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RESUMO

Dissertacéo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia de Processos
Universidade Federal de Santa Maria

SELENC,AO DE FUNGOS FILAMENTOSOS PARA
PRODUCAO DE ACIDOS GRAXOS POLI-INSATURADOS

AUTORA: DENISE TONATO
ORIENTADOR: Dr. MARCIO ANTONIO MAZUTTI
CO-ORIENTADORA: Dra. RAQUEL CRISTINE KUHN

O objetivo deste trabalho foi selecionar micro-organismos do Bioma Pampa com potencial
para a producdo de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS). Foi avaliada a capacidade de
producdo de lipideos de 150 cepas fungicas, isoladas de plantas daninhas de areas de cultivo
de arroz irrigado e pastagens do Bioma Pampa. Os fungos foram cultivados em meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA) a 28 °C durante 7 dias. ApGs esse periodo, foram
repicados sucessivamente, em meio BDA, ateé a obtencéo de colbnias isoladas. A producao de
6leo microbiano foi realizada atraves de cultivo submersa das 150 cepas isoladas, utilizando
frascos mantidos sob agitacdo orbital a 120 rpm, 28 °C durante 7 dias. A determinacdo de
lipideos foi realizada através do método de Soxhlet e o perfil de acidos graxos através de
cromatografia gasosa (GC-FID). Dentre as cepas avaliadas, sete apresentaram maior producao
de lipideos, sendo, portanto, realizada nova fermentacdo onde foi avaliada a influéncia da
temperatura na producdo e perfil do 6leo microbiano. A fermentacdo foi conduzida nas
mesmas condi¢des definidas anteriormente e as temperaturas avaliadas foram 15 e 28 °C. O
fungo codificado SP1165, identificado como pertencente ao género Nigrospora sp., produziu o
maior teor de lipideos tanto a 28 °C quanto a 15 °C, produzindo 11,28% e 6,02%,
respectivamente. Em relacdo aos PUFAs a producdo foi de 51,94% a 28 °C e 42,39% a 15 °C.
Através dos resultados obtidos, foi delineado um planejamento experimental do tipo Plackett-
Burman, onde as variaveis estudadas foram: temperatura (15-25 °C), pH (4,0-6,0), agitacéo
(120-200 rpm), concentracdo da agua de maceracdo de milho (5-15% (v/v)) e sacarose (60-
180 ¢/L) durante 14 dias. A maior producdo de PUFAs (55,75%) foi verificada nas menores
temperaturas avaliadas (15 °C). Ja a maior producéo de lipideos (5,54%) foi observada na
temperatura de 25 °C. Foram produzidos menores teores de lipideos utilizando meio industrial
comparado aos resultados obtidos com meio sintético. Os perfis de PUFAs obtidos foram
semelhantes nos meios de cultura avaliados.

Palavras-chave: Acidos graxos poli-insaturados, 6mega-3, selecdo de fungos, fermentacéo
submersa.



ABSTRACT
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FILAMENTOUS FUNGI FOR SELECTION FATTY ACID
PRODUCTION POLYUNSATURATED

AUTHOR: DENISE TONATO
ADVISOR: Dr. MARCIO ANTONIO MAZUTTI
COADVISOR: Dra. RAQUEL CRISTINE KUHN

In this work, 150 fungal strains isolated in the Pampa biome were evaluated for. The
microbial oil was produced by submerged fermentation in shaken flasks at 120 rpm, 28 °C for
7 days. The lipids were extracted from cells by Soxhlet (AOAC) method and the fatty acids
profile determined by gas chromatography (GC-FID). Seven strains presented the best results
in terms of lipids production, which were selected to evaluate the influence of temperature on
microbial oil production and PUFA profiles. The fermentations were conducted under the
same conditions previously defined at 15 and 28 °C. The fungus SPII65, identified as
belonging to the genus Nigrospora sp., produced the highest level of lipids, yielding 11.28%
and 6.02% with PUFAs production of 51.94% and 42.39% at 28 °C and 15 °C, respectively.
From the results obtained, it was conceived a Plackett-Burmann design to investigate the main
effects of temperature (15-25 °C), pH (4.0-6.0), agitation (120-200 rpm), corn steep liquor
concentration (5-15% (v/v)) and sucrose (60-180 g/L). The largest production of PUFASs
(55.75%) was observed in the smallest evaluated temperatures (15 °C), whereas the maximum
lipid production was 5.54% at 25 °C. Lower lipid contents were produced using industrial
medium compared to the results obtained with synthetic medium. PUFAs profiles were
similar in the culture media evaluated.

Keywords: Polyunsaturated fatty acids, omega-3, fungi selection, submerged fermentation.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos diversas pesquisas cientificas vém destacando a
importancia dos acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) para a satude humana. Alguns acidos
graxos poli-insaturados sdo considerados essenciais, pois ndo sdo produzidos pelo organismo,
necessitando ser ingeridos através dos alimentos.

Os acidos graxos sdo constituintes das células, exercem funcdes estruturais,
energética, sinalizadora, entre outras. Os PUFAs abrangem as familias n-6 e n-3 (6mega-6 e
Omega-3), tais como &cido linoleico e a-linolénico, os quais sdo considerados essenciais
(CLEMENTE, 2007). Acidos graxos que possuem mais de 16 &tomos de carbono s&o
denominados de cadeia longa. Ja aqueles com cadeia carb6nica maior que 20 atomos, sao
denominados acidos graxos de cadeia muito longa.

Os é&cidos graxos poli-insaturados, dmega-3, apresentam efeito na protecdo contra
varias doencas, dentre elas cardiovasculares, psiquiatricas, neuroldgicas, dermatologicas e
reumatologicas (ASSY, 2009). O acido a-linolénico (ALA), que pertence e da origem ao
O0mega-3, permite a formacdo de dois importantes acidos graxos de cadeia longa: o &cido
eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosaexaenoico (DHA). Pesquisas mostram que esses
acidos graxos sao capazes de ajudar no combate de doencas cardiovasculares, conter reacoes
inflamatdrias e sdo fundamentais para o desenvolvimento do sistema nervoso (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2002).

Atualmente, as principais fontes de acidos graxos 6mega-3 sdo através do Oleo de
peixe de &guas profundas e frias, e em menor quantidade também pode ser encontrados em
oleaginosas e 6leo de linhaca, ovos enriquecidos e leite fortificado (ETHIER, 2010).

No longo prazo, o 6leo de peixe marinho ndo serd capaz de atender a demanda
crescente por este acido graxo, tendo em vista que a populacdo de peixes podera diminuir
drasticamente ou até mesmo desaparecer devido a pesca exploratoria. Além disso, a producéo
dos acidos graxos essenciais n-3, a partir de 6leos de peixe apresenta alguns inconvenientes,
como odor ndo atrativo, contaminacdo, instabilidade e custo elevado de purificacdo (WEN;
CHEN, 2001).

O 4cido graxo essencial linoleico é representante da familia édmega-6, o qual é
facilmente encontrado em O&leos vegetais, especialmente nos de milho, algoddo, soja,
gergelim, girassol e canola. O &cido linoleico é convertido no organismo em outro acido

graxo desta familia, denominado acido y-linoleico, sendo, posteriormente, transformado no
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organismo em acido araquiddnico. Nas doencas cardiovasculares a participacdo dos &cidos
graxos 6dmega-6, em perfeito equilibrio com o émega-3, € de fundamental importancia, uma
vez que o Omega-6 auxilia na diminuicdo dos niveis de colesterol total e do chamado
“colesterol ruim” (LDL), contribuindo para a reducdo das mortes por doencas cardiacas
(REGITANO-D'ARCE, 2006).

Os &cidos graxos monoinsaturados (MUFAS) também apresentam um efeito benéfico
juntamente com os PUFAs na reducdo do risco de doencas cardiovasculares. Uma dieta rica
em MUFAs, com o 4cido oleico (6mega-9), conduz a uma reducdo da glicose e da pressdo
arterial e aumenta os niveis do colesterol HDL (FORNAZZARI et al., 2007).

Pesquisas relativas a producdo de acidos graxos poli-insaturados utilizando fungos por
fermentagdo submersa tém crescido nos ultimos anos. Entretanto, énfase tem sido dada para o
screening de cepas mais eficientes, utilizando substratos sustentaveis com o cultivo em
condigdes Otimas para a promogdo do maximo rendimento em &cidos graxos poli-insaturados
(JANG et al., 2005). Portanto, a producdo de PUFAs, principalmente com altas concentracdes
de n-3 e n-6, € um grande desafio e a busca por micro-organismos oleaginosos, como
alternativas para a producéo de oleo tém crescido consideravelmente (ARJUNA, 2014).

Vaérios fungos, especialmente cepas pertencente ao género Mortierella, sdo conhecidos
na literatura por produzir elevada quantidade de acidos graxos poli-insaturados. No entanto, o
principal desafio na producdo dos acidos graxos poli-insaturados ¢ a selecdo de uma cepa que
produza grande quantidade de biomassa e apresente alto rendimento de acidos graxos n-3 e n-
6 (LI et al, 2008). Embora se tenha conhecimento dos principais micro-organismos
produtores de A&cidos graxos poli-insaturados, hd um grande interesse no uso da
biodiversidade brasileira para o isolamento de micro-organismos potenciais para este
processo. Como se sabe, o Brasil apresenta uma grande biodiversidade ainda pouco explorada
em termos da avaliacdo/selecdo de micro-organismos para serem usados em processos
biotecnologicos. Entre os Biomas de grande interesse para o Estado do Rio Grande do Sul
tem-se 0 Bioma Pampa, o qual constitui importante biodiversidade para o estado, tratando-se

de um patriménio natural, genético e cultural de importancia nacional e global.



11

Nesse sentido, a selecdo de micro-organismos a partir do bioma Pampa para a
producdo de &acidos graxos poli-insaturados é uma alternativa para o desenvolvimento
econdmico e sustentavel do pais a partir de processo biotecnoldégico com 0  micro-organismo
selecionado.

Em vista do que foi exposto, o presente trabalho teve como objetivo principal
selecionar cepas de fungos isolados no bioma Pampa com capacidade para a producédo de

PUFAs, através de fermentacdo submersa.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Selecionar fungos produtores de lipideos no Bioma Pampa, visando a producdo de

acidos graxos poli-insaturados (PUFAS) através de processo fermentativo.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar e selecionar fungos produtores de &cidos graxos poli-insaturados no bioma
Pampa.

e Avaliar a influéncia da temperatura na producao de lipideos e perfil dos acidos graxos.

e ldentificar taxonomicamente, através de biologia molecular, o fungo selecionado para
producéo de &cidos graxos.

e Avaliar o processo fermentativo em escala de bancada, através do estudo da influéncia
da composicdo do meio, agitacdo, temperatura e pH na producdo de acidos graxos

poli-insaturados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Lipideos

Os lipideos sdo compostos organicos altamente energéticos, conhecidos também como
gorduras, apresentam em sua composi¢do &cidos graxos essenciais ao funcionamento do
organismo e também atuam no transporte de vitaminas lipossoliveis. S&0 compostos nédo
soliveis em A&gua, mas sollveis em solventes organicos, tais como: hexano, benzeno,
cloroférmio, metanol, éter, acetona (SANTOS; XAVIE; MOREIRA, 2012).

A classificacdo dos lipideos depende da sua composi¢do, quando estes sdo formados
por carbono, hidrogénio e oxigénio, sdo classificados como lipideos simples, e sdo divididos
em dois grupos. O grupo composto pelos triglicérides ou glicerideos, formados quando o
alcool é o glicerol e o grupo composto por ceras ou cerideos, formados quando o alcool tem
um massa eminente. Ja os lipideos complexos, além de apresentarem na sua estrutura a
composicao encontrada nos lipideos simples, como carbono, hidrogénio e oxigénio, englobam
em sua estrutura o nitrogénio, fosforo, entre outros. Sdo encontrados dois tipos de lipideos
complexos, os fosfolipideos, que completam as membranas celulares e os esteroides, que sao
lipideos formados pelo colesterol (SANTOS; XAVIE; MOREIRA, 2012).

As funcdes dos lipideos sdo complexas e diversas, algumas cruciais para o bom
funcionamento do organismo, entre estas funcGes estdo: cofatores enzimaticos,
transportadores de elétrons, ancoras hidrofobicas, agentes emulsificantes, horménios e
mensageiros intracelulares (OYAMA et al., 2001). Os lipideos séo constituintes importantes
de células e tecido humano e tem varias funcdes importantes no metabolismo relacionadas

com o crescimento e manutencdo do corpo (ARJUNA, 2014).

3.2 Fungos produtores de lipideos

Os fungos sdo organismos eucarioticos, uni ou pluricelulares, heterotrofos e podem se
reproduzir de forma sexuada ou assexuadamente (MALAJOVICH, 2012). Sé&o
predominantemente aerébios, com temperatura 6tima de crescimento entre 25 e 30°C e pH
entre 4 e 7. Os fungos filamentosos, devido a capacidade de crescer em substratos simples e

de baixo custo, e por apresentarem uma grande capacidade de produzir diversos metabolitos,
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vém despertando um grande interesse para 0 uso biotecnoldgico (MEYER, 2008). S&o
utilizados em muitos processos industriais como na producdo de enzimas, vitaminas,
polissacarideos, pigmentos, lipideos e glicolipideos.

Micro-organismos oleaginosos sao as espécies oleaginosas com contetdo de 6leo 20%
em relacdo a biomassa (MENG et al., 2009). As algas, leveduras e fungos filamentosos sdo
conhecidos devido a sua capacidade de acimulo de lipideos (CARVALHO, 1994).

O armazenamento de lipideos depende, primeiramente, da sua fisiologia, condicGes
ambientais e a quantidade de nutrientes, além da temperatura e pH (BEOPOULOS et al.,
2009). Os organismos iniciam o acumulo de lipideos sob condi¢des limitantes de nitrogénio e
na presenca de uma fonte de carbono em excesso, assim uma alta razdo de C/N
(carbono/nitrogénio), proxima de 100, é um requisito basico para o acumulo de lipideos
(MULDER et al., 1962).

O o0leo produzido por fungos oleaginosos tém sido extensivamente estudado para a
producdo de é&cidos graxos poli-insaturados (PUFAs) devido ao numero elevado de
insaturacdes em relacdo aos lipideos acumulados pelas leveduras (PAPANIKOLAOQU;
AGGELIS, 2011). Entretanto, as leveduras tém enorme importancia devido a um elevado
acumulo de lipideos (BEOPOULOS et al.,, 2009). Pertencente a este grupo, 0S micro-
organismos mais conhecidas sdo do género Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Rhizopus,
Thichosporon e Yarowia.

As especies de fungos, como Aspergillus terreus, Claviceps purpurea, Tolyposporium,
Mortierella alpina, Mortierella isabelina também apresentam a caracteristica de acumular
lipideos. A maioria desses fungos produz acidos graxos da familia 6mega-3 como o DHA,
EPA e da familia dmega-6 como o &cido araquiddnico (LI; DU; LIU, 2008).

Os lipideos produzidos por micro-organismos sdo sintetizados durante o processo de
crescimento como parte de seu processo metabdlico e como reserva de carbono. A
composicdo dos lipideos, quantidade e qualidade sdo variaveis, e dependem da espécie do
micro-organismo, fase de crescimento, condi¢cbes ambientais e substratos do meio de cultivo
(SILVA, 2011).

Variedades de sacarideos e culturas energéticas tém sido investigadas como substratos
no cultivo de micro-organismos oleaginosos para o acumulo de lipideos. Exemplos relatados

recentemente encontram-se resumidos na Tabela 1. Alguns micro-organismos oleaginosos



15

tém demonstrado serem capazes de utilizar diferentes fontes de carbono como glicose,
frutose, xilose, sacarose e amido para acumulo de lipideos.

E possivel observar, por meio da Tabela 1, que 0s micro-organismos que apresentaram
maiores rendimentos na producdo de lipideos foram as espécies Cryptococcus curvatus e
Epicoccum purpurascens. Essas espécies quando cultivadas utilizando, respectivamente
glicose e sacarose como fonte de carbono apresentaram um rendimento lipidico nessa ordem
de 82,7 e 80%. Também pode-se verificar que no trabalho realizado por Papanikolaou et al.
(2010), a espécie Thamnidium elegans quando cultivada utilizando, glicose, frutose e
sacarose, mostrou que independentemente da fonte de carbono utilizada, quantidades elevadas
de lipideos podem ser acumulados no interior do micro-organismo, que nesse caso variou de
64,1-65,9%. Deve-se levar em consideracdo que os valores dos resultados do teor de lipideos
foram calculados em relagdo biomassa seca e 0 meio de cultivo das diferentes espéecies de
fungos foi diferenciados, sendo eles, fornada, fedbatch, cultura submersa com luz e

fermentacdo em estado semi-sélido.
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Tabela 1- Quantidade de lipideos acumulados por diferentes espécies de micro-organismos

Espécies Fonte de carbono Lipideo Fonte
(% bimassa seca)

Cryptococcus curvatus Glicose 82,7 Zhang et al. (2011)
Thamnidium elegans Glicose 64,1 Papanikolaou et al. (2010)
Thamnidium elegans Frutose 65,9 Papanikolaou et al. (2010)
Thamnidium elegans Sacarose 64,6 Papanikolaou et al. (2010

Epicoccum Sacarose 80,0 . Koutb e Morsy (2011)
eurpurascens
Candida curvata Xilose 48,6 Evans e Ratledge (1983)
Chlorella Amido de 26,5 . Wei (2009)
protothecoides mandioca
Lipomyces starkeyi Fécula de batata 40,0 Wild (2010)
Rhodotorula Amido de 47,9 Zhao et al. (2010)
mucilaginosa mandioca

Mortierella isabellina ~ Casca de arroz 64,3 Economou et al. (2011)

hidrolisado

Mortierella isabellina Farelo de trigo 53,0 Zeng et al. (2013)

Metschnikowia lignocelulose 40,0 Santamauro et al. (2014)
pulcherrima
Colletotrichum sp. e Glicose, sacarose, 50,0 Dey et al. (2011)
Alternaria sp. frutose, lactose e
xilose

Cryptococcus curvatus Glicerina 52,0 Liang et al. (2010)

Torulaspora globosa Glicose 45,7 Leesing e Baojungharn
YU5/2 (2011)
Rhodotorula Glacialis Glicose 68,0 Amaretti et al. (2010)

DBVPG 4785
Mortierella isabellina Soro de leite 21,3 Demir et al. (2013)
coalhado
Aspergillus terreus Bagaco de cana- 19,0 Kamat et al. (2013)
de-acucar
T. spathulata e K. Glicerol bruto 53,3 Kitcha e Cheirsilp (2011)
ohmeri
Aspergillus terreus Glicose 54,0 Khot et al. (2012)
IBB M1
Rhodosporidium Residuos da 41,0 Kiran et al. (2013)
toruloides producdo de

biodiesel (glicerol
Industrial)
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Os 6leos microbianos sdo diferentes em composicdes e propriedades, alguns micro-
organismos oleaginosos podem acumular lipideos rapidamente com composi¢do de &cidos
graxos semelhantes a de 6Oleos vegetais. Além disso, o 6leo microbiano apresenta vérias
vantagens em relacdo ao 6leo de vegetais, tais como ciclo de vida curto e ndo ha necessidade
de terrenos agricolas para a sua producéo (JINGYANG et al., 2012).

3.3 Extracdo de lipideos

A extracdo de lipideos ¢ uma determinacdo de grande importancia em analises
bioquimica, fisiologica e nutricional dos mais variados tipos de amostras, portanto, deve ser
realizada com exatiddao e precisdo. Algumas dessas amostras necessitam de uma atencédo
especial para a obtencdo da fracdo lipidica, pois alguns fatores como coextracdo dos
componentes ndo lipidicos e a oxidacdo indesejada podem intervir no resultado da
propriedade final da fracdo lipidica (BRUM; ARRUDA; REGITANO-D ARCE, 2009).

O processo de extracdo de lipideos a partir de micro-organismos exige o rompimento
celular que pode ser realizado utilizando processos quimicos, fisicos ou bioquimicos. A
definicdo dos solventes a serem utilizados no processo, é um fator de extrema importancia que
deve ser levado em consideracdo. Na grande maioria dos processos € utilizada uma mistura de
solventes objetivando uma maior eficiéncia de extracdo (SILVA, 2011)

A escolha de solventes para a extracdo de lipideos deve ser realizada baseando-se em
varios fatores adicionais como volatilidade, capacidade para formar um sistema de duas fases
com agua (para remover ndo-lipideos), custo, toxicidade, poder de extracdo para as diferentes
classes de lipideos, entre outros (HARA; RADIN, 1978).

Metodologias aplicando procedimentos quentes e frios sdo amplamente utilizadas para
a extracdo de 6leo. Dentre os métodos de extracdo de lipideos totais encontrados na literatura,
destaca-se 0 método de Soxhlet (1879), que envolve o uso de um extrator, em que o solvente
quente (proximo da sua temperatura de ebulicdo) passa pelo interior da amostra durante um
tempo prolongado, em geral entre 5 a 8 horas. Apesar de ser um método muito utilizado, este
periodo prolongado de refluxo do solvente, pode conduzir a degradacdo de compostos
termossensiveis, devido ao seu longo periodo de exposi¢do ao calor. Um dos processos de
extracdo lipidica mais eficaz, que supera os obsticulos mencionados no método citado

anteriormente, € a metodologia de Bligh e Dyer (1959). Esta metodologia consiste numa
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extracdo a frio com um mistura de cloroférmio-metanol, e ndo requer qualquer equipamento
especial, e a analise é mais rapida. No entanto, solventes volateis e toxicos sdo utilizados
neste método (DIAS et al., 2013).

Alguns métodos alternativos de extracdo de lipideos vém sendo desenvolvidos, 0s
quais sdo baseados em misturas que contém alcano-alcool-a4gua, tais como: hexano-
isopropanol-agua. Essas misturas tém sido propostas como um sistema de solventes menos
toxicos, de menor custo de menor extracdo de substancias nao lipidicas quando comparadas
com a mistura de cloroféormio-metanol-dgua (TANAMATI et al., 2010). Outros métodos
alternativos com base na reducdo de volume de solvente foram propostos como, extracdo em
fase sélida, extracdo com fluido supercritico e extracdo assistida por micro-ondas. Apesar de
esses métodos apresentarem vantagens em questdes ambientais e de seguranca laboratorial,
eles s80 menos usuais para extracao de lipideos, pois 0s equipamentos e materiais requeridos

no processo sao de alto custo (DIAS et al., 2013).

3.4 Composicédo dos acidos graxos presentes em micro-organismos oleaginosos

Os é&cidos graxos sdo constituidos de uma cadeia carbdnica apolar e um grupo
carboxila polar, sendo representados pela formula geral RCOOH. Esse composto pode néo
apresentar ramificacdo e possuir entre 4 a 36 atomos de carbono. Os compostos que
apresentam entre 16 e 18 atomos de carbonos em sua estrutura sdo mais frequentemente
encontrados. Esses acidos podem ser encontrados na natureza na forma saturada, apenas
ligacGes simples e cadeias planas, ou também podem ser encontrados na forma insaturada,
constituidas por uma ou mais liga¢6es duplas (SILVA, 2011).

Os PUFAs (acidos graxos poli-insaturados) contém na sua estrutura um namero entre
18 a 22 carbonos e sdo compostos pelas familias dmega-3 e dmega-6. Os acidos graxos da
familia 6mega-3 sdo designados desta forma, pois apresentam a primeira dupla ligacdo entre o
terceiro e o quarto &tomo de carbono, enquanto os acidos graxos da familia 6mega-6 contém a
primeira dupla ligacéo entre o sexto e o sétimo atomo de carbono (MAHECHA et al., 2002).

A localizacdo e o numero das duplas ligacdes vdo determinar as propriedades fisicas e
quimicas dos PUFAs. As familias de n-3 e n-6 atuam em conjunto para regular 0s processos

bioldgicos e possuem diferentes fungdes fisioldgicas
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Os &cidos graxos essenciais, linoleico, ( n-6), a-linolénico, (n-3), ndo sdo produzidos
pelo organismo humano, pois na célula dos mamiferos ndo ha dessaturase que atue além da
posicdo do carbono-9. Desta forma devem ser obtidos a partir da ingestdo de alimentos ricos
nestes acidos graxos (MAHECHA et al., 2002). Um resumo dos principais &cidos graxos poli-
insaturados da familia n-3 e n-6 que podem ser obtidos a partir da dieta, pode ser observado

na Tabela 2.

Tabela 2 - Principais acidos graxos poli-insaturados que podem ser obtidos a partir da dieta.

Acido Abreviatura

Familia n-3

9, 12, 15- Octadecatrienoico (linolénico) C18:3n-3
5, 8, 11, 14, 17-Eicosapentanoico (EPA) C20:5n-3
4,7, 10, 13, 16, 19-Docosaexandico (DHA) C22:6 n-3
Familia n-6

9, 12-Octadecadienoico (linoleico) C18:2n-6
5, 8, 11, 14-Eicosatetraenoico (araquiddnico) C20:4 n-6

Fonte: RASERA, 2012.

Os lipideos produzidos por micro-organismos apresentam em sua COMpOSIGao
principalmente os &cidos graxos: palmitico (C16:0), estedrico (C18:0), oleico (C18:1),
linoléico (C18:2), a-linolénico (C18:3), que é semelhante a composicdo encontrada em dleos
vegetais (JINGYANG, et al., 2012).

Um resumo da composicao dos &cidos graxos de 6leo microbiano obtido a partir de
varios micro-organismos oleaginosos, utilizando diferentes fontes de carbono é fornecido na
Tabela 3. Os acidos graxos encontrados em maior quantidade sdo o palmitico (C16: 0),
estearico (C18: 0), oleico (C18: 1), linoleico (C18: 2) e linolénico (C18: 3). Nesta tabela
também pode se perceber que o perfil de acidos graxos depende de cada espécie. Por
exemplo, apesar de utilizar a mesma fonte de carbono, glicose, a Chlorella protothecoides
apresenta em seu perfil de &cidos graxos um maior teor de acido linoleico em comparacgédo
com leveduras e fungos oleaginosos, e Elegans thamnidium contém um alto teor de acido

oleico, enquanto a Rhdotorula glutinis é relativamente rica em acido estearico.
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Tabela 3- Resumo da composicdo dos acidos graxos de éleo microbiano

A Fonte de . . . .
Espécies carbono  C12-C14 C16 C18:0 C18:1 Cl18:2 C18:3 C20-C22
Scenedesmus CO, 0,2 251 2.3 0,9 190 415 0,8
obliquus
Chlorella CO, N/D 26,1 1.3 24.8 47,8 N/D N/D
vulgaris
Chlorella CO; N/D 288 37 179 208 1272 N/D
zofingiensis )
Glicose N/D 239 1.2 352 20,2 8,3 N/D
Chlorella Glicose N/D 236 3,9 27,1 30,2 6,0 N/D
protothecoides
Amido de N/D 249 0,7 24,6 31,4 6,0 N/D
mandioca
Rhdotorula Glicose ND 249 322 248 03 0,4 N/D
glutinis Xilose ND 382 280 74 50 N/ID N/D
Glicerina N/D 16,0 21,9 18,0 15,9 1.8 N/D

Rhodotorula Tubgrculo 1,4 236 91 54,7 11,3 N/D N/D

e
mucilaginosa  alcachofa

de
Jerusalém
Yarrowia Palha de N/D 5,7 0,8 55,3 20,9 N/D N/D
lipolytica trigo
Lipomyces Palha de N/D 37,1 55 45,1 49 N/D N/D
starkeyi trigo
Cryptococcus Glicerol N/D 23,0 16,7 39,6 152 N/D N/D
curvatus bruto
Candida curvata  Glicose N/D 33,0 12,0 429 7,3 N/D N/D
Sacarose N/D 324 11,3 420 6,7 N/D N/D
Xilose N/D 41,2 140 43,0 3,5 N/D N/D
Etanol N/D 265 125 49,0 8,9 N/D N/D
Elegans Glicose N/D 21,8 6,0 55,9 10,5 5,0 N/D
Thamnidium
Frutose N/D 26,1 8,4 56,0 6,8 1,8 N/D
Sacarose N/D 286 5,3 52,8 7,4 5,5 N/D

Nota: N/D = Ndo disponivel. Niumeros de 0 a 3 indica o grau de insaturacdo para C18.
Fonte: INGYANG et al.,2012.
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O 6leo acumulado pelos fungos oleaginosos é mais insaturado do que o 6leo
produzido por leveduras. Esta é a principal razdo pela qual os fungos oleaginosos sdo
principalmente utilizados, a fim de produzir lipideos ricos em éacidos graxos poli-insaturados
de interesse médico e dietético como o &cido linolénico, éacido araquiddnico, &cido
docosaexaenoico, acido eicosapentanoico, etc, (PAPANIKOLAOU; AGGELIS, 2011).

Acidos graxos, tais como o 4cido araquidonico, acido docosahexaenoico, 4cido -
linolénico e acido eicosapentaenoico, sdo de grande importancia devido aos seus efeitos
benéficos sobre o desenvolvimento do cérebro infantil, funcdo do sistema cardiovascular,
entre outros (MARTINEZ et al., 2015).

3.5 Fungo do género Nigrospora.

Nigrospora é um fungo dematiaceo filamentoso, largamente disseminado no ambiente
como solo, plantas e sementes, apresentando-se como um contaminante comum. Cresce
rapidamente na forma de colbnias com textura lanosa, e num periodo de trés a quatro dias
recobre totalmente uma placa de meio BDA (batata, dextrose, agar), numa temperatura de 25
°C. As colbnias apresentam-se inicialmente com micélio branco que ao passar do tempo
torna-se cinza com areas negras. Na cultura, a cor da colnia escurece em propor¢do com o
aumento da quantidade de esporulacdo durante a incubacdo. Algumas espécies deste fungo
podem levar mais de trés semanas para esporular (KANIA, 2014).

O Nigrospora € um frequente patégeno de plantas, afetando gréos e frutas. Sdo muito
comuns em sementes de um grande namero de hospedeiros, sendo frequentemente encontrado
em sementes de soja (GOULART, 2004). Analisado microscopicamente em laboratorio,
Nigrospora, apresenta hifas septadas e hialinas, conidioforos também hialinos, ou levemente
pigmentados. As células conidiogénicas nos conidi6foros sdo infladas e com formato de
ampola. Essas células apresentam um unico conidio de 14-20 micra de didmetro em seu apice.
Os conidios sdo pretos, unicelulares, levemente achatados (KANIA, 2014).

Como o préprio nome indica, o género Nigrospora, ou “esporos preto” em latim, é
muito facil de ser identificado através do microscopio, por ser unicelular, preto, brilhante,
esporos assexuais (conidios) achatados e muitas vezes com uma linha equatorial incolor
(Figura 1). Os fungos deste género, sdo encontrados principalmente em paises tropicais e
subtropicais e em regides temperadas (DELGADO; SANTO-PIETRO, 2006).
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Figura 1- Fungo do género Nigrospora analisado microscopicamente em laboratério.
Fonte: DELGADO; SANTO-PIETRO, 2006.

Com relacdo a producdo de lipideos, ha um relato de fungos desse género. Peng e
Chen (2007), realizaram uma triagem de cepas para a producdo 6leo microbiano com 141
fungos endofiticos, isolados a partir de caules de plantas oleaginosas. Estes autores
observaram que vinte e seis isolados apresentaram maior acumulo de lipideos, cujos micro-
organismos pertenciam a cinco géneros, incluindo: Microsphaeropsis, Phomopsis,
Cephalosporium, Sclerocystis e Nigrospora. Estes fungos foram cultivados em estado solido
utilizando palha e farelo de trigo como substrato, apresentaram um rendimento de Oleo
variando de 21,3-35,0% (p/p).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos micro-organismos

Foram coletadas plantas daninhas infectadas por fungos em areas de cultivo de arroz e
pastagem do Bioma Pampa. Estas coletas foram realizadas em diferentes locais e épocas do
ano, a fim de obter uma maior diversidade de plantas. As amostras de plantas coletadas foram
armazenadas em sacos plasticos individuais e acondicionadas sob refrigeracdo usando gelo
em caixas de isopor durante o transporte para o laboratério, onde foi realizado o isolamento e
identificacdo das plantas coletadas. Estas coletas ocorreram no periodo de 2012 a 2014. As
espécies coletadas e os locais de coleta podem ser visualizados na Tabela 4 (ANEXO A).

4.2 1solamento dos micro-organismos

O isolamento dos fungos foi realizado em placas de Petri estéreis contendo meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA), incubadas a 28 °C durante 7 dias no escuro (LORENZI,
2006). Apos o crescimento, os fungos foram repicados sucessivamente em placas de Petri, em

BDA, até a obtencdo de colonias isoladas puras.

4.3 Screening

Foram isoladas 150 cepas, as quais foram crescidas para avaliar a producdo de
lipideos. As fermentacdes foram realizadas a partir da transferéncia de 1 disco (6 mm) do
micélio fangico mantido em placa de Petri com meio BDA (ALFENAS; MAFIA, 2007) para
Erlenmeyers contendo 50 mL de meio de cultura, composto por: 10 g/L de glicose, 7,5 g/L de
extrato de levedura; 10 g/L de peptona; 2 g/L de sulfato de aménio (NH,4),SO,4; 1 g/L de
sulfato ferroso (FeSO4.7H,0); 1 g/L de sulfato de manganés (MnSO,.H,O) e 0,5 g/L de
sulfato de magnésio (MgSO,4.7H,0) (YU et al., 1998; SELBMANN et al., 2002; PARRA et
al. 2005 e ZHANG et al., 2012) e pH a 5,8. A fermentacdo foi conduzida em agitador orbital a
120 rpm a 28 °C durante 7 dias.
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Apo6s a fermentacdo, a biomassa fungica foi separada por centrifugacdo a 2500 rpm
durante 5 minutos. O material celular foi lavado com agua destilada e seco em estufa a 50 °C,
durante 48 horas e por fim submetido a extracdo de lipideos. Nesta primeira etapa, os lipideos
foram extraidos por soxhlet e o resultado expresso em percentual de 6leo microbiano por kg
de biomassa.

A partir dos resultados obtidos na etapa de screening, foram selecionadas as cepas
com maior producdo de lipideos para investigacdo do efeito da temperatura de cultivo (15 e
28 °C) na producdo de 6leo microbiano e no perfil de &cidos graxos. A cepa que apresentou
maior producgdo de lipideos e perfil de acidos graxos composto de PUFAs foi identificada e
usada nas demais etapas do trabalho.

4.4 Influéncia de condi¢des de cultivo na producéo de 6leo microbiano pela cepa selecionada

Nesta etapa do trabalho, buscou-se substituir o extrato de levedura e a peptona, devido
0 seu alto custo para utilizacdo em processos industriais, por agua de maceragdo de milho, a
qual € um subproduto da industria de processamento de milho para a producao de xarope de
frutose e apresenta baixo custo (RIVAS et al.,, 2004). Esse substrato mostrou resultados
satisfatorios no crescimento de micro-organismos por ser uma potencial fonte de nitrogénio
(HOCH, 1997). Além de beneficiar o meio de crescimento por ser uma fonte de nitrogénio,
este substrato fornece a maioria dos micronutrientes, vitaminas e fatores estimulantes do
crescimento do micro-organismo e producdo de metabolitos (KUMAR; TAKAGI, 199).

A partir da selecdo da cepa promissora para a producdo de PUFA, foi delineado um
planejamento do tipo Plackett—Burmann para avaliar o efeito da temperatura (15-25 °C), pH
(4-6), agitacdo (120-200 rpm), concentracdo de agua de maceracao de milho (AMM) (5-15%,
v/V) e concentracdo de sacarose (60-180 g/L) no teor de 6leo microbiano e no perfil de perfil

de &cidos graxos.
4.5 ldentificacdo do micro-organismo
O micro-organismo selecionado foi identificado por técnicas de biologia molecular. A

extragdo do DNA foi realizada a partir de aliquotas do pellet do crescimento em meio de

cultura liquido Batata Dextrose (BD) usando o Kit de extragdo ZR Fungal/Bacterial DNA
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Mini Prep (Zymo Research). Apos a extragdo do DNA a completa regido do nrDNA (ITS1-
5.8S-1TS2) para fungos foi amplificada com os primers ITS1 e ITS4 (WHITE, 199). A reacdo
de amplificagdo dos fragmentos alvo foi realizada conforme Baldoni et al. (2012). Os
fragmentos amplificados de DNA foram corados com BlueGreen Loading Dye 1® (LGC
Biotecnologia, Cotia, Brasil), visualizados em gel de agarose (1%) e observados em luz
ultravioleta. Apos, os produtos da PCR foram purificados com o kit Gen Elute PCR clean-up
Kit® (Sigma, Saint Louis, EUA). O sequenciamento das amostras foi realizado no
sequenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Os fragmentos
sequenciados foram analisados utilizando o programa Staden Package 2.0.0b (STADEN et al.,
2003) para a obtencdo das sequéncias consenso. Apds essa etapa as sequéncias consenso,
foram depositadas no GenBank .

A sequéncia consenso do isolado foi comparada com as demais sequéncias
depositadas no GenBank of the National Center for Biotechnology Information (NCBI) por
meio da ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Como resultado da comparacéo, as
sequéncias que apresentaram maiores escores de similaridade e cobertura com a sequéncia
consenso, foram escolhidas para o alinhamento. O alinhamento das sequéncias foi realizado
no programa BioEdit 7.2.5 (HALL,1999), utilizando o algoritmo ClustalW. Foi considerada
do mesmo género a sequéncia que apresentou similaridade maior que 95% com a sequéncia

do isolado.

4.6 Analise dos acidos graxos

Para a determinacdo do perfil de &cidos graxos produzidos, os acilglicerois foram
extraidos da biomassa seca empregando o método descrito por Bligh e Dyer (1959) e a
derivatizacdo foi realizada segundo o método descrito por Hartman e Lago (1973). As
andlises foram realizadas em cromatdgrafo gasoso equipado com detector de ionizacdo em
chama (GC-FID), marca Varian modelo Star3400CX (CA, EUA) e amostrador automatico
Varian, modelo 8200 (CA, EUA). Os ésteres metilicos de &cidos graxos (FAME) foram
separados em coluna capilar SP™-2560 (SUPELCO, Bellefonte, EUA) (100 m x 0,25 mm x
0,20 um). O gés de arraste utilizado foi o hidrogénio a pressdao constante de 25 psi. O injetor
manteve-se no modo split com razdo 50:1 e temperatura de 250 °C. A temperatura inicial da

coluna foi de 120 °C, durante 1 min, aumentando para 240 °C com taxa de 3 °C/min,
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mantendo-se em isoterma por 15 min. O detector manteve-se na temperatura de 240 °C. A
identificacdo dos FAME foi realizada por comparacdo dos tempos de retencdo dos analitos
com padrdoes FAME Mix-37 (P/N 47885-U; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Os resultados

foram expressos em percentual da area total dos cromatogramas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Screening dos fungos

A Figura 2 apresenta as cepas com maior producdo de lipideos das 150 linhagens de fungos
isoladas do Bioma Pampa.
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Figura 2 — Cepas com maior teor de lipideos das 150 isoladas no Bioma Pampa.

Dos resultados apresentados na Figura 2, sete cepas apresentaram um teor de lipideos
superior a 7%, sendo elas: SPI1165 (11,48%), SO71 (9,87%), SP142 (9,42%), SPI11 (8,87%),
BA38 (8,21%), S082 (7,63%), SPII53 (7,25%). A quantidade de lipideos encontrado nessas
cepas foi relevante, comparando com resultados encontrados na literatura, sendo reportados
micro-organismos com producdo de até 20% de lipideos (PAPANIKOLAU; AGGELIS,
2011).

A Tabela 5 apresenta o teor de lipideos das 150 cepas isoladas no Bioma Pampa. As
cepas que apresentaram maior producdo de lipideos foram selecionadas para avaliar qual o

efeito da temperatura na producéo e perfil dos acidos graxos.



Tabela 5 - Producdo de lipideos das 150 linhagens de fungos isoladas do Bioma Pampa.

Codigo 9% lipideos Cddigo 9% lipideos Cddigo 9% lipideos  Cédigo 9% lipideos Cdédigo % lipideos  Codigo % lipideos
SPI11 8,87 SPI1142 0,34 BA314 3,33 S084 0,03 BA21 4,88 S0211 2,22
SPI143 3,41 SPII13 0,62 BA12 2,35 S0O18 3,32 VP75 2,42 SO75 0,87
SPII51 5,27 SPI1I33 2,79 VP86 2,51 S0O52 2,52 VP55 1,30 VP82 2,02
SPII72 1,61 SPII11 3,30 S027 0,90 S029 0,33 BA35 0,93 S012 1,05
SPII63 0,48 SPII35 1,21 BA53 4,59 BA36 0,18 S081 4,88 S0210 1,60
SPI41 6,32 SPI1138 2,11 BAG66 1,36 VP47 0,44 VP61 3,93 SO111 5,53
SPI1I37 3,65 SPII57 1,25 BA15 0,35 RS23 0,22 SO11 1,61 S042 1,45
SPI45 0,85 SPI1156 0,07 BAll 1,82 VP77 1,63 SO71 9,87 SO74 2,22
SPI1153 7,25 SPII61 0,71 BA38 8,21 S032 3,95 VP85 2,23 BJ11 1,35
SPI1165 11,48 SPII55 0,10 OR22 1,68 S094 2,03 BR31 1,79 S0113 1,46
SPII54 5,37 BA39 2,90 BA313 0,99 S0105 0,10 50210 1,50 VP12 2,26
SPII64 511 VP88 1,71 BA55 0,69 S021 0,20 BA23 2,32 BA61 3,31
SP142 9,42 BA13 0,17 S013 1,35 RS27 0,17 S0104 1,30 BAG3 1,92
SPI114 3,62 BA311 0,22 S0131 1,99 S082 7,63 VP61 2,69 VP67 0,87
SPII36 3,18 VP22 1,83 BA312 1,72 50102 0,19 S041 3,79 VP84 4,25
SPI143 5,48 BA57 2,35 BA67 0,43 S062 0,88 BA31 0,75 BA34 1,39
SPII23 3,11 BA64 1,81 S0116 1,00 S028 2,31 VP65 1,04 S025 2,25
SPI162 1,22 OR12 0,90 BA51 3,95 S0112 4,79 BAS58 0,86 S0115 0,25
SPII32 0,12 BA41 1,21 VP64 3,40 S0134 2,09 S091 1,38 S0132 1,05
SPI122 2,63 BAl4 1,07 S034 0,27 S0114 0,43 S0122 1,16 BA54 0,57
SPII36 0,89 VP85 2,05 S013 3,93 BAG2 1,75 SO74 1,13 S073 2,43
SPII14 5,82 OR11 0,17 OR15 0,02 OR21 1,10 SO72 0,18 RS21 1,23
SPII24 2,07 BA65 1,02 S031 0,05 S072 0,09 BAS52 0,98 RS24 3,12
SPII34 3,06 BA64 3,85 S054 2,67 VP82 2,06 S015 1,34 DF21 1,25
SPII31 0,62 OR13 6,11 BA37 2,45 DF22 2,24 DP14 3,33 DP13 3,12

28



29

5.2 Efeito da temperatura na producgdo de acidos graxos

A Tabela 6 apresenta os resultados das sete cepas selecionadas como maiores
produtoras de lipideos cultivadas a 15 e 28 °C.

Tabela 6 - Producdo de lipideos em diferentes temperaturas pelas cepas selecionadas.

Cepas Lipideos Totais (%, p/p) (28 °C) Lipideos Totais (%, p/p) (15 °C)
SPI11 8,17 3,83
BA38 8,10 4,44
S082 6,98 1,70
SP142 8,40 3,57
SO71 9,55 0,00
SP1165 11,28 6,02
SPI1153 6,84 3,21

O teor de lipideos diminuiu significativamente com a reducdo na temperatura de
cultivo. Na temperatura de 28 °C os teores de lipideos variaram de 6,84 a 11,28% e a 15 °C
essa variacao foi de 1,7 a 6,2%. A cepa que apresentou maior acumulo de lipideos tanto a 28
°C quanto a 15 °C foi a cepa codificada como SP1165 com 11,28% e 6,02%, respectivamente.
E importante ressaltar que os resultados apresentados na Tabela 6 para a temperatura de 28 °C
sdo similares aos apresentados na Tabela 5 para 0S mesmos micro-organismos nas mesmas
condicdes, mostrando haver reprodutibilidade nos resultados. As Tabelas 7 e 8 apresentam o0s

perfis de &cidos graxos das sete cepas avaliadas a 28 °C e 15 °C, respectivamente.



30

Tabela 7 - Perfil de &cidos graxos dos sete fungos selecionados e cultivados a 28 °C.

C20:2 C20:3n3
Cédigo C14:.0 C15:0 C16:0 C16:1 C17:0 C18:0 C18:1n9t C18:1n9c C18:2n6c C18:3n6 C20:1n9 C18:3n3 cis-11,14 C20:4n6  cis-11,14,17 C24:1n9 > SFA YMUFA >PUFA
SP1ll 0,31 027 20,72 291 0,16 9,56 - 24,84 37,11 - - 1,06 0,16 0,13 - 0,28 31,02 28,03 38,46
BA38 0,30 030 2002 2,74 0,23 8,35 - 21,57 42,05 - - 1,11 - 0,18 - 0,48 29,02 24,79 43,34
S082 0,60 0,11 2852 0,35 014 12,98 0,18 34,76 18,34 - 0,12 1,39 0,12 0,08 - - 42,35 3541 19,93
SPI142 0,42 023 2331 124 0,32 8,45 0,14 28,09 32,29 - 0,17 3,12 0,14 - - - 32,73 29,64 35,55
SO71 041 034 2209 0,89 0,39 6,68 - 12,3 52,36 - - 3,16 0,29 - - - 29,91 13,19 55,81
SPII65 0,22 022 2098 1,17 0,32 4,25 - 19,24 43,68 0,15 0,23 7,7 0,23 - 0,18 - 25,99 20,64 51,94
SPII53 0,38 021 2211 1,24 8,35 0,38 - 29,37 32,06 - 0,26 2,82 0,25 0,17 - 0,24 31,43 31,11 353

Codigo - (nomenclatura dos fungos); C14:0 - (Acido Miristico); C15:0 - (Acido Pentadecantico); C16:0 - (Acido Palmitico); C16:1 - (Acido Palmitoléico); C17:0 - (Acido Heptadecanoico); C18:0 - (Acido Esteérico); C18:1n9t -
(Acido Elaidico); C18:1n9c¢ - (Acido Oléico); C18:2n6¢ - (Acido Linoléico); C18:3n6 - (Acido vy -linolénico); C20:1n9 - (Acido cis-11-Eicosendico); C18:3n3 - (Acido a-linolénico, ALA); C20:2 cis-11,14 - (Eicosadiendico);
C20:4n6 - (Acido araquiddnico); C20:3n3 cis-11,14,17-(eicosatriendico, ETE); C24:1n9 - (Acido Nervénico); Y'SFA - (Somatéria do 4cidos graxos saturados); YMUFA - (Somatoria dos 4cidos graxos monoinsaturados); Y PUFA
(Somatéria dos acidos graxos poli-insaturados).

Tabela 8 - Perfil de acidos graxos dos sete fungos selecionados e cultivados al5 °C.

C20:2 C20:3n3
Cédigo C14:.0 C15:0 C16:0 Cl16:1 C17:0 C18:0 C18:1n9t C18:1n9c C18:2n6c C20:0 C18:3n6 C20:1n9 C18:3n3  C21:0 cis-11,14 cis-11,14,17 >SFA YMUFA YPUFA

SP1lIl 0,69 0,18 30,63 2,07 0,09 12,88 0,15 27,7 16,31 0,42 0,08 0,06 8,69 0,06 - - 44,95 29,98 25,08
BA38 0,77 0,63 25,17 1,81 044 1595 - 16,52 23,46 0,51 0,15 0,1 14,45 0,05 - - 43,52 18,43 38,06
S082 1,76 0,07 39,74 2,47 0,07 57 0,12 29,15 12,94 0,16 0,08 0,07 7,59 - 0,04 0,04 47,5 31,81 20,61
SPI142 1,87 044 33,01 2,69 041 12,33 - 13,12 23,93 0,32 0,14 0,1 11,53 - - 0,12 48,38 1591 35,72
SO71 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

SP1165 1,57 0,43 27,94 3,47 0,48 10,63 - 12,77 28,9 0,19 0,13 0,13 13,23 - 0,13 0,13 41,24 16,37 42,39
SPI1153 0,93 0,13 28,75 1,57 0,16 8,98 0,29 14,32 32,12 0,25 0,13 01 12,07 - 0,09 01 39,2 16,28 44,51

Cadigo - (nomenclatura dos fungos); C14:0 - (Acido Miristico); C15:0 - (Acido Pentadecandico); C16:0 - (Acido Palmitico); C16:1 - (Acido Palmitoléico); C17:0 - (Acido Heptadecandico); C18:0 - (Acido
Estearico); C18:1n9t - (Acido Elaidico); C18:1n9c - (Acido Oléico); C18:2n6¢c - (Acido Linoléico); C20:0 - (Araquidico); C18:3n6 - (Acido y -linolénico); C20:1n9 - (Acido cis-11-Eicosendico);
C18:3n3 - (Acido o-linolénico, ALA); C21:0 - (Enicosanéico); C20:2 cis-11,14 - (eicosadiendico); C20:3n3 cis-11,14,17-(eicosatriendico, ETE); Y'SFA - (Somatéria do 4cidos graxos saturados); YMUFA -
(Somatdria dos acidos graxos monoinsaturados); > PUFA (Somatéria dos acidos graxos poli-insaturados).
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Para ambas as temperaturas investigadas, os &cidos graxos majoritarios produzidos
pelos 0s micro-organismos selecionados foram &cido palmitico (C16:0), éacido oléico
(C18:1n9c — n-9), acido linoleico (C18:2n6c - n-6) e &cido estearico (C18:0). Dos &cidos
graxos séo essenciais para a dieta humana, verificou que o linoleico (C18:2n6c), representante
da familia 6mega-6, variou entre 18,34 a 52,36%. O &cido oleico (C18:1n9c), da familia
O0mega-9, apresentou concentragéo entre (12,30 e 34,76%). Em menor quantidade, se obteve o
acido a-linolénico (C18:3n3), da familia dmega-3 que variou de 1,06 a 7,70%. O total de
acidos graxos insaturados (PUFA + MUFA) variou na faixa de 60-70% do total de acidos
graxos para todos 0s micro-organismos testados. Resultados semelhantes de &cidos graxos
monoinsaturados e poli-insaturados encontrados nas amostras também foram observados em
fungo da espécie Paecilomyces persicinus P-10 em cultivo submerso (PAPACHARILAOU;
PISANO, 1984).

Avaliando os resultados apresentados nas Tabelas 7 e 8 é possivel verificar diferencas
no perfil de acidos graxos quando o fungo é cultivado em diferentes temperaturas. A producéao
de acido palmitico (C16:0) foi maior em praticamente todos os casos (a excec¢do foi 0 SO71)
quando o fungo foi cultivado a 15 °C. Esta tendéncia se mantém quando analisado o total de
acidos graxos saturados (SFA), onde foi verificado um aumento medio de 40% na
concentracdo quando o micro-organismo foi cultivado em temperatura de 15 °C. Por outro
lado, o conteddo de acido linoléico (C18:2n6c) diminuiu com o decréscimo da temperatura,
mantendo-se a tendéncia quando analisado o teor total de PUFA.

Em relacdo ao acido a-linolénico (C18:3n3), representante da familia n-,3 observou-se
um aumento consideravel da sua producdo na temperatura menor. Esse resultado pode ser
explicado, pois, a temperatura é o principal fator de regulacdo do grau de insaturacdes dos
acidos graxos nos organismos. As temperaturas baixas proporcionam maior numero de
insaturacdes (SILVA et al., 1998). Este comportamento pode ser atribuido ao papel adaptativo
dos PUFAs na estabilizacdo da membrana em condicdes de stress de temperaturas inferiores.
Estes acidos graxos podem desempenhar um papel fundamental na regulacdo da fluidez da
membrana neste organismo, gratificando a diminui¢do da funcionalidade das biomembranas
sob condicGes de estresse de frio. Esse fator também pode ser explicado quando em
temperatura baixa, o oxigénio dissolvido se encontra em maior disponibilidade no meio de
cultura para as enzimas dessaturase que sdo dependentes de oxigénio (COHEN et al., 1987),

resultando assim na producdo de &cidos graxos com maior nimero de insaturacdes. Quando
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ocorre 0 aumento da temperatura, o grau de insaturacdo dos &cidos graxos dos lipideos da
membrana decresce, devido a supressdo da dessaturacdo dos acidos graxos e aceleragdo da
sintese de um novo &cido graxo (MURATA,; LOS, 1997).

Analisando os resultados das Tabelas 6-8, é possivel verificar que a cepa SPII65
destaca-se das demais no que se refere a quantidade e qualidade do Oleo microbiano
produzido. Quando o micro-organismo foi cultivado a 28 °C, produziu elevado teor de PUFA
(51,94%), dos quais os principais acidos graxo insaturados sdo das familias n-6 e n-9,
enquanto que na temperatura de 15°C produziu elevado teor de acido graxo da familia n-3.
Associado a qualidade dos &cidos graxos produzidas por esta cepa, a mesma foi a que
apresentou o maior rendimento de lipideos total entre as 150 isoladas (11,28%, p/p).

Por esta razdo, esta cepa foi selecionada para a analise molecular, a qual foi
identificada como sendo da espécie Nigrospora sp. Este género ja foi reportado como micro-
organismo potencial na producdo de 6leo microbiano. Peng e Chegn (2007) isolaram 5
géneros de fungos com potencial na producéo de éleo microbiano, dentre eles o Nigrospora
sp., 0 qual produziu 21,3% (p/p) de 6leo microbiano por fermentacdo em estado sélido. O
resultado obtido por estes autores € similar ao deste trabalho. No entanto, pouca atencéo tem
sido dada a esta espécie de fungo para a producédo de 0leo microbiano, embora a mesma tem
sido amplamente estudada para a producdo de uma vasta gama de metabodlitos secundarios
incluindo bioativos que inibem o crescimento de plantas nigrosporolide (HARWOOD et al.,
1995), antibacterianos e nigrosporins fitotoxicos A e B (TANAKA, 1997). Na literatura os
principais fungos encontrados com uma maior capacidade na producdo de elevada taxa de
lipideos sdo principalmente das espécies de Claviceps, Penicillium, Aspergillus, Mucor,
Fusarium, Cunninghamella (CARVALHO, 1994).

5.3 Avaliacdo dos efeitos de variaveis de processo no cultivo do fungo Nigrospora sp. e

producdo de 6leo microbiano

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos no delineamento experimental do tipo
Plackett-Burmann para avaliar o efeito das varidveis de processo no cultivo do fungo
Nigrospora sp. para a na producdo de dleo microbiano. As respostas avaliadas foram a
concentracdo de biomassa, teor de lipideos, teor de acidos graxos saturados, acidos graxos

monoinsaturados e acidos graxos poli-insaturados. Os dados da Tabela 9 foram usados para o
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calculo do efeito das variaveis independentes sobre cada uma das respostas, mostrado através

dos gréficos de pareto.

Tabela 9- Matriz experimental do planejamento do tipo Plackett-Burman para estudar a

influéncia de variaveis de processo no crescimento microbiano e no acimulo de lipideos

Biomassa Igloge‘éi YSFA YMUFA YPUFA
Ensaio (OTC) A(gr';"r‘ﬁfo pH (Q"V'V%) Se}‘;j‘gse (/L) %) (%) %) (%)

1 1(25) -1(120) 1(6) -1(5) ~-1(60) 4,52 554 2001 4304 3604
2 1(25) 1(2000 -1(4) 1(15) -1 (60) 2,56 245 2596 4268 3135
3 4(15)  1(200) 1(6) -1(5 1(180) 1335 236 2374 2054 5572
4 1(25) -1(120) 1(6) 1(15) -1 (60) 5,42 284 1908 4168 3922
5 1(25) 1(2000 -1(4) 1(15) 1(180) 2,64 215 2770 2861 4340
6 1(25) 1(2000 1(6) -1(5) 1(180) 3,9 368 2826 4392 27,82
7 4(15)  1(200) 1(6) 1(15) -1(60) 1061 2,50 2372 2143 5484
8 4(15) -1(120) 1(6) 1(15) 1(180) 7,62 238 3200 2832 39,68
9 4(15)  -1(120) -1(4) 1(15) 1 (180) - - - - -
10 1(25) -1(120) -1(4) -1(5) 1(180) 9,52 204 3245 4796 1958
11 -1(15 1(00) -1(4) -1(5  -1(60) 2,64 289 2457 1964 5575
12 1(15 -1(120) -1(4) -1(5  -1(60) 8,06 398 2862 2756 43,82
13 0(0) 0(160) 0(5) 0(10) 0(120) 1019 318 2692 3637 36,72
14 0(Q0) 0(160) 0(5) 0(10) 0(120) 852 364 3021 3360 3618
15 0(0) 0(160) 0(5 0(10) 0(120) 9,62 448 3868 3044 31,06

>'SFA - (Somatéria do acidos graxos saturados); > MUFA - (Somatoria dos acidos graxos monoinsaturados);
S PUFA - (Somatoria dos &cidos graxos poli-insaturados); AMM - (Agua de macerago de milho).

A Tabela 10 apresenta o perfil de &cidos graxos correspondente aos experimentos do
planejamento Plackett-Burmann. Os acidos graxos majoritarios obtidos nesta etapa foram
similares aos obtidos anteriormente: acido palmitico (C16:0), acido oleico (C18:1n9c — n-9),
acido linoleico (C18:2n6c¢ -n-6) e acido estearico (C18:0). O teor destes acidos graxos variou
entre 0s experimentos do planejamento, como uma consequéncia da variacdo das condicdes
de cultivos. No entanto, em termos medios o teor foi similar ao obtido na etapa de screening.
Um dos resultados mais promissores deste trabalho ¢ no que se refere ao teor de acido a-
linolénico (C18:3n3), o qual é um acido graxo da familia n-3 e apresentou teor variando de 0
a 12,85%. Além disso, é possivel constatar que as maiores produgdes de acido a-linolénico
ocorreram nos experimentos com temperatura menor (experimentos 3, 7 e 11), corroborando
com os resultados obtidos na etapa de screening. Os acidos graxos n-6 tiveram uma producao
entre 30,19 e 43,56%, sendo as maiores concentracfes destes acidos graxos também obtidas
nos experimentos 3, 7 e 11 realizados também na menor temperatura avaliada neste trabalho
(15 °C).
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Tabela 10 - Perfil dos acidos graxos do fungo Nigrospora sp. obtidos nos experimentos do planejamento Plackett-Burmann.

Ensaio C14:.0 C14:1 C15:0 C16:0 Ci16:1 C17:0 Ci17:1 C18:0 C18:1n9c C18:2n6c C20:0 C18:3n6 C20:1n9c C18:3n3 C21:0 C20:2 C22:0 C22:1n9 C20:3n3 C23:0 C22:2 C24:0

1 0,17 - 023 1515 111 018 032 2,555 41,63 33,70 0,23 - 0,23 2,11 1,22 021 044 0,03 0,03 0,11 - 0,66
2 0,75 - 041 2061 1,18 026 054 243 40,89 30,60 0,31 - 0,31 0,68 0,73 013 0,27 0,05 - 0,04 - 0,29
3 0,67 - 054 1897 1,69 037 052 2,73 18,47 42,37 0,26 0,13 0,21 12,85 020 018 0,21 0,03 0,34 - - 0,22
4 0,17 - 019 13,75 1,15 017 039 312 39,79 36,96 0,32 - 0,31 1,98 009 024 046 0,03 0,04 0,06 - 0,73
5 0,61 - 034 2143 032 027 024 2,95 28,16 42,21 0,36 - 0,07 1,19 1,49 - 0,19 0,03 - 0,04 - 0,16
6 064 0,03 056 219 2,71 0,14 - 3,12 40,48 25,98 0,39 - 0,58 1,48 014 028 0554 0,13 0,07 007 001 0,68
7 0,38 - 027 1889 1,18 011 026 3,38 19,85 42,35 0,20 - 0,14 12,15 026 014 011 - 0,19 - - 0,09
8 0,87 - 019 2381 164 011 015 585 26,36 35,67 0,44 - 0,13 3,82 014 011 0,29 0,03 0,06 0,02 - 0,25
10 0,79 - 046 2545 2,56 017 039 451 44,68 19,04 0,33 - 0,28 0,37 005 017 0,29 0,04 - 0,01 - 0,37
11 0,60 - 1,00 1928 121 040 062 2,67 17,70 43,56 0,16 - 0,11 11,85 0,28 012 012 - 0,21 - - 0,13
12 0,79 - 038 2142 171 0,16 0,375 4,83 25,29 40,66 0,295 - 0,16 2,94 025 016 0,22 0,03 0,06 - - 0,25
13 0,91 - 031 2111 257 013 024 3,67 33,47 35,62 0,27 - 0,19 0,98 010 011 021 0,03 - 0,06 - 0,18
14 0,96 - 030 2151 1,49 021 022 6,04 31,63 34,38 0,53 - 0,30 1,50 026 020 044 0,06 0,18 0,05 - 0,39
15 084 038 1850 11,52 1,09 0,26 0,28 6,47 28,82 30,19 0,31 - 0,17 0,79 018 015 0,25 0,04 - 0,16 - 0,27

C14:0 - (Acido Miristico); C14:1 - (Acido Miristoléico); C15:0 - (Acido Pentadecanéico); C16:0 - (Acido Palmitico); C16:1 - (Acido Palmitoléico); C17:0 - (Acido Heptadecandico); C17:1 - (4cido heptadecenoico); C18:0 -
(Acido Estearico); C18:1n9¢c - (Acido Oléico); C18:2n6¢ - (Acido Linoléico); C20:0 - (Araquidico); C18:3n6 - (Acido vy -linolénico); C20:1n9 - (Acido cis-11-Eicosendico); C18:3n3 - (Acido a-linolénico, ALA); C21:0 -
(Enicosandico); C20:2 cis-11,14 - (Eicosadiendico); C22:0 - (Acido Behénico); C22:1n9 — (Acido Erdcico); C20:3n3 cis-11,14,17-(eicosatriendico, ETE); C23:0 - (Acido Tricosandico); C22:2 - (4cido docosadiendico);
C24:0 - (acido lignocérico).
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A Figura 3 apresenta os efeitos das varidveis independentes na producéo de biomassa.
Embora nenhuma varidvel tenha sido estatisticamente significativa (p<0.1), é possivel
verificar a influéncia de algumas variaveis a partir dos dados da Tabela 9. O efeito negativo
da temperatura € comprovado ao se analisar a concentracdo de biomassa nos experimentos
conduzidos a 25 °C, as quais foram menores que as obtidas a 15 °C. Por outro lado, a
concentracdo de biomassa foi sempre maior quando os experimentos foram conduzidos com

pH maior que 5,0.

(3)pH (1.47

(L)Temperatura ’ 1.01

@l 097

(5)Sacarose .

(2)Agitacao 0.04

p=0.1
Efeito Estimado

Figura 3 - Grafico de pareto expressando os efeitos das variaveis independentes na

concentracdo de biomassa.

A Figura 4 apresenta os efeitos das variaveis independentes no teor de lipideos total. A
producdo de lipideos variou de 0,0% (experimento 9) a 5,54% (experimento 1). Comparando
estes resultados com aqueles obtidos na etapa anterior (etapa de screening), pode-se verificar
que houve uma reducdo no teor de lipideos. Esta reducdo pode estar associada a composicao

do meio. O efeito negativo das concentragdes de AMM e sacarose € um indicativo da



producéo de lipideos. Este resultado pode estar associado ao fato de que este micro-organismo
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(4)AMM -0.88

1)Temperatura

(2)Agitacéo

(3)pH

(5)Sacarose |

Efeito Estimado
Figura 5 - Gréafico de pareto expressando os efeitos das variaveis independentes no teor de

SFA (&cido graxo saturado).

A Figura 6 apresenta os efeitos das variaveis independentes no teor de acidos graxos
monoinsaturados. A temperatura apresentou efeito significativo positivo no teor de MUFA.
Este resultado corrobora com aqueles obtidos na etapa anterior, onde o aumento da
temperatura levou ao incremento do teor de MUFA. As demais variaveis do processo nao
apresentaram influéncia significativa no teor de MUFA. Nesta etapa do trabalho, é possivel
verificar que o teor maximo de MUFA (47,96% - Experimento 10) foi maior que o dobro
daquele obtido na etapa de screening. Com isso, pode-se inferir que a mudanca da
composicdo do meio de cultivo afetou positivamente o acimulo de MUFA, embora a

producdo de lipideos total tenha sido menor, o que afeta o rendimento do processo.
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(1)Temperatura

(4)AMM

(3)pH

(5)Sacarose

(2)Agitacéo

Efeito Estimado

Figura 6 - Gréafico de pareto expressando os efeitos das variaveis independentes no teor de
MUFA (&cido graxo monoinsaturado).

A Figura 7 apresenta os efeitos das variaveis independentes no teor de acidos graxos
poli-insaturados. Os maiores teores foram obtidos nos experimentos 3,7 e 11, com teor
aproximado de 55%, o qual € similar aquele obtido na etapa de screening. A concentracéo de
sacarose apresentou efeito negativo no teor de PUFA, enquanto que a agitacdo apresentou
efeito positivo. As demais varidveis ndo apresentaram efeito significativo no acumulo de
PUFA.
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isolado foi considerado pertencente ao género Nigrospora, com 100% de similaridade com a

espécie Nigrospora sphaerica. Ndo foi possivel realizar a identificacdo a nivel de espécie

desse isolado pois a regido nrDNA (ITS1-5.8S-1TS2) ndo apresentou variacdo nucleotidica

interespecifica suficiente para distinguir entre as espécies Nigrospora sphaerica JQ936183
(100% de similaridade) e Nigrospora oryzae KC954151 (99% de similaridade) Tabela 11.

Tabela 11 - Espécies mais similares a sequéncia da regido nrDNA (ITS1-5.8S-1TS2), do

isolado SPII 65, obtidas pela comparacéo realizada pela ferramenta BLAST no GenBank.

N° acesso

Espécie Isolado Pais GenBank Similaridade Cobertura
Sordariomycetes sp. DzY01 China JX179222 100% 99%
Nigrospora sphaerica MBP13D  Brasil JQ936183 100% 99%
Nigrospora sp. ELV3 14  Australia KE227842 100% 98%
Nigrospora oryzae RMIT0601 Brasil JQ936183 99% 98%
Nigrospora sphaerica BPHB1 Malasia ~ KM510417 100% 97%
Nigrospora sp. LH4 China HQ832835 100% 97%
Nigrospora sphaerica Brasil JQ936184 99% 97%

MBP18F



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_394997178
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_394997178
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6. CONCLUSAO

Das 150 cepas fungicas isoladas de plantas daninhas do Bioma Pampa visando a
producdo de lipideos, sete se destacaram com maior producdo. Destas cepas, a SPI165 do
género Nigrospora sp. foi a que apresentou melhor resultado na producdo de lipideos em
meio sintético, utilizando como substrato glicose, peptona e extrato de levedura a 15 °C e 28
°C. A 28 °C foi obtido o melhor resultado na producéo de lipideos e PUFAS, respectivamente
com 11,28% e 51,94%, respectivamente, quando comparado aos valores encontrados em
temperatura mais baixa, 15 °C, com 6,02% e 42,39%, respectivamente. Avaliando o perfil de
acidos graxos foi observado uma maior producdo de n-3 na temperaturas de 15 °C, sendo
produzidos 7,7% e 13,23% de 4cido a-linolénico (n-3), a 28 e 15 °C, respectivamente.

Na analise do planejamento Plackett Burman as variaveis agitagdo e sacarose
influenciaram significativamente na producdo de PUFAs. Na producdo de lipideos, as
variaveis AMM e sacarose foram estatisticamente significativas, sendo este efeito negativo.
Através dos resultados obtidos percebe-se a importancia da composicao do meio de cultura,
sendo a producdo de PUFAs com meio industrial semelhante a produgdo em meio sintético,
porém a quantidade de lipideos acumulada foi inferior.

Neste trabalho, &cidos graxos poli-insaturados foram produzidos, porém ainda séo
necessarios estudos adicionais avaliando diferentes composicfes para 0 meio de cultura,
visando otimizar a producdo e o perfil dos lipideos produzidos, aléem de uma ampliacdo de

escala a fim de reduzir custos com a producao destes acidos graxos.



SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1- Otimizacéo da producdo de PUFAs em escala de bancada

2- Avaliar a producdo de PUFAs em escala piloto

3- Avaliar o processo de extracédo e purificacdo de PUFAs das células microbianas

4- Avaliar a presenca de cito toxinas

42
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ANEXO A - Tabela 4 — Locais de coleta, plantas daninhas infectadas e isolados fungicos por
planta, testados para producéo de lipideos.

Localidade Familia botanica Espécies de Nome Cddigo  Isolados
plantas daninhas popular

DF1.1

. Commelina DF 1.2

Commelinaceae erecta trapoeraba DF1 DE 1.3

DF 1.4

DF 2.1

Dona Francisca Solanum . DF 2.2
. Solanaceae . jurubeba DF2 DF 2.3

(Quarta Col6nia)- paniculatum DF 2.4
RS DF 2.5

. Sagittaria aguapé-de- DF3
Alismataceae montevidensis flexa DF3

Solanum DF4.1

Solanaceae erianthum fumo-bravo DF4 DF4.2

DF4.2

RS1.1

Convolvulaceae  Ipomoea triloba corriola RS1 RS 1.2

RS 1.3

Restinga Seca RS21
(Quarta Col6nia)- RS22
RS Sorghum capim- RS23
Poaceae halepense massambara RS2 RS 24

RS 2.5

RS 2.6

RS 2.7

Asteraceae Conoclinium eupatorio- VP1 VP 1.1

macrocephalum roxo VP 1.2

» VP 2.1

Passifloraceae  Passiflora edulis marachJa- VP2 VP 2.2

azedo VP 23

VP 4.1

VP 4.2

VP 4.3

Solanum jurubeba- VP 4.4

Santiago (Vila Solanaceae stipulaceum J roxa VP4 VP 4.5
Paraiso)-RS VP 4.6
VP 4.7

VP 4.8

VP 5.1

VP 5.2

Solanum maria- VP53

Solanaceae ) ) VP5 VP 5.4

americanum pretinha VP55

VP 5.6



Asteraceae

Apiaceae

Asteraceae

Baccharis vassoura-
dracuntifolia lajeana

Eryngium gravata-do-
horridum banhado

Senecio

e maria-mole
brasiliensis

VP6

VP7

VP8

o1

VP 6.1
VP 6.2
VP 6.3
VP 6.4
VP 6.5
VP 6.6
VP 6.7
VP 6.8
VP 7.1
VP 7.2
VP 7.3
VP 7.4
VP 7.5
VP 7.6
VP 8.1
VP 8.2
VP 8.3
VP 8.4
VP 8.5
VP 8.6
VP 8.7
VP 8.8

Araliaceae

Plantas
Ornamentais
(Casa da
Angélica)

Santa Maria-RS Orchidaceae

Schefflera

actinophylla cheflera

Arundina orquidea-
graminifolia bambu

OR1

OR2

OR 11
OR 1.2
OR 1.3
OR 21
OR 2.2
OR 2.3
OR 24
OR 25
OR 2.6
OR 2.7
OR 2.8

Asteraceae

Santiago Asteraceae

(Barragem)-RS

Asteraceae

Baccharis cargueja-
articulata doce

Solidago

: ) erva-lanceta
chinensis

Elephantopus lingua-de-
mollis vaca

BA1l

BA2

BA3

BA1l1
BA 12
BA 13
BA 1.4
BA 15
BA21
BA 2.2
BA 2.3
BA 3.1
BA 3.2
BA 3.3
BA 3.4
BA 3.5
BA 3.6
BA 3.7



ND1

Asteraceae

Convolvulaceae

ND1

Elephantopus
angustifolius

Ipomoea triloba

ND1

corriola

BA4

BA5

BAG

52

BA 3.8
BA 3.9
BA 3.10
BA 3.11
BA 3.12
BA 3.13
BA 3.14
BA4.1
BA 4.2
BA 4.3
BAS5.1
BA 5.2
BA 5.3
BA5.4
BAS5.5
BA 5.6
BASL.7
BA 5.8
BA6.1
BA 6.2
BA 6.3
BA 6.4
BA 6.5
BA 6.6
BA 6.7

Malvaceae

Santa Maria
(Campo
experimental -
SOJA)-RS

Asteraceae

Sida spinosa

Mikania
cordifolia

guanxuma

guaco

SO1

S0O2

SO1l1
SO 1.2
SO 13
SO14
SO 1.5
SO 1.6
SO 1.7
SO 1.8
SO 1.9
SO 1.10
SO 111
SO 1.12
SO 1.13
SO021
SO02.2
SO023
SO024
SO 25
SO 2.6
SO 2.7
SO028
SO029
SO 2.10



Poaceae

Asteraceae

Convolvulaceae

Convolvulaceae

Poaceae

Asteraceae

Euphorbiaceae

Cyperaceae

Convolvulaceae

Echinochloa

colonum

Biden pilosa

Ipomoea triloba

Ipomoea difusa

Digitaria
sanguinalis

Xanthium
strumarium

Euphorbia
heterophylla

Cyperus sp.

Ipomoea triloba

capim-arroz

picdo-preto

corriola

corriola

milha

carrapichédo

leiteiro

corriola

SO3

SO4

SO5

SO6

SO7

SO8

SO9

SO10

SO11

53

SO 211
SO 31
SO 3.2
SO 3.3
SO3.4
SO41
SO 4.2
SO 4.3
SO 5.1
SO 5.2
SO5.3
SO5.4
SO55
SO 6.1
SO 6.2
SO 6.3
SO71
SO 7.2
SO 7.3
SO7.4
SO 75
SO 7.6
SO 7.7
SO 7.8
SO08.1
S0 8.2
SO 8.3
SO 8.4
SO 8.5
SO9.1
SO09.2
SO 9.3
SO09.4
SO 9.5
SO 9.6
SO 9.7
SO 10.1
SO 10.2
SO 10.3
SO 10.4
SO 10.5
SO 10.6
SO 10.7
SO 10.8
SO 111
SO 112
SO 11.3
SO 114



Brassicaceae

Plygonacease

Raphanus sativus Nabica

Erva-de-
bicho

Polygonum
hidropiperoides

SO12

SO13

54

SO12.1
SO 12.2
SO 12.3
SO 124
SO 13.1
SO 13.2
SO 13.3
SO 134
SO 13.5
SO 13.6
SO 13.7
SO 13.8

Poaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

S&o Sepé-RS

Convolvulaceae

Asteraceae

Fabaceae

Sorghum
arundinaceum

Sorgo
selvagem

Hyptis

Cheirosa
suaveolens

Horteldo do
campo

Marsypianthes
chamaedrys

Gléria-da-
manha

Ipomoea
purpurea

Erva-de-
touro

Tridax
procumbens

Desmodium

tortuosum Pega-pega

SPI1
SPII1

SPI12

SPII3

SPI4
SPI14

SPII5

SPI16

SPI11

SPI114

SPI114
SPI113
SPII11
SP1123
SPI122
SPI124
SP1137
SPI136
SPI132
SPI136
SPI134
SPII31
SPI133
SPI135
SPI138
SP143

SP141

SP145

SP142

SPI143
SPI142
SPII51
SPI153
SPI154
SPII57
SPI156
SPI155
SPI1163
SPI165
SPl164
SPI162
SPIlI61

N/D: Planta ndo identificada



