do EPA e DHA, estdo relacionados com a diminuicao da

expressao de varios genes, incluindo NFkB, citocinas pro-inflamatérias e genes
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envolvidos na sintese de eicosandides, como a enzima ciclooxigenase 2 (COX-
2) (BOUWENS, 2009; CHAPKIN, 2009).

Estudos demonstraram que acidos graxos poliinsaturados e certos
produtos de sua oxidagéo, sdo capazes de se ligar e ativar os receptores pela
proliferagcdo de peroxissomos (PPARs), que sdo receptores nucleares que
regulam a expressao de genes alvos, relacionados com o metabolismo lipidico,
homeostase da glicose nos processos inflamatérios (CHENE et al., 2007).
Estudos in vitro e in vivo evidenciaram que os ligantes destes receptores
podem ser efetivos na reducdo do crescimento e invasividade em varias
linhagens celulares tumorais (NASROLLAHZADEH, 2008).

Apesar de aparentemente nao haver especificidade entre os AGPI,
sugere-se que estes receptores nucleares podem contribuir com as
propriedades anticancerigenas atribuidas ao DHA em conjunto com outros

mecanismos mediados por ele (SIDDIQUI et al., 2008).

Tem sido demonstrado que o acido a-linolénico (ALA), EPA ou DHA
reduzem a expressao génica do fator de necrose tumoral (TNFa) e interleucina
(IL-18) em condrécitos bovinos. Similarmente, camundongos suplementados
com Oleo de peixe apresentam diminuicdo na quantidade de mRNA de
inumeras citocinas inflamatérias, incluindo IL-1j3, IL-6, and TNFa nos rins, bago
e macréfagos peritoneais. Experimentos em humanos saudaveis com dieta
controlada e suplementados com o6leo de peixe EPA (775 mg EPA/dia)
sugerem que alteragdes nas razdes de AGPI n-6 e n-3 provavelmente
influenciam nas respostas inflamatoérias. Esta capacidade deve-se em parte
pela capacidade destes acidos graxos ou de seus metabdlitos regularem a
expressao de genes relacionados com a transdugdao de sinal que possam

bloquear a expressao de citocinas em nivel transcricional (WEAVER, 2009).
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3.4 Acidos graxos poliinsaturados em micro-organismos

Micro-organismos com grande potencial para o acumulo de lipideos sao
algas, leveduras e fungos filamentosos (CARVALHO, 1994). Em 1982,
Ratledge relatou o potencial comercial destes micro-organismos, assim como o

conteudo dos lipideos e acidos graxos.

As leveduras e fungos sdo os mais estudados devido a sua habilidade
em produzir lipideos em condi¢des de laboratério. Algumas espécies de
levedura sao capazes de produzir 30 a 70% de lipideos, como por exemplo, a
Lipomyces (CARVALHO, 1994). Apesar da contribuicdo dos micro-organismos
para a industria de éleo ser praticamente negligenciada, existem varias razées

em seu favor, como descrito por Wellbaum (2006):

- Os 6leos microbianos tém a vantagem de possuir somente acidos graxos
poliinsaturados, diferentemente dos o6leos de plantas e de animais que
possuem além dos insaturados, os acidos graxos saturados.

- Acidos graxos poliinsaturados microbianos s&o os tipos de 6leos com maior
valor comercial, preferiveis ao 6leo de soja, girassol dentre outros de menor
qualidade.

- Suas taxas de crescimento extremamente altas e em uma variedade enorme
de substratos permitem a utilizagcdo de matérias primas baratas ou mesmo a
custo zero na formulacdo de meios de cultura.

- A produgado de d6leo pode ser feita ao longo do ano inteiro, pois ndo ha
dependéncia sazonal ou climatica.

- As fontes microbianas podem suprir acidos graxos poliinsaturados de alto
grau de pureza e com qualidade controlada.

- A manipulagdo de genes para a otimizagdo da produgdo, bem como os
mutantes sado de controle e monitoramento bem mais facil do que os
organismos mais complexos, como plantas e animais dispostos no ambiente.

- Além disso, os micro-organismos podem usar glicerina como fonte de carbono
para produzir proteinas, vitaminas, antioxidantes, com auséncia de elementos
traco, e outros contaminantes, portanto, pode ainda, ser usados como macro e
micronutrientes, tanto no processo de produg¢do, como na formulagdo de algum

produto final com fins farmacéuticos e/ou alimenticios.
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A producao industrial a partir de micro-organismos tem vantagem sobre
outras fontes de Oleos, pois ndo necessita de grandes extensbes de terra
agriculturaveis e de enormes quantidades de agua. As instalagdes poderiam
estar dispostas em qualquer area com dimensdes modestas, mesmo para
produzir grandes quantidades de 6leo, sem prejudicar o habitat natural e ou
causar algum impacto ambiental. Entretanto, para que esse tipo de produgéo
possa ser economicamente viavel, deve-se identificar um 6leo ou éleos, que
nao sejam extraidos de plantas e que tenham alto valor comercial, para que
possa cobrir os custos de sua produgdao (WELLBAUM, 2006). O estudo de
micro-organismos para a produgao de lipidios € alternativa para a substituicao
de fontes convencionais de 6leos e gorduras. Uma vez que estes lipidios
apresentam composicdo semelhante aos O6leos vegetais, poderiam ser
empregados para fins alimentares, combustiveis alternativos, bem como na
producdo de compostos especificos de wuso limitado, como produtos
farmacéuticos (CELLIGOI, 1993).

O acido gama linolénico (dmega 6) é encontrado em bactérias por
exemplo a Spirulina, assim chamada por causa de sua forma espiral, que
pertence a familia de cianobactérias ou azul-esverdeada. Existem cerca de 1
500 espécies de algas e 36 espécies sao comestiveis (COHEN, et al., 1993).
As principais espécies atualmente disponiveis no mercado € a Spirulina

platensis é cultivado principalmente na Califérnia e Havai. (Figura 4.).

Figura 4. Spirulina platensis

Fonte: Wikipedia
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No comércio, Spirulina € sob a forma de um azul-verde em po

desidratado (Figura 5.).
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Figura 5. Spirulina sob a forma de p6 desidratado

Fonte: wikipedia

Spirulina contém uma grande riqueza de nutrientes em um volume muito
pequeno. Alguns dos principais. E o seu conteudo pode variar dependendo da
sua origem. Spirulina contém acido gama-linolénico, uma substancia que
pertence a familia do é6mega-6. Ele contém uma quantidade significativa de
acido gama-linolénico (de 40 mg a 50 mg / 5 g) (COHEN, Z. et al., 1993).

Os fungos sao organismos muito versateis no que diz respeito as
condi¢cbes ambientais, entre os produtores de acidos graxos, destacam-se os
Zygomycetes, considerando o rapido crescimento e a habilidade de utilizar
diferentes substratos, demonstrando alto potencial biotecnolégico na produgéo
de moléculas de alto valor agregado. Contudo, suas atividades metabdlicas
podem ser alteradas em resposta a variagdes das condicdes fisicas e quimicas
de um ambiente (AINSWORTH, 1973; ALEXOPOULOS et al., 1996; BAIJAL e
MEHRETRA, 1980; CARLILE e WATKINSON, 1996; GARRAWAY e EVANS,
1984; GRIFFIN, 1994; DOMSCH et al., 1980).

Na sintese de acidos graxos por fungos atuam fatores ambientais, como
fontes de carbono e nitrogénio, temperatura e pH. Estes fatores quando
controlados podem acarretar maior acréscimo desses compostos na biomassa

fungica.
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Os lipideos ocorrem em fungos como constituintes da parede celular,
material de reserva e em alguns casos como compostos extracelulares. A
proporcao de lipideos de membrana e material de reserva e os tipos de lipideos
encontrados em fungos sdo determinados pelas condigdes de crescimento e

fase de desenvolvimento.

Segundo Ratledge (1996), as principais classes de micro-organismos
utilizados para a produgdo de lipidios, considerados micro-organismos
oleaginosos, s&o as leveduras e os fungos filamentosos; estes podem produzir
até 40% de sua biomassa em lipidios. Em seus estudos, SHAW, 1965 analisou
acidos graxos de 31 espécies de fungos, pertencentes as classes Oomycetes,
Zigomycetes, Ascomicetos e Basidiomicetos e detectou a presenca do acido
gama linGlenico, somente nos representantes da ordem Mucorales apresentou

maior quantidade deste acido graxo.

A ordem Mucorales, classe Zigomycetes, Reino Fungi, possui
representantes caracterizados por apresentarem propagagdo assexuada
através de esporangios: estrutura em forma de saco onde sao produzidos os
esporos, geralmente em grande quantidade. Organismos com poucos, ou
mesmo com esporo unico, podem também ser encontrados, sendo que no caso
destes ultimos, as estruturas passam a ser chamada de esporangiolos, uma
forma reduzida do esporangio (GUERRERO e SILVEIRA, 1996).

A reprodugdo sexuada € por meio de zigésporos. S&o cosmopolilas
saprébios, alguns poucos sdo parasitas facultativos de animais e plantas
(HAWKSWORTH et al., 1995 apud SILVA 1996).0s principais fungos capazes
de produzir altas quantidades de lipideos sdo da espécies de Claviceps,
Penicillium, Aspergillus, Mucor, Fusarium, Cunninghamella (CARVALHO, 1994)
Figura 6.
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Claviceps Penicillium Aspergillus

Mucor Fusarium Cunninghamella

Figura 6. Principais fungos capazes de produzir altas quantidades de
lipideos

Fonte: HAWKSWORTH et al., 1995

Ellenbogen e Aronson, (1969) analisaram a composi¢gdao de acidos
graxos dos fungos marinhos, Trausiochyirium roseum, Tniochyium aureirni,
Sehlzochyirium aggregaium e Dermocyslldium sp. de &gua fresca. Estes
micro-organismos apresentaram uma caracteristica diferente dos demais
fungos analisados. Mostraram-se capazes de sintetizar acidos graxos das rotas

Omega 3 e 6mega 6.

Shaw, 1966 apud Carvalho 1994 investigou a presenca do acido gama
linolénico nos fungos Cuninghamella blaketeana e Rhizopus arizopus. A
composigao qualitativa de acidos graxos dos fungos foi muito similar, diferindo
na porcentagem de acido gama linolénico. Cunnighamella blakesleana
apresentou 13,9% de acido gama linolénico em relagdo aos acidos graxos
totais; o dobro da porcentagem presente em Rhizopus, quando incubados a
temperatura de 30°C por 7dias. A temperatura de incubagdoo causou
significativas mudangas nestas porcentagens, resultando numa diminuigéo
para 8,5% de acido gRGHama linolénico. O tempo de incubagdo causou
pequenas flutuagbes a composigao de acidos graxos, caracterizado por um

pequeno aumento do acido linoleico e diminuigdo do acido oleico.



28

Shin e Shin, 1988 estudaram a produc¢o de acido gama linolénico em 15
linhagens de fungos Mucorales com o objetivo de isolar aquele que melhor
apresentasse crescimento celular e conteudo lipidico. O fungo F13-354, isolado
do solo da Coréia e identificado como Mucor sp. produziu 29,9% de lipideos
totais por peso seco de biomassa e um conteudo de 16,8% de acido gama-

linolénico em relagdo aos acidos graxos totais da composigao.

Representantes do género Mucor possuem 25% do seu conteudo celular
na forma de lipideos e, devido a isto, sdo designados como fungos oleaginosos
(RATLEDGE, 1982). Sdo também grandes produtores de acido gama linolénico
(TORLANOVA et al., 1992), este acido graxo sao nutricional e
farmacologicamente importantes por serem necessarios as membranas
celulares e precursores de substancias biologicamente ativas, tais como as

prostaglandinas.

Kendrick e Ratledge, 1992 Apud Carvalho, (1994) estudaram o fungo
oleaginoso Eniomophiora objetivando aumentar a porcentagem de acidos
graxos poliinsaturados presentes em sua constituicdo. As porcentagens de
acidos graxos poliinsaturados da rota dmega 6, como acido araquidonico e
acido gama linolénico se mostraram superiores aos valores encontrados de

acidos graxos da rota 6mega.

A porcentagem relativa de acido gama-linolénico foi de 1,5% em relagao
aos acidos graxos totais da constituicao dos lipideos neutros e 4,8% dos acidos
graxos totais presentes nos lipideos polares quando incubado a temperatura de
24°C, O aumento da insaturacdo dos lipideos a temperatura de 24°C quando
comparado a 30°C ocorreu principalmente devido ao aumento do nivel de acido

araquididnico, acido gama-linolénico e acido linoleico.

Letourneau et al., 1976 apud Carvalho, 1994 analisaram
qualitativamente e quantitativamente a composig¢ao de acidos graxos da parede
celular de Chocomephora circonbitarum utilizando métodos microquimicos,
espectrofotometria infra-vermelho e difragcdo em raio X. As analises quimicas
da parede celular revelaram a presenga de quitina (17%), quitosana (polimeros
de glicosamina, 28,4%), agucares neutros (7,2%), proteinas (8,2%) e lipideos

(13,8%). A extracao dos lipideos da parede celular do fungo liofilizado com os
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solventes cloroférmio-metanol resultou 12,8% de lipideos totais, no qual
contém 6,6% de acido gama linolénico em relagdo aos acidos graxos totais da

constituigdo.

Em 2001, Serrano et al., demonstraram que o conteudo de lipideo
diminui quando aumenta a concentragdo de etanol, contudo, existe um maior
aumento dos acidos insaturados. A conclusdo mais importante deste estudo
esta relacionada com o aumento da producéo do acido graxo insaturado como
produto final, em particular ao acido gama linolénico, um composto

biologicamente ativo.

Gema et al., 2002 descrevem fontes de GLA provenientes de fungos
oleaginosos Mucor javanicus, Cunninghamella, Absidia e uma nova cepa
isolada de Cunnighamella echinulata cultivadas em glicose produzindo
quantidades cerca de 50mg de lipideos da biomassa em meios com alta

relacdo de carbono e nitrogénio.

Recentemente, Papanikolaou et al., 2009 descrevem uma possibilidade
de valorizagdo da glicerina, co-produto do biodiesel na produgdo de lipideos
por fungo da Ordem Mucorales, Mortierella isabellina ATHUM 2935, utilizando
um meio com limitacdo de nitrogénio, porém quando foi utilizado 100g/L da

glicerina foi observado uma acumulagéo cerca de 51% peso seco de lipideos.

A porcentagem relativa de AGL de varias espécies de zigomicetos foi
analisada e em algumas espécies a composi¢cédo variou de 34,8 a 61,9% do
total dos acidos graxos, dentre as que mais se destacaram encontram-se
Circinella simplex CBS 142.35, Mucor indicus ATCC 4855, Syzygites
megalocarpus ATCC 18025 e Zygorhynchus moelleri UAMH 1556 contendo
42.,0; 34,8; 61,9 e 42,0%, respectivamente (WEETE et al., 1998).

Os fungos filamentosos, contudo, apresentam produgdes de lipidios
desejaveis devido ao fato de apresentarem altos teores de lipidios
contendo composicdo nao usual de &cidos graxos tanto de cadeias
curtas, quanto de cadeias longas (HANSSON e DOSTALEK, 1988).

O ¢6leo contendo AGL pode ser extraido de sementes de primula

(Oenothera biennis e/ou O. lamarckiana), de sementes de borragem (Borago
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officinalis) e de sementes de groselha preta (Ribes nigrum). Contudo, a
produtividade de AGL de sementes € extremamente baixa, variando de 9% no
Oleo de primula a 19% nos 6leos de borragem e groselha preta (HORROBIN,
1992), devido ao longo periodo da cultura e a enorme area requerida para o
plantio, mas o AGL pode ser também sintetizado por fungos da ordem
Mucorales (SHAW, 1965), como o Oleo extraido de Mucor javanicus

comercializado no Reino Unido ou de outros fungos ainda nao investigados.

Mucor mucedo, Mucor plumbeus, Mortierella ramanniana e Rhizopus
arrhizus foram cultivados em meio de cultura contendo maltose, lactose, glicose,
amido soluvel e acetato de sédio como unica fonte de carbono. Comparando-se
a produgao de lipidios e a composicao dos acidos graxos das espécies
testadas, observou-se que a glicose e a maltose proporcionaram lipidios com
grande proporgdo de acidos graxos saturados enquanto que a lactose, o
glicerol e o amido acarretaram lipidios insaturados com um alto teor de AGL
(SAJBIDOR et al., 1988).

O acumulo de lipidios, a composi¢cao de acidos graxos e a producgao
de AGL foram investigados em 28 linhagens de fungos pertencentes aos
Mucorales. O teor lipidico variou de 5% a 30% da biomassa seca e a
porcentagem de AGL no total do lipidio intracelular situou-se na faixa de
2,5% a 15,4% (p/p). As melhores produgdes de AGL na biomassa, foram
encontradas em Mucor mucedo CCF-1384 (28,4 mg.g™') e Cunninghatnella
echinulata CCF-103 (25,1 mg.g™') (CERTIK et al., 1993).

A influéncia de doze fontes individuais de carbono e seis de nitrogénio
sobre o crescimento, conteudo de lipidios e composigdo de acidos graxos foi
investigada em Mucor mucedo CCF-1384. O melhor crescimento foi
observado em maltose e o rendimento da produgao de lipidios diminuiu
na seguinte ordem: maltose, amido hidrolisado, glicose, glicerol, xilose,
etanol, amido, sacarose, frutose, lactose, metanol e galactose. Os substratos
com N organico foram mais benéficos para o crescimento do que as fontes
inorganicas. As analises dos acidos graxos mostraram acumulagéao

preferencial de acido oléico e linoléico apesar das fontes de N e C utilizadas,
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e ainda, a natureza do substrato afetou particularmente o conteudo de
AGL (CERTiK et al., 1993).

A porcentagem de lipidios totais na biomassa seca obtida com M.
ramosissimus apoés 3 dias de incubagao (8,1% p/p) foi menor do que as obtidas
por TORLANOVA et al., (1992) com Mucor apos 3 dias (19,3% p/p) e por
CARVALHO (1994) com Mucor sp. LB-54 apds 5 dias de incubagéo (20,7%).

Kendrick e Ratledge (1992) relataram que os fungos Thraustochytrium
aureum e Saprolegnia parasitica contém cerca de 10% p/p de lipidios totais na
biomassa seca, enquanto que as espécies Conidiobolus nanodes,
Entomorphthora exitalis e Mortierella alpina-peyron, conhecidas como
oleaginosas, contém acima de 20% de lipidios totais na biomassa (25,7%,

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

Em 2001, Serrano et al., sugerem que em Mucorales o aumento da
produgdo do acido graxo insaturado, em particular ao acido gama linolénico
(18:3 omega 6), um composto biologicamente ativo, esta relacionado com a

fase de crescimento dos fungos e a fonte de carbono.

Chaudhuri et al., (1998) estudaram M. elongata SC208 utilizando os
meios de cultivos tomate dextrose, glicose e mostarda em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL. Concluiram que nas melhores condigbes de cultivo,
utilizando mostarda, produziu-se 23,2 g.L™" de biomassa seca, 63,7 mg.g™' de
lipideos totais e 33,2% de AA. Higashiyama et al. (1997) estudaram a producao
de AA, cultivando M. alpina em fermentador industrial. Nesse estudo obtiveram
50,6 g.L' de biomassa produzida, 24,2 g.L”" de lipideos totais e 10,9 g.L™ de
AA, com aumento de 45,0% do conteudo de acidos graxos totais com oito dias

de cultivo.

Carvalho et al, (1999) estudaram a linhagem Mucor sp. LB-54
adicionando glicose ao meio de cultivo e na temperatura de 28° C por 144
horas e 12° C durante 72 horas. Observaram que a producdo de biomassa foi
de 6,3 g.L", a producéo de lipidios foi de 1,6 g.L™" (25,1%) e producéo de AGL
foi de 74,1 mg.L-' (19,40%), mostrando o efeito da diminuigdo da temperatura

durante o periodo de cultivo.
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Eroshin et al., (2000), durante o cultivo de Mortirela. alpina em meios
contendo uréia como fonte de nitrogénio sob cultivo continuo, mostraram a
especificidade de producéo de crescimento e producdo de AA em 0,03 h™.
Nesse estudo foi observada produgao de biomassa de 15,6 g.L'1, porcentagem
de lipidios na biomassa seca de 12,8%, producdo de AA de 19,2 mg.L™".h"

(32,0% dos lipideos totais e 4,1% da biomassa seca).

Somashekar et al., (2002) estudaram a producdo de AGL utilizando
diferentes fontes de nitrogénio, carboidratos e o6leo de gergelim em cultivo
submerso. Observaram que o KNOs foi a melhor fonte de nitrogénio para
induzir a producgao de lipideos totais (32,0% em seis dias). Concluiram que o
melhor indutor para a producao de AGL foi (NH4)2.SO4, 0 qual foi obtido 16,3%
contra 13,8% para KNO;.

Papanikolaou et al., (2004) estudaram a produgao de AGL utilizando altas
concentracdes de acgucar e controlando a relacédo de C:N no meio de cultivo
utilizando M. isabelina. Observaram a producdo de biomassa de 35,9 g.L™,
acumulagao de lipidios de 0,2 g.g™" de glicose e produgdo de 801,0 mg.L™" de
AGL e 19 mg de AGL.g™" de biomassa.

Jang et al., (2005), utilizando Mortirella alpina, estudaram o efeito da
adicdo de 1% de odleo de soja ao meio de cultivo utilizando glicose e amido
soluvel como fontes de carbono. Avaliaram também a producido de AGI da
familia w-6. Concluiram que a adicdo de amido soluvel (60 g.L") foi mais
eficiente para produgdo de AA (3750,9 mg.L™" e 55,01%) e, a adicdo de 80 g.L
' foi melhor para producdo de AEP (36,8 mg.L'1 e 0,57%). A produgédo de
biomassa para ambas as concentragdes, porém, foi de 23,0 g.L'1 e a producéao

de acidos graxos totais de 6819,1 e 6451,7 mg.L™, respectivamente.

Ahmed et al., (2006) estudaram varias linhagens de fungos filamentosos
para
producao de AGL utilizando cultivo submerso com glicose e extrato de levedura
como meio de cultivo. Concluiram que a linhagem Mucor sp. RRL0O01 foi a
melhor produtora de biomassa (13,4 g.L™"), maior acumuladora de lipideos
totais (5,8 g.L™") e produtora de AGL (431,2 mg.L"). A porcentagem de AGL

nos lipideos totais foi menor para outras linhagens (9,1%).
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Zhu et al., (2006) estudaram a producado de AA em sistema alimentado
controlando o tempo de cultivo, o consumo de glicose, a produgdo e a
acumulacao de lipidios na biomassa. Observaram que as melhores condi¢des
de cultivo para producédo de AA foram adigdes de glicose de 20 g.L'1 dia e de
1,5 g.L" dia de nitrato. A glicose residual foi de 1,0 g.L”" apés o cultivo. A
producdo de biomassa foi de 37,0 g.L'1 e producao de lipidios na biomassa de
14,2 gL (38,4%). A producdo de AA foi de 7,7 g.L" (54,5%), sendo o
experimento realizado com 192 horas de
cultivo. A determinacdo da composicdo de AGI em cultivos utilizando
substratos
sélidos ndo pode seguir os mesmos parametros utilizados para a determinagéo
desses em cultivos submersos. Isto devido a presenga de acidos graxos nos
substratos utilizados para os cultivos, que devem ser considerados antes da
realizacdo do experimento (EMELYANOVA, 1996).

Estudo realizado por esse autor utilizando C. japonica em substratos
trigo, cevada, milho e arroz, demonstrou que, consideraveis diferengas na
composicao inicial de acidos graxos foram observadas em todos os substratos,
juntamente com reducdo do peso final do substrato cultivado. A quantificacdo
do perfil de AGI foi realizada a partir da extracdo dos lipideos totais do
substrato cultivado (substrato + biomassa fungica). No estudo, foi observado
incremento de 33,0% de AL e de 22,9% de AGL, no substrato milho
suplementado com peptona. Concluiu-se que a composicao de AGI nao foi
dependente do substrato no qual o fungo foi cultivado.

Stredansky et al., (2000) estudaram o efeito do crescimento de T.
elegans em polpa de macga incrementada com 6leo de amendoim e rotagao de
0,5 rpm ou aeracdo constante de 100 mL.min™", por 192 horas de cultivo a 24°
C. Os resultados desse estudo, quando analisado o efeito da extragdo do
substrato umido e seco foram a obteng¢ao do 6leo na massa seca de 21,2%;
conteudo de AGL nos acidos graxos totais de 9,1% (p/p), conteudo de AGL em
substrato Umido de 3,5 g.Kg' e obtencdo de AGL em substrato seco de 8,8
g.Kg'1. Concluiram que esta técnica € aplicavel para o enriquecimento de
subprodutos com AGL a partir de dleos fungicos, utilizando residuos de

industrias alimenticias podendo-se comparar com o cultivo submerso.
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Conti et al., (2001) estudaram a producdo de AGL utilizando varias
linhagens da ordem Mucorales e os substratos como cevada, milho, trigo e
arroz. Avaliaram o efeito da temperatura, umidade, composi¢ao do substrato e
estudos preliminares em escala piloto. Observaram que a melhor producao de
AGL ocorreu utilizando-se semente de malte, cevada e 6leo de amendoim
(5:15:0,5) com o fungo Cunnighamella elegans CCF 1318 em temperatura de
21° C e umidade do meio de 66,7%, por 168 horas. Nestas condi¢des, obteve-
se 15,9% de 6leo no substrato cultivado, 13,4 mg.g™" de AGL no substrato seco
o que corresponde a 13,8%.

Gema et al.,, (2002) utilizaram casca de laranja cultivado com C.
echinulata para a producao de AGL, destinando-o a produgao de ragao animal.
No experimento, ocorreu incremento de 0,5 g.Kg™" (NH,),SO, + 10 g.Kg” de
glicose, sob temperatura de incubacdo de 28° C, houve producédo de 12,6
mg.10g™" de AGL do substrato seco, correspondendo a 5,6% do AGL no 6leo
total que correspondeu a 22,3 mg.g'1 do peso seco do substrato.

lluyemi et al., (2006) estudaram o efeito do crescimento de cinco
linhagens de fungos filamentosos em torta de sementes de palma, com objetivo
de avaliar as mudangcas na composicdo de carboidratos, aminoacidos,
proteinas e acidos graxos no substrato. Observou- se que o aumento de
proteina do substrato utilizando T. longibrachiatum foi de 79,4%, com aumento
real de proteinas de 45,7%. O contetido de aminoacidos foi de 0,49 g.100g™ do
substrato enriquecido com metionina, 0,41 g.100 g~ do substrato enriquecido
com lisina, 3,5 g.100g™ do substrato enriquecido com cisteina e 1,49.100g™" do
substrato enriquecido com isoleucina. Quanto ao conteudo de hemicelulose e
celulose, houve decréscimo de 48,7% com decréscimo real de 57,2% da
hemicelulose utilizando A. niger e decréscimo 56,5% da celulose, com
decréscimo real de 64,7% utilizando T. longibrachiatum. Quanto ao conteudo
de acidos graxos, foi observado aumento tanto de acidos graxos saturados
como insaturados. Em todas as linhagens, portanto, utilizadas no experimento,
foi observado decréscimo no conteudo de acido miristico. O maior aumento
dentre os acidos graxos foi observado entre o AO (40%). No conteudo de AL o
aumento foi de 25,6% e no conteudo de AGL o incremento foi de 0,6%.

Concluiram que o processo de cultivo em substratos solidos utilizando torta de
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sementes de palma melhora os valores nutricionais do substrato podendo ser
utilizado como ingrediente para alimentagado animal.

Certik et al., (2006) utilizaram dez linhagens de fungos filamentosos
dentre eles Thamnidum, Cunninghamella, Mucor, Mortierella e Rhizopus. Em
estudo preliminar, foi realizada a triagem da melhor linhagem para produgao de
AGL em cultivo submerso, utilizando cevada e flocos de aveia. Observaram
que a melhor linhagem para produgao e acumulacédo de lipidios foi M. isabelina
CCF-14 e CCF-127 (10,4 e 2,8% do bioproduto). A melhor produtora de AGL
foi T. elegans CCF-1465, a qual foi obtida 4,82 g.Kg™ de bioproduto (6,6%). A
linhagem foi utilizada para os cultivo em substrato solido utilizando vinte e oito
formas de substratos. Os melhores substratos foram farelo de trigo + sementes
de malte (3:1), flocos de sementes de trigo + sementes de malte (3:1) e milho +
sementes de malte (3:1). Nestes substratos foram encontrados 4,96 g AGL.Kg™
bioproduto (14,3%), 7,23 g AGL.Kg" bioproduto (13,1%) e 6,5 g AGL.Kg™
bioproduto (12,7%). Concluiram que o enriquecimento de substratos a base de
cereais com AGL utilizando fungos filamentosos deve-se criar novas
perspectivas para o enriquecimento nutricional com AGI devendo esta técnica
ser focada para estudos em grandes escalas, desenvolvendo-se modelos de

producao em biorreatores.

3.5 Acido Araquidénico

O acido araquidonico (AA) € um acido graxo essencial, da familia dos
omega-6, formado por uma cadeia de 20 carbonos com quatro duplas ligagdes
(acido eicosatetraendico) nas posicoes 5, 8, 11 e 14 ¢, portanto, o acido 20:4.
A presenca das ligagdes duplas faz com que esta molécula tenha varios sitios
que podem ser oxidados, permitindo a formagao de diferentes lipidios com

atividades bioldgicas distintas (Figura 7.).
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Figura 7. Estrutura quimica do acido araquiddnico

Fonte: wikipedia
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Acido araquidénico (conhecido como AA) é um &cido graxo essencial
que € normalmente alocado nas membranas celulares e é responsavel por
sinalizar mudancas adaptativas em resposta ao stress e outros estimulos. E um

nutriente anabdlico e regulador de sintese proteica.

O acido araquidbnico esta presente nas membranas das células
corporais, e é o precursor da produgdo de eicosandides. E um dos &cidos
graxos essenciais, que precisam ser obtidos via alimentagao pela maioria dos
mamiferos. Alguns deles possuem pequena capacidade de converter o acido
linoléico em acido araquiddnico, ou ndo conseguem fazé-lo, e por isso €&
essencial que o obtenham na dieta (DATENBLATT, 2007).

O acido araquiddnico que provém diretamente de fontes dietéticas ou
sintetizado a partir do acido linoleico € o principal componente das membranas
fosfolipidicas celulares, ocupando a posi¢ao 2-acil dos fosfolipidios. Sob a agao
de diversos estimulos, a fosfolipase A-2 libera o acido araquiddnico necessario
a sintese dos eicosanodides e, através da ciclogenase, sofre conversdo nas
plaquetas a tromboxane 2, que exerce potente acdo vasoconstritora e
agregante (GURR, 1992).

Sao poucas as substancias que tém despertado interesse, sob o ponto
de vista biolégico, como as prostaglandinas e produtos relacionados ao
metabolismo do &cido araquidénico, pois as prostaglandinas e produtos
relacionados sdo denominados eicosandides por serem derivados de acidos
graxos essenciais de 20 atomos de carbono, contendo trés, quatro ou cinco
duplas ligaduras, como o acido eicosatriendico e o acido eicosapentaendico
(GURR, 1992).

O acido araquiddnico constitui no homem o mais abundante precursor
igualmente derivado do acido linoléico da dieta, sendo esterificado como um
componente dos fosfolipidios ou moldado em combinagdo com outros lipidios
complexos. Sua concentragdo em estado livre € baixa e a biossintese dos
eicosandides depende primariamente de sua liberagdo dos locais de
armazenamento por varias acil-hidrolases. ApoOs esterificagdo, sofre

incorporagdo pela membrana celular pela acetilcoenzima A-sintetase, é



37

armazenado como fosfatidilcolina ou fosfatidilinositol, e alteragdes mecanicas
ou quimicas da membrana celular ativam a enzima fosfolipase A-2, liberando
araquidonato, ou sofre rapida metabolizacdo através de uma das duas vias
(GURR, 1992).

3.5.1 Rotas oxidativas do AA

As principais rotas oxidativas enzimaticas do acido araquidénico sao:

e Via lipo-oxigenase (LOX), cujos principais produtos sao os leucotrienos,
HETE, HPETE e as lipoxinas;
e« Via ciclooxigenase (COX), cujos principais produtos sao as

prostaglandinas e os tromboxanos.

Estas rotas enzimaticas ndo atuam sobre o AA esterificado. O AA livre é
obtido por meio da agao de fosfolipases sobre fosfolipideos de membranas de

células, liberando entdo o AA néo-esterificado. (GURR, 1992).
3.6 Acido Linoleico

Na literatura fisioldgica, € chamado 18:02 (n -6). Quimicamente, o acido
linoleico € um &cido carboxilico com uma cadeia de carbono-18 e dois cis
duplas ligagdes, a primeira ligagao dupla esta localizada no sexto carbono a

partir do final de metila (Figura 8.).
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Figura 8. A estrutura quimica do &cido linoleico

Fonte: wikipedia
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O acido linoleico ¢ um dos dois acidos graxos essenciais que 0s seres
humanos e outros animais deve ingerir para uma boa saude, pois o organismo
necessita deles para varios processos biolégicos, mas ndo consegue sintetiza-

los a partir de outros componentes alimentares (GURR, 1992).

O &cido linoléico (LA) é um poli-insaturados de acidos graxos utilizados
na biossintese de acido araquidénico (AA) e, portanto, algumas
prostaglandinas. Pode ser encontrado nos lipidios de membranas celulares.
Ele é abundante em muitos Oleos vegetais, compreendendo mais de metade
(em peso) de sementes de papoula, cartamo, girassol e 6leos de milho.
(GURR, 1992).

O acido linoleico € um acido graxo essencial que deve ser consumido
para a boa saude. A falta de acido linoleico e outros n -6 acidos graxos na
dieta faz com que o cabelo seco, queda de cabelo, e ma cicatrizacao de feridas
(BURR, 1930).

3.6.1 Metabolismo

O primeiro passo no metabolismo do acido linoleico (LA) é realizado por

A ° dessaturase , que converte em LA acido gama linolénico (GLA) (Figura 9.).
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Linoleic Acid Metabolism
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Figura 9. Metabolismo do &cido linoleico (LA)
Fonte: ROUX et al., 1994

Ha evidéncias sugerindo que a crianga falta A ° dessaturase propria, e

deve adquiri-lo através do leite materno. (ROUX et al., 1994).

GLA é convertido em acido gama-linolénico dihomo (DGLA), que por sua
vez é convertido em acido araquidénico (AA). Um dos possiveis destinos da
AA ¢é para ser transformado em um grupo de metabdlitos chamados
eicosandides, uma classe de hormbnios paracrinos. Eicosandides sao apenas
produzidos a partir de AA e tendem a ser pro-inflamatérias. Por exemplo, tanto

Thrombaxane e leucotrieno sdo vasoconstritores e eicosanodides.

Outro efeito clinico importante € que o metabolismo produtos oxidados
do acido linolénico, como o acido 9-hidroxioctadecanoico e também foram
mostrados para ativar TRPV1, a capsaicina dos receptores e através desta

pdde jogar um papel importante na hiperalgesia.
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3.7 Cunninghamella elegans

A Cunninghamella elegans pertence a ordem Mucolares, classe
Zigomycetes, filo fungi que possui representantes caracterizados por
apresentarem propagacao assexual através de esporangios: estrutura em
forma de saco onde sdo produzidos os esporos, geralmente em grande
quantidade. Organismos com poucos, menos ou com esporo unico, podem
também ser encontrados, no caso destes ultimos, as estruturas passam a ser
chamadas de esporangiolos, uma forma reduzida do esporangio (GUERRERO
& SILVERA, 1996).

A reproducdo sexual é por meio de zigdésporos. Sado cosmopolitas
saprébios, alguns poucos sdo parasitas facultativos de animais e plantas
(HAWKSWORTH et al., 1995). O fungo saprébio Cunninghamella elegans é
caracterizado por apresentar esporangiéforos com ramificagdo verticilada ou

pseudoverticilada (Figura 10).

Figura 10. Caracteristicas Microscopicas Cunninghamella
elegans

Fonte: HAWKSWORTH et al., 1995

Segundo Ratledge (1982) os ramos e 0s esporangioforos terminam em
vesiculas globosas que podem ser lisas ou rugosas devido a presenga, sobre
toda sua superficie, de denticulos que sustentam esporos e os representantes
deste género, juntamente com alguns outros fungos Mucorales, sdo fungos

oleaginosos.



41

3.8 Substratos

3.8.1 Milhocina

A Milhocina € um produto gerado durante o processo de maceragao por
via umida do milho. E considerada uma excelente fonte de carbono e/ou
nitrogénio para o0s micro-organismos por conter em sua composi¢cao
aminoacidos, vitaminas e sais minerais. A utilizacao de fonte de nitrogénio para
0 crescimento microbiano e producdo de metabdlitos € essencial, pois o
nitrogénio esta intimamente relacionado ao metabolismo dos micro-organismos
(SILVEIRA, 2001).

O microrganismo, quando crescido em meio contendo milhocina, produz
ainda mais exopolimeros, o que facilita muito a adesao das células microbianas
a semente de milho. De acordo com Silveira (2001), a agua de maceragéo do
milho pode substituir o extrato de levedura, com excelentes resultados. A
milhocina, entretanto, é de dificil conservacao e seu uso, dependente do valor
do produto a ser obtido (Tabela 4).

Tabela 4. Composicdo de aminoacidos, vitaminas e minerais encontrados em
uma solucéo concentrada de milhocina

Aminoécidos (%) Vitaminas (mg/Kg ) | Minerais (mg/ Kg) | (%)
Alanina 9,83 Biotina 0,3 Célcio 0,14

Argniina 3,68 Cholina 3.500,0 Cobre 15,0 -

A aspartico 5,82 Inositol 6000,0 Ferro 100,0 -

Cisteina 2,20 Niacina 80,0 Manganés | 20,0 -
Ac gutamico | 18,07 Piridoxina 9,0 Manganés - 0,60
Triptéfano Riboflavina 6,0 Potassio - 2,80
Glicina 5,27 Tiamina 3,0 Sodio - 0,10
Histidina 3,72 Acido 15 Fosforo - 1,18

Pantotémico

Isoleucina 3,07 - - Selénio 0,3 -

Leucina 8,28 - - Zinco 60,0 -
Lisina 4,75 - - Enxofre 0,60

Fonte: Silveira, 2001 (-) Nao determinado
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3.8.2 Glicerina

A glicerina, também designada de glicerol ou 1,2,3-propanotriol, € um
alcool alifatico trivalente de formula molecular CH;OH-CHOH-CH,OH.
E um liquido viscoso, incolor, doce (aspecto xaroposo) e higroscépico ao ar. E
miscivel com a agua e com alcool, mas insoluvel nalguns solventes organicos

como hidrocarbonetos, éteres e acetato de etila (YONG et al., 2001).

Esta se encontra muito espalhada na Natureza sob a forma de ésteres
dos acidos graxos, denominados glicerideos, que sao os constituintes
fundamentais das gorduras e dos 6leos. A glicerina obtém-se como produto
secundario na saponificagdo das gorduras, que quimicamente sdo ésteres dos

acidos carboxilicos superiores (fabrica de sabdes, estearina, acido oléico).

A dlicerina aplica-se, sobretudo na obtenc&o de resinas alquidicas por
reacao com acidos dibasicos, usadas em revestimentos. Aplica-se também em
preparacdes farmacéuticas e cosméticas, no tratamento do tabaco antes de ser
elaborado de modo a evitar a sua fragmentacdo, na industria alimentar no
fabrico de xaropes e gelados, como lubrificante, como solvente, como
anticongelante, como plastificante nos artigos de borracha e para a obtencéo
da nitroglicerina e da dinamite. A esterificagcdo da glicerina com acido nitrico
origina o trinitrato de glicerol, mais conhecido por trinitroglicerina, que € um

poderoso explosivo usado no fabrico da dinamite (ITO et al., 2005).

As previsbes para 2013, com a introdu¢do do B5 (adigdo de 5% de
biodiesel ao 6leo diesel), é que seja gerado um excedente de 150 mil ton/ano
de glicerina. Entretanto, esse produto apresenta baixo valor comercial devido a
impurezas, que se constituem principalmente de Oleos graxos néao
esterificados, sabdes dos acidos graxos, pigmentos, tracos de alcool, residuos
do catalisador. Estudos tém sido realizados para a purificacdo da glicerina
proveniente da produgéo do biodiesel, obtendo-se glicerol com 98% de pureza
e baixo teor de sodio 0,011% (ITO et al., 2005).

Os processos para sua purificagao incluem filtracdo, destilacdo a vacuo,
descoloragao e troca de ions para a remogao principalmente de K+ e Na+

utilizados como catalisadores (YONG et al., 2001). No entanto, os tratamentos
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de purificacdo sao de custo excessivamente elevados para pequenos e médios
produtores nacionais de biodiesel. Devido a este fato, uma maior quantidade de
efluentes contendo glicerol a ser descartado no meio ambiente sem nenhum
tratamento, aumentando consequentemente os problemas e riscos ambientais.
A conversao microbiana de glicerol por processos biotecnoldgicos em produtos
de maior valor agregado como biomassa e biomoléculas, € uma alternativa
relevante para a maior valorizagao da produgéo de biodiesel (ITO et al., 2005).
O processo atual de produgao de biodiesel envolve, de forma geral, as etapas

apresentadas na Figura 8.

PROCESSO DE PRODUCAD DE BIBMESEL

Figura 11. Etapas principais da produgao de biodiesel
Fonte: ITO et al., 2005

Algumas aplicagdes biotecnoldgicas tém sido dadas a glicerina obtida
como subproduto do biodiesel, como por exemplo, a producédo de acido citrico
por Yarrowia lipolytica NCIM 3589 (Imandi et al., 2007). Entretanto, outra
possivel alternativa é utilizar a glicerina como substrato para o crescimento de
leveduras oleaginosas, que possuem pelo menos 20% do seu peso composto
de lipideos (Ashby et al., 2006).

Segundo Felizardo (2003), o glicerol (1,2,3-propanotriol) pode ser
encontrado em todas as gorduras e 6leos e € um intermediario importante no
metabolismo dos seres vivos. O termo glicerol aplica-se geralmente ao
composto puro, enquanto o termo glicerina aplica-se aos produtos comerciais
que contenham 95%, ou mais, de glicerol na sua composigao. A glicerina pode

ser vendida na sua forma bruta (glicerina natural), sem qualquer purificacédo, ou
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purificada. Sao comercializados dois tipos de glicerina natural. O primeiro
apresenta 80% de glicerol, enquanto o segundo de 88 a 91% de dglicerol.
Quanto a glicerina purificada é classificada em glicerina técnica (99.5% de

glicerol) ou glicerina farmacéutica (86% ou 99.5% de glicerol).

A glicerina é muito utilizada na industria farmacéutica na composicao de
capsulas, supositérios, anestésicos, xaropes e emolientes para cremes e
pomadas, antibiéticos e anti-sépticos. Dentre as caracteristicas fisico-quimicas
do glicerol destacam-se as propriedades de ser um liquido oleoso, incolor,
viscoso e de sabor doce, soluvel em agua e alcool em todas as proporgdes e
pouco soluvel em éter, acetato de etila e dioxano e insoluvel em

hidrocarbonetos (Lopes et al.,1999).
Na Tabela 5 abaixo € apresentado a composi¢ao as glicerina bruta

Tabela 5. Composi¢cao quimica da glicerina bruta

Composicao (%)
Glicerol Total 86,95
Metanol 0,028
Ph 5,33
Umidade 9,22
Proteina Bruta 0,41
Gordura 0,12
Cinzas 3,19
Saédio 1,26
Cloro 1,86
Potassio <0,005

Fonte: www.kicchemicals.com
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PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS-PUFAS
POR Cunninghamella elegans UCP 542 EM SUBSTRATOS
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Os acidos graxos (AG) sao constituintes estruturais das membranas celulares,
cumprem fungdes energéticas e de reservas metabdlicas, além de formarem
hormdnios e sais biliares. Varios estudos apontam que sua utilizagdo traz
beneficios para a saude humana, prevenindo enfermidades cardiovasculares,
cancer de colon, doengas imunologicas. Os fungos filamentosos da ordem
Mucorales sdo conhecidos por possuirem elevadas concentracbes de acidos
graxos da familia &mega 6. Neste sentido, foi investigada a producéo de acidos
graxos poliinsaturados—PUFAs por Cunninghamella elegans UCP 542 (Ordem
Mucorales), utilizando glicerina e milhocina como substratos alternativos,
visando a minimizacdo dos custos de produgao. Os estudos foram realizados
empregando-se dois planejamentos fatoriais 22, tendo como variavel resposta
crescimento radial e morfologia, produg¢ao de biomassa, lipideos totais e acidos
graxos. A partir dos resultados obtidos observou-se que a glicerina e a
milhocina ndo influenciaram na estrutura morfolégica da C. elegans, no
entanto, estatisticamente estas fontes influenciaram o crescimento radial. O pH
influenciou na produgdo de biomassa e de lipideos. O ensaio 4 (7,9ml/L de
glicerina, e 0,2g asparagina) do planejamento 1 e o ensaio 4 (7,9ml/L de
glicerina, 0,2g asparagina e 6% de milhocina) do planejamento 2 apresentaram
maior producédo de biomassa 1,7g/L e 2,5g/L e lipideos totais 8,0% e 8,0%,
respectivamente. A glicerina e a milhocina aumentaram a produgédo do acido
palmitico em 100 e 560 vezes a produgao do acido linoléico, e reduziram a
concentragédo do acido oléico e do acido gama-linolénico. Portanto, os rejeitos
agroindustriais, glicerina e milhocina mostraram que podem ser fontes
alternativas de carbono e nitrogénio, a fim de propiciar a produgédo de insumos
biotecnologicos de elevado valor agregados de baixo custo.

Palavras — chaves: lipideos, milhocina, glicerina, micro-organismos
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ABSTRACT

Fatty acids (FA) are structural constituents of cell membranes, play functions
and energy metabolic reserves, besides forming hormones and bile salts.
Several studies suggest that its use is beneficial to human health, preventing
cardiovascular disease, colon cancer, immune disorders. Filamentous fungi of
the order Mucorales are known to have high concentrations of fatty acids of
omega 6. In this sense, we investigated the production of polyunsaturated fatty
acids, PUFAs by Cunninghamella elegans UCP 542 (Order Mucorales) using
glycerin and corn steep liquor as alternative substrates, in order to minimize
production costs. The studies were conducted using two 22 factorial design, with
the response variable morphology and radial growth, biomass production, total
lipids and fatty acids. The results obtained showed that the glycerin and corn
steep liquor did not influence the morphological structure of C. elegans,
however, statistically these sources influenced the radial growth. The pH
influenced the production of biomass and lipids. Trial 4 (7.9 ml / L glycerol, and
0.2 g asparagine) planning and testing a four (7.9 ml / L glycerol, 0.2 g
asparagine and 6% corn steep liquor) planning 2 produced more biomass 1.7 g
/L and 2.5 g/ L and total lipids 8.0% and 8.0% respectively. The glycerin and
corn steep liquor increased the production of palmitic acid in 100 and 560 times
the production of linoleic acid, and reduced the concentration of oleic acid and
gamma-linolenic acid. Therefore, agro-industrial wastes, glycerin and corn
steep liquor can be shown that alternative sources of carbon and nitrogen in
order to facilitate the production of biotechnological inputs of high value-added

low cost.

Key - words: lipids, corn steep liquor, glycerin, micro-organisms
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INTRODUCAO

Oleos e gorduras sdo componentes essenciais para a dieta humana, os
quais desempenham diferentes papéis no organismo humano como reserva de
energia, de fosfolipidios e de esterdis. Estes contém acidos graxos essenciais
que nao sao produzidos por mamiferos, mas precisam estar presentes na
dieta, auxiliando no transporte e absorcio das vitaminas lipossoluveis A, D, E e
K pelo intestino além de, conferir sabor aos alimentos (BELITZ e GROSH,
1992).

Os acidos graxos (AG) sdo constituintes estruturais das membranas
celulares, cumprem funcdes energéticas e de reservas metabdlicas, além de
formarem hormoénios e sais biliares. Dentro da diversidade dos AG, existem
aqueles que o organismo tem capacidade de sintese, porém outros n&o. Esses
AG cuja biossintese é inadequada s&o denominados acidos graxos essenciais
(AGE): acido linolénico (w-3) e acido linoléico (w-6). Para suprir a demanda
organica, os mesmos devem estar em quantidades suficientes na alimentagéo
(VALENZUELA, 2003).

Acidos graxos essenciais das familias Omega 3 e Omega 6 possuem de
dezoito a vinte e quatro atomos de carbonos com insaturacées promovidas por
enzimas denominadas desaturases e elongases. Esses acidos possuem varias
fungcdes importantes, dentre elas, a formagcdo da prostaglandina E1
(KENNEDY,1993).

A prescricao de AGI para pacientes que sofrem de doenca de Crhon
promove melhora clinica moderada (GRAHAM et al., 2002; BUARRAJ et al.,
2004).

Estudos realizados por Colin et al., 2003 indicam que o decréscimo de
acidos graxos poliinsaturados no plasma aumentou as incidéncias de
depressdao e comportamento suicida em pacientes que apresentaram baixa
concentracao de colesterol no plasma, tendo outras perturbagdes bioquimicas
como na ativagcdo do sistema inflamatério, resultando em aumento de
citoquinonas pro-inflamatorias e eicosandides no sangue.

Acidos graxos insaturados, como acido gama-linolénico (AGL), &cido
araquidénico (AA), acido eicosapentaendico (AEP) e acido docosahexaendico

(ADH), sao obtidos principalmente a partir de 6leo de peixe de agua fria
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(YAQOOB et al., 2000), 6leo de primula (Oenothera biennis, O. lamarckiana)
(WARD, 1995), leo de borragem (Borago officinalis) (GOMEZ e OSSA, 2002),
oleo da semente de groselha preta (Ribes nigrum) (GILL e VALIVETY, 1997) e
Oleo de linhaca e oliva (NUERNBERG et al., 2005).

A composicao de acidos graxos dos 6leos obtidos de fontes vegetais
pode variar dependendo das diferentes condicbes de crescimento tais como
qualidade do solo, chuva, temperatura e outros fatores ambientais, causando
moderadas modificagbes nos niveis de AGL, que geralmente é encontrado
esterificado ao glicerol na forma de triacilglicerol (CARVALHO, 1994).

Com o avango da biotecnologia industrial em todas as areas do
conhecimento, novas alternativas de producdo de moléculas de interesse
farmacéutico e nutricional enriquecendo alimentos tornando-os mais saudaveis
foram desenvolvidas e organismos como algas, bactérias, leveduras e fungos
filamentosos foram testados para producao de 6leos microbianos estes estudos
contribuiram para o entendimento dos mecanismos bioquimicos de produgao e
acumulagao de lipidios em células microbianas denominadas “single cell oil”
(HAAL e RATLEDGE, 1977; GILL et al., 1977; VEGA et al., 1988).

Dentre os microrganismos testados, algumas espécies de leveduras e
de fungos filamentosos foram selecionadas e classificadas como espécies
oleaginosas. Dentre as leveduras, Apiotrichum curvatum, Candida sp. (HAAL e
RATLEDGE, 1977; VEGA et al., 1988) foram estudadas e otimizadas para a
producao de 6leos microbianos em biorreatores.

No entanto, os fungos filamentosos da ordem Mucorales sdo os mais
intensamente estudados, para a producdo de acidos graxos poliinsaturados
dos quais, Mortierella alpina, M. elongata, M. isabelina (CHAUDHURI et al.,
1998; XIAN et al., 2003; ZHU et al., 2006), Cunninghamella echinulata (GEMA
et al., 2002; FAKAS et al., 2006), Mucor rouxii, M. circinelloides, Mucor hiemalis
(WYNN et al., 2001; SILVA et al., 2003; AHMED et al., 2006; JEENNOR et al.,
2006; CERTIK et al., 2006), foram aplicadas em diferentes parametros de
crescimento envolvendo meios de cultivo alternativos.

A comercializacdo de O6leos microbianos ricos em AGI teve como
pioneiros Japao e Inglaterra (CARVALHO, 1994).

Algumas patentes foram desenvolvidas utilizando fungos, como Pythium

ultimum, Rhizopus arrhius, Neurospora crassa, Aspergillus nidulans, Botrystis
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cinera e Mortierella alpina, utilizando processos em sistema liquido onde estes
microrganismos foram cultivados sob diferentes condigcbes de estresse,
nutrientes, pH, relacao C:N, adicdo de ions de cobre, zinco e ferro e processos
envolvendo producdo de enzimas desaturases e sua caracterizacao
(HERBERT e KEITH, 1989; O'BRIEN et al., 1993; BIJL et al., 2001; URSIN, et
al., 2006).

Os residuos gerados pelas industrias quimicas e de alimentos,
apresentam uma grande complexidade fisica e quimica, o que dificulta seu
tratamento, podendo causar riscos ao meio ambiente onde sao descartados
(CERQUEIRA e COSTA, 2009).

A reducdo da poluicdo ambiental e o aquecimento do planeta tém
estimulado o mercado mundial de combustiveis limpos intensificando, portanto,
a busca por combustiveis alternativos ao petréleo, como por exemplo, o
biodiesel (RIVALDI et al., 2007).

O principal subproduto gerado na producédo do biodiesel é o glicerol,
sendo que aproximadamente 10% do volume total de biodiesel produzido
correspondem a glicerol (RIVALDI et al., 2007). Em 2013, a adi¢ado de biodiesel
ao combustivel de petrdleo devera alcangar 5% do volume total de diesel
utilizado (ANP, 2007) acelerando assim, a produgéo de biodiesel no Brasil com
um excedente de 150 mil ton/ano de glicerina. A glicerina € uma matéria prima
de alto valor agregado e possui inumeras aplicagdes industriais, como aditivos
para a industria de alimentos, quimica e farmacéutica.

A utilizacdo de residuos industriais como a glicerina, em processos
biotecnolégicos, tem sido uma alternativa para evitar problemas ambientais
derivados da acumulagao de glicerina, bem como a rentabilidade da produgéao
de biodiesel e, principalmente, a industrializacdo de cosméticos, farmacos e
produtos alimenticios (MCCOY, 2006).

Por sua vez, a milhocina é um produto gerado durante o processo de
maceragdo do milho por via Umida. E considerada uma excelente fonte de
carbono e/ou nitrogénio para os microrganismos por conter em sua composi¢cao
aminoacidos, vitaminas e sais minerais. A utilizagado de fonte de nitrogénio para
o0 crescimento microbiano e producdo de metabdlitos € essencial, pois o
nitrogénio esta intimamente relacionado ao metabolismo dos microrganismos
(SILVEIRA, 2001).
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Estudos relacionados a viabilidade econdmica para a producao de AGI
merecem mais atencdo, pois 0 emprego de subprodutos industriais como
substrato para o cultivo de fungos filamentosos pode diminuir os custos de
producao e reduzir gastos de energia para a execugao do processo (MCCOQY,
2006).

Neste sentido, foi investigada a producdo dos acidos graxos
poliinsaturados—PUFAs por Cunninghamella elegans UCP 542 (Ordem
Mucorales), utilizando glicerina e milhocina como substratos alternativos,

visando a minimizacao dos custos do meio de cultura.
MATERIAIS E METODOS
MICRORGANISMO E CONDICAO DE MANUTENCAO

Os estudos foram realizados com a amostra de Cunninghamella elegans
UCP 542, isolada de sedimento de manguezal do rio Formoso, PE, pertencente
a Colecao de Culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da
Universidade Catdlica de Pernambuco, mantida em meio Batata-Dextrose-
Agar, a 5°C.

SUBSTRATOS

Os substratos utilizados foram a glicerina (subproduto da producédo do
biodiesel) fornecida pelo CETENE/PE e milhocina (residuo da industria de

beneficiamento do milho) cedida pela industria Corn.
ESPORULAQAO E CRESCIMENTO RADIAL

A linhagem de C. elegans UCP 542 foi crescida em placas de Petri de 9cm
contendo o meio Yeast Malt Agar (extrato de malte 3g, extrato de levedura 3g,
peptona 5g, glicose 10g e agar 20g/L de agua destilada, pH5,8), incubadas a
28°C por 5 dias. Para esse estudo foram utilizados dois planejamentos fatoriais
22. Ap6s esse periodo, discos de 6 mm de diametro foram removidos da cultura
jovem e transferidos para os placas de Petri que Hesseltine e Anderson
[glicose 40g, asparagina 2g, fosfato monopotassico 0,1g, sulfato de magnésio

0,259 e cloridrato de tiamina 0,5 mg e agar 20g/L de agua destilada, pH6,0],
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Hesseltine e Anderson modificado pela substituicdo de glicose por glicerina e
Hesseltine (Planejamento 1) e Anderson modificado pela substituicdo de
glicose por glicerina com acréscimo de 6% de milhocina (Planejamento 2). Foi
realizada uma conversdo entre a densidade da glicerina 1,26 g cm™ e massa
da glicose 40g a fim de se obter o volume de glicerina em ml/L.

As placas foram incubadas a 28°C para acompanhamento diario do
didmetro e das caracteristicas morfolégicas e microscopicas da coldénia por um

periodo de 5 dias.
PRODUCAO DOS LIPIDEOS

Frascos de Erlenmeyers de 250mL com capacidade 100mL dos meios de
cultura, de acordo com dois planejamentos fatoriais 22, foram inoculados com
uma suspensdo de 107 esporangiolos por mL coletados do meio YMA. Os
frascos foram incubados a 28°C, a 150 rpm por 5 dias. Ao final da fermentacgéo
os frascos foram retirados, centrifugados a 5.000g por 20 min. Do
sobrenadante foi determinado o pH. A biomassa obtida foi lavada com agua
deionizada gelada, congelada e liofilizada, sendo mantida em dessecador até
peso constante para determinacdo da biomassa. O material celular foi

submetido a extracdo de lipideos e acidos graxos.
DETERMINACAO DO pH

O pH das amostras coletadas foram determinadas por potenciometria a

partir do meio livre de células.

EXTRACAO E DETERMINACAO DOS LIPIDEOS TOTAIS

Os lipideos foram extraidos de acordo com o método descrito por
Manocha et al., 1980. 1,0 g da biomassa liofiizada foram submetidas a
extracdo sucessivas de lipideos por trés vezes, usando cloroférmio: metanol
(2:1; 1:1; 1:2 viv). O material foi agitado por 15 minutos, posteriormente
homogeneizado por 24 horas, ap6s cada troca de solvente. Os extratos foram

reunidos e evaporados ate a secura no rotoevaporador. Em seguida 1 a 2mL
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de hexano, foi utilizado para recuperar os lipideos, que depois foram
evaporados sob atmosfera de nitrogénio e mantidos no dessecador até peso
constante. A quantidade de lipideos presentes da biomassa foi determinada por

método gravimétrico.

Calculo:% de lipideos totais = peso seco dos lipideos em gramas(g)/peso da

amostra (g)x 100.
CARACTERIZACAO DE ACIDOS GRAXOS

Para realizagdo da caracterizagdo dos acidos graxos os micélios foram
colocados em tubos de ensaio com tampa, suspendidos em 3 mL de uma
solugao (trifluoreto-metano-boron) a 14% e 3ml de benzeno, incubados a 60°C,
“over-night”. Acidos graxos foram convertidos a ésteres de metil de acordo com
o método de Dunlan e Perry apud Durham e Kloos, (1978). Apds a incubacgéo,
4 mL de agua destilada foram adicionados e extraidos os acidos graxos, a
mistura foi centrifugada a 5000g a 4°C. O benzeno foi separado por
centrifugagéo, removido e evaporado com nitrogénio. O metil ésteres de acidos
graxos foram suspensos em hexano e analisados em cromatografia a gas
(CG). As analises foram realizadas em um gas Cromatdgrafo Trace GC Ultra,
equipado com coluna capilar Carbowax HP-20M (25m x 032 mm x 0.3 um).
Temperatura inicial da coluna 40° C, mantido por 1 minuto. Aumentada para
150°C a 55°C por minuto. Em seguida aumentada para 220 a 1,7°C por minuto.
A temperatura do detector € mantida em 220°C e a do injetor 200°C. O gas de
arraste utilizado foi o nitrogénio mantido em fluxo constante a 1mL por minuto.
O volume de amostra injetado foi de 1uL, em modo split de 1 para 20.0 padréo
utiizado para identificacdo é o F.AM.E. Mix C4-C24 SUPELCO (cdédigo
18919). Quantidades relativas de metil ésteres foram calculados pela

integracao das areas de picos.
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PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO DE 22

Foi utilizado um planejamento experimental, que compreende um fatorial
2%, com os niveis + 1 e — 1 e 4 pontos centrais (nivel zero). Para analisar os
efeitos principais e interagbes das variaveis concentragbes glicerina,
asparagina e milhocina foi utilizado o software STATISTICA versdo 6.0 da
StatSoft®. Ver (tabela 1 e 2).
Tabela 1. Niveis e valores das variaveis independentes do planejamento

fatorial completo 22

Variavel Nivel
Independente -1 0 +1
glicerina (ml/L) 32,00 55,50 79,00
asparagina  (g/L) 2,00 3,00 4,00

Constante: sulfato de magnésio 0,25g/L e Tiamina 0,5mg/L ; pH6,0, 6% de
milhocina, Temperatura 28°C.

Tabela 2. Matriz codificada de planejamento fatorial completo 22. Fatores:
Glicerina, Asparagina tendo como variavel resposta o crescimento radial,

producao de lipideos e produgéo de acidos graxos pollinsaturados- PUFAs.

Ensaios Glicerina Asparagina
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 +1
4 +1 -1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0

*Fixo: Agitacdo e Tempo
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RESULTADOS E DISCUSSAO

CRESCIMENTO RADIAL DE Cunninghamella elegans UCP 542

O perfil de crescimento de C. elegans UCP 542 durante 96horas
realizados utilizando glicerina, asparagina e 6% de milhocina através dos
planejamentos fatoriais completo 2% estdo apresentadas nas tabelas 3 e 4.
Observou-se que o crescimento € influenciado pela concentragao de glicerina e
asparagina, o menor crescimento em relagdo a condigdo sem modificagao ao
planejamento 1 foi no ensaio 3 (7,9ml/L de glicerina e 0,4g asparagina) média
de diametro de 0,85cm ocorrendo assim uma repressao de seu crescimento, ja
nas condicdes 5, 6, 7 e 8 (5,5m/L de glicerina e 0,3g asparagina) e 1(3,2m/L e
0,2g asparagina) foram as que apresentaram crescimento significativamente
das demais numa meédia de 2,7 cm de diametro e a condicdo sem a

modificagao apresentou uma média de 4,9cm.

Tabela 3. Crescimento Radial de C. elegans UCP 542 em Hesseltine e

Anderson e Hesseltine e Anderson modificado (glicerina) - Planejamento 1

Diametro das coldnias (cm) e Tempo (h)

Condicdes 24 48 72 96
1 0,3 3,0 3,6 4,2

2 0,3 3,0 3,6 3,8

3 0,2 0,4 1,2 1,6

4 0,6 2,2 3,0 3,6

5 0,4 2,2 4,2 54

6 0,6 2,4 4,4 5.2

7 0,2 1,4 5,0 53

8 0,2 0,8 4,6 52
Hesseltine e Anderson | 1,8 54 6,0 6,6

O crescimento micelial do fungo, durante um periodo de tempo, pode ser
traduzido por uma curva sigmoidal tipica, com varias fases com propriedades

fisiologicas tipicas (MONTINI et al., 2006). A medida deste crescimento pode



70

ser feita de diferentes formas, tais como crescimento radial, vigor, velocidade
de crescimento e massa do micélio. Em condicbes experimentais, o uso de
meio de cultura sélido para avaliagdo do crescimento de fungos é considerado
adequado pois, na natureza, os fungos comumente desenvolvem-se em
substratos sdlidos, tais como residuos vegetais e animais, ou no solo (BONONI
et al., 1999).

No planejamento 2 observou-se menor crescimento da colénia no ensaio
3 (7,9ml/L de glicerina e 0,4g asparagina) apresentando média de 0,39cm
didmetro, nas condigdes 5, 6, 7 e 8 (5,5m/L de glicerina e 0,3 asparagina + 6%
de milhocina) foram as que apresentaram maior crescimento das demais numa
média de 4,2 cm de didmetro e apresentando valores muito proximos a

condicao sem modificagéo (Tabela 4).

Tabela 4. Crescimento Radial C. elegans UCP 542 em Hesseltine e Anderson
e Hesseltine e Anderson modificado (glicerina com acréscimo 6% de milhocina)

- Planejamento 2

Diametro das col6nias (cm) e Tempo (h)

Condicdes 24 48 72 96
1 1,2 5,0 6,0 6,4

2 0,4 3,4 4,2 52

3 0 0 0,4 1,0

4 1,4 4,0 4,6 5.2

5 1,0 4,2 5,8 6,0

6 0,8 4.4 5,6 6,2

7 1,0 3,4 6,0 6,4

8 1,0 3,4 54 5,8
Hesseltine e Anderson 1,8 54 6,0 6,6

Almeida (2007) constatou que o crescimento micelial de M. circinelloides
ocupou toda a superficie do substrato (rico em farelo de trigo) em 48 horas de
cultivo. Savoie et al., (1995) recomendam o uso de um meio de cultura de

composicao semelhante a do substrato de cultivo. Este meio de cultura tem
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sido o de extrato de composto (MINHONI et al., 2005). A influéncia das
caracteristicas fisicas e quimicas dos substratos, no crescimento micelial de
linhagens fungicas, tem sido enfatizada em estudos recentes (SALES-
CAMPOS et al., 2008; DONINI et al., 2006; OZCELIK; PEKSEN, 2007), assim
como as diferengas de crescimento micelial entre linhagens fungicas cultivadas
em um mesmo tipo de substrato e nas mesmas condicdes de cultivo
(ANDRADE et al., 2007; SILVA et al., 2005).

Os resultados expressos no Diagrama de Pareto contendo os efeitos
padronizados para um nivel de 95% de confianga, representados pelo valor de
p, com as seguintes variaveis independentes: glicerina, asparagina assim como
suas associagdes, influenciou no crescimento radial, embora que apresentado
em efeito negativo, sendo que a glicerina foi a variavel independente mais
relevante para o crescimento radial com o meio modificado (glicerina) —
planejamento 1, enquanto, para o meio modificado (glicerina + 6% de
milhocina) — planejamento 2 foram a glicerina e asparagina as variaveis
independentes mais relevantes para crescimento, por ambas estarem acima

dos valores de p (Figura 1 e 2).

Figura 1. Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis utilizadas para o
crescimento radial de C.elegans UCP 542 em Hesseltine e Anderson
modificado (glicerina) apds cinco dias de crescimento — Planejamento 1

Fareto Chart of Standardized Effects; Variable: CRES_56

2*5(2-0) design; M3 Pure Emror= 0091667
OV: CRES &

(2)GLICERIN ,

e 14 822ud

(1)ASPARAGI |/ -

2 4 & 8 10 12 14 16
Effact Estimate (Absolute Value)
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Figura 2. Diagrama de Pareto dos efeitos das variaveis utilizadas para o
crescimento radial de C.elegans UCP 542 em Hesseltine e Anderson
modificado (glicerina com acréscimo de 6% de milhocina) apds cinco dias de

crescimento — Planejamento 2

Pareto Chant of Standardized Effects; Variable: CR_MI_S
2*(2-0) design; MS Pure Emor=,066666T
DV: CR_MI_S

6 T 8 9 10 1
Effect Estimate (Absolute Value)
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.
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A glicerina e a milhocina nao influenciaram na estrutura morfolégica e

microscopica da C.elegans (Figura 3.).

Fungos da ordem Mucorales apresentam os ramos e os esporangiéforos
terminando em vesiculas globosas que podem ser lisas ou rugosas devido a
presenca, sobre toda sua superficie de denticulos que sustentam esporos
(SUMMER e MORGAN, 1969).
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Figura 3. Caracteristicas Morfoldgicas e Microscépicas de C.elegans UCP
542

PRODUCAO DE BIOMASSA E LIPIDEOS TOTAIS

A produgdo de biomassa e lipideos totais por C.elegans UCP 542
realizadas utilizando glicerina, asparagina e 6% de milhocina através de um
planejamento fatorial completo 22 estédo apresentadas na tabela 5. Para os
ensaios com Hesseltine e Anderson modificado (glicerina) — planejamento 1 o
ensaio 4 (7,9ml/L de glicerina e 0,2g asparagina) foi que apresentou a maior
producdo de biomassa (1,7g/L), e o ensaio 2 (3,2ml/L de glicerina e 0,4g
asparagina) foi o que apresentou menor produgéao (0,70g/L). Para as condi¢des
Hesseltine e Anderson modificado (glicerina + 6% de milhocina) - planejamento
2, os ensaios 4 (7,9 ml/L e 0,2 asparagina), 6 e 7 (5,5ml/L de glicerina e 0,39
de asparagina) foram que apresentaram maior produgédo de biomassa (2,5g/L)
e (2,0g/L) respectivamente e o ensaio 1 (3,2ml/L e 0,2g asparagina) foi que

apresentou menor produgao (1,0g/L). Esses valores de biomassa maximos
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para ambas as substituicbes foram o dobro dos valores encontrados para

Hesseltine e Anderson que foi de 0,5g/L.

Tabela 5. Crescimento de C. elegans UCP 542 (biomassa g/L), producao de

lipideos (%) e pH no Hesseltine e Anderson e Hesseltine e Anderson

modificado (glicerina e glicerina com acréscimo de 6% milhocina), apés 96hs

de fermentagao — planejamento 1 e 2.

Hesseltine modificado

Hesseltine modificado

(Glicerina) (Glicerina + Milhocina)
Ensaios Biomassa | Lipideos Biomassa | Lipideos
pH (g/L) totais (%) pH (g/L) totais (%)

1 6,7 1,2 4,0 7,7 1,0 6,0

2 6,9 0,7 1,0 7,3 1,6 1,0

3 6,6 1,2 1,0 6,2 1,0 5,0

4 6,0 1,7 8,0 5,6 2,5 8,0

5 6,0 1,3 4,0 7,0 1,7 5,0

6 6,0 1,3 1,0 7,1 2,0 3,0

7 6,0 1,0 1,0 7,2 2,0 3,0

8 6,0 1,1 2,0 7.4 1,7 3,0

Hesseltine e Anderson 4,5 0,5 50 4,5 0,5 5,0

O pH inicial do experimento foi huma faixa de 6,0-6,5, no ensaio 4 do

Hesseltine e Anderson modificado (glicerina) — planejamento 1 continuou no

final do experimento com o pH de 6,0. Para os ensaios Hesseltine e Anderson

modificado (glicerina + milhocina 6%) — planejamento 2 o pH variou de 5,6 a

7,4, tornando-o o meio neutro. No entanto para Hesseltine e Anderson sem

modificacdo o pH teve um decréscimo de 6,0 para 4,5 tornando o meio acido,

influenciando na producéo de biomassa e lipideos.
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O valor do pH inicial do meio de cultura tem sido usado numa faixa de 6,0-
7,0 para produgao de lipideos por diferentes espécies de Mucorales (SAJBIUOR
et al., 1988).

Os resultados obtidos para os lipidios totais variaram de 1,0% a 8,0%. Os
maiores valores de lipideos foram as com os ensaios quatro (8,0%) tanto no
meio Hesseltine e Anderson modificado (glicerina) - planejamento 1 e quanto
no modificado (glicerina com acréscimo 6% de milhocina) — planejamento 2 um
valor significativamente maior de lipideos totais com que foi obtido com

Hesseltine e Anderson apresentando quase o dobro de teor de lipideos totais.

Os fungos filamentosos, contudo, apresentam produgdes de lipidios
desejaveis devido ao fato de apresentarem altos teores de lipidios
contendo composi¢do nao usual de acidos graxos tanto de cadeias
curtas, quanto de cadeias longas (HANSSON e DOSTALEK, 1988).

A ordem Mucorales, classe Zigomicetos, Reino Fungi, possui
representantes caracterizados por apresentarem propagacéo assexual através
de esporangios: estrutura em forma de saco onde s&o produzidos os esporos,
geralmente em grande quantidade. Organismos com poucos, ou mesmo com
esporo unico, podem também ser encontrados, sendo que no caso destes
ultimos, as estruturas passam a ser chamada de esporangiolos, uma forma
reduzida do esporangio (GUERRERO e SILVEIRA, 1996).

Os principais fungos capazes de produzir altas quantidades de lipideos
sdo das espécies de Claviceps, Penicillium, Aspergillus, Mucor, Fusarium,
Cunninghamella (CARVALHO, 1994). Os fungos filamentosos, contudo,
apresentam produgdes de lipidios desejaveis devido ao fato de
apresentarem altos teores de lipidios contendo composicdo nido usual de
acidos graxos tanto de cadeias curtas, quanto de cadeias longas
(HANSSON, DOSTALEK, 1988).

A ordem Mucorales, classe Zigomicetos, Reino Fungi, possui
representantes caracterizados por apresentarem propagacgao assexual através
de esporangios: estrutura em forma de saco onde s&o produzidos os esporos,

geralmente em grande quantidade. Organismos com poucos, ou mesmo com
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esporo unico, podem também ser encontrados, sendo que no caso destes
ultimos, as estruturas passam a ser chamada de esporangiolos, uma forma
reduzida do esporangio (GUERRERO e SILVEIRA, 1996). A reprodugéo sexual
€ por meio de zigosporos. Sdo cosmopolilas saprobios, alguns poucos séo
parasitas facultativos de animais e plantas (HAWKSWORTH et al., 1995 apud
SILVA 1996).

Os principais fungos capazes de produzir altas quantidades de lipideos
sao da espécie de Claviceps, Penicillium, Aspergillus, Mucor, Fusarium,
Cunninghamella (CARVALHO, 1994).

Guerrero e Silveira 1996 relataram que o conteudo de lipideos totais de
Mucor sp. (KCTC 8405P) aumentou significativamente com o aumento do pH
inicial do meio de cultura. Em condigdes mais alcalinas (pH 8 e 9) o crescimento

do fungo seria acompanhado pela formagao de extensa area miceliar.

Baseando-se nos resultados reportados por Sumner e Morgan (1969) que
o conteudo de lipidios € maior no micélio vegetativo do que sobre na forma de
esporos, os autores concluiram que o alto conteudo de lipideos obtido era
condi¢gbes mais alcalinas seria devido ao grau de quantidade de micélio formado

por unidade de biomassa seca.

A porcentagem de lipidios totais na biomassa seca obtida com M.
ramosissimus apoés 3 dias de incubagao (8,1% p/p) foi menor do que as obtidas
por Torlanova et al., (1992) com Mucor apos 3 dias (19,3% p/p) e por Carvalho
(1994) com Mucor sp. (LB-54) apés 5 dias de incubacéo (20,7%).

As condi¢des 4 do planejamento 1 e 2 que apresentaram os maiores
teores de lipideos totais e a condicdo Hesseltine e Anderson sem modificacéo
foram submetidos a extragcdo de acidos graxos para verificagcdo de seus

respectivos perfis.

COMPOSICOES DE ACIDOS GRAXOS DE C. elegans UCP 542 OBTIDOS
POR CROMATOGRAFIA GASOSA

A figura 4 ilustra o perfil da composi¢céo de acidos graxos de C. elegans

UCP 542 quando submetida as condi¢cdes de cultivo e incubacdo nos meio
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Hesseltine e Anderson (A), Hesseltine e Anderson modificado glicerina (B) —
planejamento 1 e glicerina com acréscimo 6% de milhocina (C) — planejamento
2.
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Figura 4. Perfil de acidos graxos de C. elegans UCP 542 cultivada em
Hesseltine e Anderson (A), Hesseltine e Anderson modificados por glicerina (B)
e glicerina com acréscimo 6% de milhocina (C), obtidos por cromatografia
gasosa.
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Tabela 6. Composic¢des de acidos graxos de C. elegans UCP 542 cultivada em
Hesseltine e Anderson, Hesseltine e Anderson modificados glicerina —
planejamento 1 e glicerina com acréscimo de milhocina 6% - planejamento 2,
obtidos por cromatografia gasosa.

Meios de Cultivo
Hesseltine Hesseltine
Acid ) modificado modificado
cidos graxos Hesseltine e (Glicerina) (Glicerina +
Anderson Milhocina 6%)
Palmitico 10,7% 19,54% 20,40%
Oléico 20,8% 14,94% 13,73%
Linoléico 5,09% 50,52% 56,08%
Gama-linolénico 6,33% 1,08% 0,85%
Araquiddnico 0,17% - -

Atraves dos resultados da Tabela 6 pode-se verificar que a glicerina e a
milhocina aumenta 100 vezes a producédo do acido palmitico, pois 0 mesmo
apresentou valores de 10,79% no meio Hesseltine e Anderson, 19,54% no
meio Hesseltine modificado (Glicerina) — planejamento 1 e 20,40% no meio

Hesseltine modificado (Glicerina + Milhocina 6%) — planejamento 2.

E que usando a milhocina 6% com a glicerina — planejamento 2 diminui a

concentracéo do acido oléico de 20,81% para o controle a 13,73%.

Pode-se verificar que a (glicerina e a milhocina aumenta
significativamente para 560 vezes a producéo do acido linoléico de 5,09%, para
50,52%, 56,08% no meio Hesseltine modificado (glicerina) — planejamento 1,
Hesseltine modificado (glicerina + milhocina 6%) — planejamento 2,

respectivamente.

Ja para o para Gama-linolénico a milhocina 6% com a glicerina -
planejamento 2 diminui a concentragcdo de 6,33% para o meio Hesseltine e
Anderson para 0,85% .
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O acido Araquidénico deixa de aparecer quando se usa que a glicerina e
a milhocina- planejamento 2, observando que o mesmo ja se apresenta em
pouca quantidade no meio Hesseltine e Anderson apresentando porcentagem
de 0,17%.

As fontes de nitrogénio (asparagina) e as de carbono (glicerina e
milhocina 6%) resultaram em maior produgao de acidos graxos poliinsaturados

(palmitico e linoleico).

Ellenbogen e Aronson, 1969 analisaram a composi¢cao de acidos graxos
dos fungos marinhos, Trausiochyirium roseum, Tniochyium aureirni,
Sehlzochyirium aggregaium e Dermocyslldium sp. de agua fresca. Estes
microrganismos apresentaram uma caracteristica diferente dos demais fungos
analisados. Mostraram-se capazes de sintetizar acidos graxos das rotas 6mega
3 e Omega 6. A porcentagem de acido gama linolénico foi de
aproximadamenete 1,4% em relagdo aos acidos graxos totais encontrados em

Fyctochyirium punclalum.

Shaw, 1966 apud Carvalho 1994 investigou a presenga do acido gama
linolénico nos fungos Phycomycete Cuninghamella blaketeana e Rhizopus
arizopus. A composi¢cao qualitativa de acidos graxos dos fungos foi muito
similar, diferindo na porcentagem de acido gama linolénico. Cunnighamella
blakesleana apresentou 13,9% de acido gama linolénico em relagéo aos acidos
graxos totais; o dobro da porcentagem presente em Rhizopus, quando
incubados a temperatura de 30°C por 7dias. A temperatura de incubagaoo
causou significativas mudangas nestas porcentagens, resultando numa
diminuicao para 8,5% de acido gama linolénico. O tempo de incubag¢ao causou
pequenas flutuagbes a composigcao de acidos graxos, caracterizado por um

pequeno aumento do acido linoleico e diminuigao do acido oleico.

Shin e Shin, em 1988 estudaram a produgo de acido gama linolénico em
15 linhagens de fungos Mucorales com o objetivo de isolar aquele que melhor
apresentasse crescimento celular e conteudo lipidico. O fungo F13-354, isolado
do solo da Coréia e identificado como Mucor sp. produziu 29,9% de lipideos
totais por peso seco de biomassa e um conteudo de 16,8% de acido gama-

linolénico em relagao aos acidos graxos totais da composigao.
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Kendrick e Ratledge, 1992 apud Carvalho, 1994 estudaram o fungo
oleaginoso Eniomophiora objetivando aumentar a porcentagem de acidos
graxos poliinsaturados presentes em sua constituicdo as porcentagens de
acidos graxos poliinsaturados da rota 6mega 6 como acido araquidbnico e
acido gama linolénico se mostraram superiores aos valores encontrados de
acidos graxos da rota 6mega 3. A porcentagem relativa de acido gama-
linolénico foi de 1,5% em relagdo aos acidos graxos totais da constituicdo dos
lipideos neutros e 4,8% dos acidos graxos totais presentes nos lipideos polares
quando incubado a temperatura de 24°C, O aumento da insaturagcdo dos
lipideos a temperatura de 24°C quando comparado a 30°C ocorreu
principalmente devido ao aumento do nivel de acido araquididnico, acido gama-

linolénico e acido linoleico.

Letourneau et al.,, 1976 apud Carvalho, 1994 analisaram
qualitativamente e quantitativamente a composicéo de acidos graxos da parede
celular de Chocomephora circonbitarum utilizando métodos microquimicos,
espectrofotometria infra-vermelho e difracdo em raio X. As analises quimicas
da parede celular revelaram a presenga de quitina (17%), quitosana (polimeros
de glicosamina, 28,4%), agucares neutros (7,2%), proteinas (8,2%) e lipideos
(13,8%). A extracao dos lipideos da parede celular do fungo liofilizado com os
solventes cloroférmio-metanol resultou 12,8% de lipideos totais, no qual
contém 6,6% de acido gama linolénico em relagdo aos acidos graxos totais da

constituicao.

Chaudhuri et al., (1998) estudaram M. elongata SC208 utilizando os
meios de cultivos tomate dextrose, glicose e mostarda em frascos de
Erlenmeyer de 250 mL. Concluiram que nas melhores condigbes de cultivo,
utilizando mostarda, produziu-se 23,2 g.L™' de biomassa seca, 63,7 mg.g”' de
LT e 33,2% de AA.

Higashiyama et al., (1997) estudaram a producdo de AA, cultivando M.
alpina em fermentador industrial. Nesse estudo obtiveram 50,6 g.L”' de
biomassa produzida, 24,2 g.L"' de LT e 10,9 g.L™' de AA, com aumento de

45,0% do conteudo de acidos graxos totais com oito dias de cultivo.
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Carvalho et al.,, (1994) estudaram a linhagem Mucor sp. LB-54
adicionando glicose ao meio de cultivo e na temperatura de 28° C por 144
horas e 12°C durante 72 horas. Observaram que a produg¢ao de biomassa foi
de 6,3 g.L", a producdo de lipidios foi de 1,6 g.L™" (25,1%) e producdo de AGL
foi de 74,1 mg.L™" (19,40%), mostrando o efeito da diminuicdo da temperatura

durante o periodo de cultivo.

Gema et al., 2002 descreve fontes de GLA provenientes de fungos
oleaginosos sdo Mucor javanicus, Cunninghamella, Absidia e uma nova cepa
isolada de Cunnighamella echinulata cultivadas em glicose produzindo
quantidades cerca de 50mg de lipideos da biomassa em meios com alta

relagado de carbono e nitrogénio.

Em Almeida, 2007 foi confirmado que as cepas de ordem mucorales nao
foram eficientes na producao de acido araquidénico (AA), mas eles produziram
quantidades relativamente grandes de y do acido linolénico (GLA). Nos
resultados encontrados, apesar da produgcao AA menor em relacdo ao ABL, a
concentracdo de AA depende da fonte de carbono adicionado ao meio de
cultura, soja, gergelim, 6leos de palma e extrato de malte. Na literatura ele foi
citado que, em circinelloides M culturas, outros autores ndo observaram a

producao de GLA.

Recentemente, Papanikolaou et al., 2009 descrevem uma possibilidade
de valorizagao da glicerina, co-produto do biodiesel na produgao de lipideos
por fungo da Ordem Mucorales, Mortierella isabellina (ATHUM 2935), utilizando
um meio com limitagcdo de nitrogénio, porém quando foi utilizado 100g/L da

glicerina foi observado uma acumulagéo cerca de 51% peso seco de lipideos.

Estudo comparativo com culturas agitada e estatica mostrou que a
aeragao em cultura agitada promoveu maior producao de biomassa e acumulo
de lipidios totais (LT) (10,6 g.L™" e 40,4%, respectivamente) comparado com a
cultura estatica as diferengas encontradas nas formas de cultivo refletiram na
composicado de AGI e possibilitaram a aplicagdo de linhagens selecionadas na
obtencado de acidos graxos de maior interesse na industria, como substituintes
das gorduras animal e vegetal (AGGELIS et al., 1997).
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Nemec et al., (1997) observaram que a produc¢ao de biomassa, lipidios e
acidos graxos nao s&o proporcionais as taxas de produgdo de biomassa e LT,
sendo observado que o maior valor de acido linolénico (17,5%) foi encontrado
no maior valor de LT; enquanto que o maior valor de AL (58,4%) foi encontrado
no menor valor de LT, com valores semelhantes de biomassa produzida.

A porcentagem relativa de AGL de varias espécies de zigomicetos foi
analisada e em algumas espécies a composi¢cédo variou de 34,8 a 61,9% do
total dos acidos graxos, dentre as que mais se destacaram encontram-se
Circinella simplex (CBS 142.35), Mucor indicus (ATCC 4855), Syzygites
megalocarpus (ATCC 18025) e Zygorhynchus moelleri (UAMH 1556) contendo
42.0; 34,8; 61,9 e 42,0%, respectivamente (WEETE et al., 1998).

CONCLUSOES

e A glicerina e milhocina influenciam significativamente no crescimento
radial de C.elegans UCP 542 embora apresentem efeito negativo como

comprovado estatisticamente;

e A glicerina e a milhocina nao influenciam na morfologia da C.elegans
UCP 542;

¢ O pH infuencia na producao de biomassa e de lipideos;

e A glicerina e a milhocina aumentam a produgéo do acido palmitico;
¢ A milhocina com a glicerina diminui a concentragao do acido oléico.
e A glicerina e a milhocina aumentam a produgéo do acido linoléico;

e A concentragdo do acido gama-linolénico € reduzida quando se usa a

milhocina com a glicerina;

e O acido araquiddnico deixa de aparecer quando se usa que a glicerina e

a milhocina;

e Desta forma, os rejeitos agroindustriais (glicerina e milhocina) podem ser
uma fonte alternativa de carbono, a fim de propiciar a producdo de

insumos biotecnoldgicos de elevado valor agregados de baixo custo.
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