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RESUMO: O solo é considerado um dos principais habitats para populagdo e microorganismos com potencial biotecnolégico e
dentre estes, encontram-se os fungos da classe Zygomicetes, com destaque para os da ordem Mucolares do género Cunninghamella.
Este estudo teve como obijetivo isolar e caracterizar cepas do fungo do género Cunninghamella em solo no sul do estado do
Tocantins, Brasil. Para isso amostras de solo foram coletadas de drea da Fazenda Experimental campus Gurupi-TO,estas foram
coletadas em trés pontos aleatérios em triplicata a uma profundidade méxima de 10cm e com 300g cada amostra. As
caracteristicas do perfil metabdlico de crescimento dos fungos foram realizados em meio YPD medindo a glicose, nitrogénio e pH no
intervalo de 96 horas. Foram possiveis isolar trés do género Cunninghamella, identificadas como 1B, 2A e 3A. As caracteristicas
macroscopicas observadas foram comuns aos trés isolados. Na microscopia foram observados esporangiéforos eretos, ramificados
e na extremidade de cada ramificagéio notou-se a presenca de vesiculas globosas com diversos esporéngios. A concentracdo de
glicose no meio liquido demonstra uma curva decrescente desde o inicio do cultivo até 96 horas o que caracteriza um constante
consumo de glicose pelos fungos. O consumo de nitrogénio verifica-se um decréscimo na quantidade de nitrogénio nas primeiras 12
horas e entre 36 e 60 horas caracterizando o consumo dos substratos pelo microrganismo. E possivel concluir que as cepas 3A e 1B,
de acordo o indice de velocidade de crescimento micelial podem apresentar melhor produgéo de biomassa e rendimento na
extragdo de quitina e quitosana.

Palavras-chave: Cunninghamella sp, fungo, solo, isolamento, quitosana.

Isolation, phenotypic characterization and growth of strains of the fungus Cunninghamella sp. Solo South profile of
Tocantins, Brazil

ABSTRACT: The soil is considered one of the main habitats for population and microorganisms with biotechnological potential
and among these, are the fungi Zygomicetes class, especially those of Mucolares order of Cunninghamella genre. This study
aimed to isolate and characterize Cunninghamella genre fungal strains in soil in the southern state of Tocantins, Brazil. For this soil
samples were collected from the area of the Experimental Farm campus Gurupi-TO, these were collected in three random points
in triplicate to a maximum depth of 10 cm and 300g each sample. The characteristics of the metabolic profile of fungal growth in
YPD medium were performed by measuring the glucose nitrogen and pH in the range of 96 hours. Were possible to isolate three
Cunninghamella gender, labeled 1B, 2A and 3A. The macroscopic characteristics observed were common to the three strains.
Microscopically sporangia were observed erect, branched and at the end of each branch was noted the presence of vesicles
globose sporangia different. The glucose concentration in the liquid medium shows a downward curve from the start of cultivation
to 96 hours which characterizes a constant consumption of glucose by the fungi. Nitrogen consumption is found a decrease in the
amount of nitrogen in the first 12 hours and between 36 and 60 hours featuring substrate consumption by microorganisms. It was
concluded that the strains 3A and 1B, according mycelial growth rate index may have better biomass production and yield in the
extraction of chitin and chitosan.

Keywords: Cunninghamella sp, fungus, soil, isolation, chitosan.

1. Introdugdio

A microbiota do solo possui uma grande importéncia
para os processos vitais do ecossistema eddfico (CHILDS,
2007), pois é responsdvel pela decomposicdio da matéria
orgdnica, produgdio de himus, fixag@io de nitrogénio
atmosférico, fluxo de energiq, solubilizacdo de uma série
de compostos essenciais, como o fésforo, decomposi¢éo
de xenobidticos e, também, controle biolégico de pragas
e doengas de plantas (SPOSITO; ZABEL, 2003).

Assim, o solo deve ser considerado um componente
critico na biosfera terrestre, funcionando ndo somente no
sistema de producdo agricola, mas também na
manutencdo da qualidade ambiental com efeito local e

regional (PRADE et al., 2006). Isso porque a biomassa
microbiana é considerada a parte viva da matéria
orgdnica do solo e a manutengdo da sua capacidade
metabdlica é considerada como um processo fundamental
para a preservagdo da capacidade produtiva do mesmo
(GAMA-RODRIGUES, 1999).

No contexto da biotecnologia, a biogeografia
microbiana pode representar um componente imprescindivel
no processo de busca e descoberta de novos microrganismos
com potencial para aplicacdo industrial (CANHOS;
MANFIO, 2001). A diversidade microbiana, assim como suas
propriedades bioldgicas (biomassa microbiana e atividade
enzimdtica), tem sido bastante discutida como indicadora da
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qualidade dos solos, principalmente com o surgimento e
aprimoramento de técnicas de biologia molecular, porém
pouca pesquisa tem sido feita para relacionar a
diversidade microbiana, dindmica dos solos e potencial
biotecnolégico (SILVEIRA; FREITAS, 2007).

Os fungos da classe Zygomycetes possuem considerdvel
habilidade de adaptagéio a diferentes condi¢Ses
ambientais, resultado de variagdes em suas atividades
fisiolégicas, bioquimicas e genéticas, representando um
elemento fundamental na compreenséo de seu
comportamento celular, com vistas & identificagio de
mecanismos especificos de desenvolvimento, maturagdo,
diferenciacdio e sobrevivéncia (CARLILE; WATKINSON;
GOODAY, 2001). E por isso séo considerados organismos
com grande potencial econdmico, industrial e na medicina
(LIMA, 2003).

Entre os fungos dessa classe encontram-se os do género
Cunninghamella que pertencem & ordem Mucorales e foram
primeiramente descritos em 1903 como fungos filamentosos
(FRANCO, 2005b). Os principais representantes sdo
Cunninghamella  elegans, Cunninghamella  echinulata e
Cunninghamella  bertholetiae (Unica cepa potencialmente
patogénica) (ALEXOPOULOS; MIMS, 1996).

O Cunninghamella elegans é o principal representante
dos Zygomycetes, possuindo cardter ubiquitdrio por sua
ampla distribuicdio mundial e tem sido cotado por muitos
autores, como hdbeis em realizar vdrios processos
biotecnolégicos, possuindo aplicacdes em diferentes dreas
da biologia celular, genética, fisiologia, farmacologia e
bioquimica ( CARLILE; WATKINSON; GOODAY, 2001).

No que atende ao interesse dessa linha de pesquisa, o
mérito do fungo C. elegans Lendner 1905 deve-se d sua
importéncia como fonte alternativa para producéo de
quitina e quitosana, apresentando rendimentos iguais ou
superiores aos obtidos com a utilizagdo de fontes
tradicionais, como as carapacas crustdceos. Dessa forma,
considerando-se o limitado conhecimento da diversidade
de fungos do género Cunninghamella como o elevado
potencial biotecnolégico no que se refere & produgéio de
biofilmes de quitosana, para tratamentos de feridas
crénicas. Obijetivou-se neste trabalho isolar cepas de
fungos Cunninghamella sp. de solo da regido sul do
Tocantins para a ampliagdo do conhecimento da existéncia
e diversidade de fungos do género Cunninghamella em
solos, tendo em vista a caréncia de informagdo sobre a
distribuicdo desses organismos no solo e a caracterizagdo
do perfil de crescimento, acompanhando o consumo de
glicose e nitrogénio na producdo da biomassa fungica.

2. Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Microbiologia da Incubadora de Empresas da
Universidade Federal do Tocantins, campus de Gurupi-TO.

Aquisi¢do e Manutengdo da Cepa Referéncia

A cepa referéncia de Cunninghamella elegans foi
adquirida em repique ativo da Cole¢do Brasileira de
Microrganismos de Ambientes e Industria (CBMAI) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP):

CBMAI 0843, mantida em placa de Petri com meio BDA,
incubadas invertidas a 28°C,por 96 horas. Para
manuten¢do da cultura, procedeu-se armazenamento
de placas refrigeradas (4°C) e congelamento em
glicerol 10%, mantidas em ultrafreezer a -80°C.

Area de Estudo e Coleta e Armazenamento do Solo

As coletas do solo foram realizadas na Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Tocantins (UFT)
campus Gurupi (latitude 11°43'45” sul e longitude
49°04'07” oeste) com altitude de 287m. A amostra de
solo foi coletado em trés pontos distintos e denominados
Amostra 1, Amostra 2 e Amostra 3 nas margens da
Represa Bananal (S 11°46'34.5”, W 49°02'42,4”), em
triplicata tanto na superficie como a uma profundidade
maxima de 10 cm, com aproximadamente 300 g cada
amostra. O solo foi recolhido com o auxilio de uma pd& de
jardinagem, armazenado em sacos pldasticos devidamente
identificados (denominac¢do, local e data) e
imediatamente transportado para o Laboratério de
Microbiologia da UFT onde foi manipulado e armazenado
sob refrigeracdo (4 °C). As trés amostras de cada drea
foram colocadas em recipientes para homogeneizagdo
criteriosa e retirada a aliquotas final 200g cada amostra,
denominadas: 1A, 1B, 1C; 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C.

Isolamento, Purificagdo e Manutengdo dos Microrganismos

Para o isolamento do fungo foi utilizado o método de
espalhamento de solo, descrito inicialmente por
Duddington (1951) e modificado por Santos, Ferraz e
Muchovej (1991), na qual se espalhou 2 g de solo no
centro da placa de Petri com meio de cultura Agar
Sabouraud (40 g L' de Dextrose, 10 g L' de Peptona, 20
g L' Agar, pH 5,6) acrescido de cloranfenicol (100 mg L"),
& temperatura de 28 °C, em estufa incubadora do tipo
BOD (biochemical oxygen demand).

As placas foram observadas a cada 24 horas desde o
primeiro dia de incubagdo. Quando constatada a
presenca de micélios ou hifas era realizada a
transferéncia da subcultura para uma nova placa com
meio de cultura Agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol (100 mg L"), identificando por numeracéio
ordinal as passagens (1¢ passagem, 2° 3°...), até a
obtengdo de cultura pura.

Depois de certificado (pelas caracteristicas macroscdpicas)
que apenas um fungo estava contido na placa, as culturas
puras foram transferidas para placas de Petri contendo meio
de cultura Batata Dextrose Agar (140 g L' de Batata inglesa,
20 g L' de Dextrose, 16 g L' de Agar), para incubacdio
invertida a 28 °C, por 96 horas e posterior identificacdo
microscopica, armazenamento sob refrigeracdo (4 °C) e
formagdo de banco de cultura a -80 °C.

A cepa recebida em repique ativo (Padrdo comercial)
foi entdo transferida e mantida em placa de Petfri com
meio BDA, incubadas invertidas a 28 °C, por 96 horas.
Para manutengdio da cultura, procedeu-se armazenamento
de placas refrigeradas (4 °C) e congelamento em glicerol
10%, mantidas em ultra-freezer a -80 °C.

Biota Amazdnia

59



Andrade et al. | Isolamento, caracterizagdio fenotipica e perfil de crescimento de Cepas do Fungo Cunninghamella sp.

Identificagdo Microscépica dos Microrganismos

Para cada placa de Petri, com culturas puras, foram
preparadas ldminas, identificando as espécies em
microscopio 6ptico no aumento 400x.

Para identificacdo microscépica dos fungos foi
utilizado principalmente os aspectos de microestruturas,
como estruturas reprodutivas e esporos, e comparando-
se com as descri¢cdes bibliogrdficas de Domsch et al.
(1993) e Barnett e Hunter (1999). Procedendo-se entdo
a classificagdo em nivel de género da cepaisolada.

Quando necessdrio, proceder-se o microcultivo em
l&mina, de acordo técnica descrita por Harris (1986).

Caracteriza¢do Macroscépica dos Microrganismos

Os fungos isolados foram também identificados pela
observagdo das caracteristicas macroscépicas: coloragdo
(verso e anverso), aspecto/textura e topografia de
crescimento.

Foi feito o acompanhamento de cada placa contendo
cultura pura e também da cepa referéncia, realizando
anotacgdes a cada 12 horas. Ao comparar os fungos
isolados com a cepa referéncia objetivou-se estabelecer
semelhangas entre estes.

Os fungos foram cultivados em placa de Petri, de
diéimetro de 9 cm, contendo 20 mL de meio de cultura
BDA solidificado, a 28 °C e mantidos em BOD, no
periodo mdximo de crescimento de 96 horas.

Determinagéo da Velocidade de Crescimento Micelial

Para avaliar a velocidade de crescimento micelial,
amostras dos fungos isolados e da cepa referéncia no
formato de discos de 4 mm de di@imetro foram retiradas
a partir das culturas monospéricas ativas em placas de
Petri em meio BDA e repicadas no centro de novas
placas (de 9 cm de didmetro) contendo 20 mL de meio
de cultura BDA solidificado, acondicionadas em BOD a
28 °C, com fotoperiodo de 12 horas, no periodo
maximo de crescimento de 96 horas ou até que
cobrissem completamente todo o diémetro da placa.

A cada doze horas, com o uso de paquimetro digital,
procedeu-se a medida do diGdmetro do crescimento
radial, tendo como base o verso da placa. Para maior
precis@o das medidas, com um marcador permanente,
foram realizados circulos concéntricos a partir do centro
até a borda das placas, acompanhando o crescimento
das culturas. Para o céleulo do indice de Velocidade de
Crescimento Micelial (IVCM) foram utilizadas as
medidas de crescimento em milimetros até que uma das
amostras tivesse preenchido completamente o didmetro
da placa, procedendo-se entdo conforme a férmula
descrita por Oliveira (1992).

IVCM :Zw

Sendo:

IVCM = indice de velocidade de crescimento micelial;
D = di@metro médio atual da coldnia;

Da = digmetro médio da coldnia do dia anterior;

N = nimero de dias apéds a inoculagdo.

A velocidade de crescimento foi classificada como répida
(<7 dias), intermedidria (8 a 14 dias) ou lenta (> 15 dias).

Condi¢ées de cultivo

O aultivo em meio liquido YPD (Dextrose 20 g L',
Peptona 10 g L', extrato de levedura 2 g L', ph 4,5) partiu
de uma cultura monospérica de cada amostra de fungo,
realizando a padronizagdo de inéculo através da contagem
de esporos em hemocitdmetro  na concentracdo final 10°
esporos mL" (FELIX et al, 2009).

Consumo de glicose

O método enzimdtico utilizado para avaliar o
consumo de glicose foi o método enzimdtico
colorimétrico (Lob'res'r®) sendo realizada uma curva
padréo de glicose (0,5 — 5,0 g mL"), foram efetuadas
leituras da absorbdncia em espectrofotdmetro digital, a
405 nm.

Consumo de nitrogénio

O consumo de nitrogénio foi determinado também por
método enzimdtico colorimétrico (qu'resf®), foram
efetuadas leituras da absorbdncia em espectrofotdmetro
digital, a 545 nm.

Determinagéo do pH

A determinagéio do pH foi realizada através de
potenciometria utilizando-se phmetro digital (modelo
portatil de bolso com eletrodo direto, Q400BD, Quimis).

3. Resultados e Discussdo

Das amostras coletadas de solo foram isoladas trés
culturas monospédricas puras depois de quatro repiques
para novas placas, que foram inicialmente identificadas
com base nas caracteristicas macroscépicas do género
Cunninghamella e denominadas como: 1B, 2A, e 3A, de
acordo os pontos de onde o solo foi coletado.

Vijaykumar e Narasimhain (1996) encontraram
correlagdo positiva entre a populagéo de fungos e a
umidade do solo, quantidade de carbono orgdnico e de
fosforo disponivel. Raymundo Jr. e Tauk-Tornisielo (1997),
em estudo sobre os fungos filamentosos do cerrado,
destacaram a relagdo entre profundidade, umidade,
matéria orgdnica, pH do solo e fatores climdticos na
quantidade de microrganismos. Eles afirmaram que os
fungos filamentosos s@o mais abundantes na
profundidade de 0 a 5 cm, demonstrando a importéncia
da camada superficial para os fungos filamentos, drea
que é mais rica em matéria orgdnica.

Macroscopicamente, ao final do tempo de crescimento
(96 horas), observou-se para todos os isolados e para a
cepa referéncia o aspecto algodonoso (cotonoso), com hifas
altas e entrelacadas de coloragdo branca, caracteristicas
de todas as espécies do género Cunninghamella
(ALEXOPOULOS; MIMS, 1996), como pode ser visualizado
nas imagens (Figura 1).

E valido ressaltar que, apesar do aspecto final, nas
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primeiras 36 horas de crescimento, as amostras apresentaram
uma textura aveludada de crescimento, com hifas ainda
baixas e compactada ao meio de cultura. Na andlise de 48
horas, foi comum para todos isolados e cepa referéncia um
aspecto felpudo, iniciando a apresentagdio de hifas altas em
textura de algodéo que comporiam a aparéncia final.

Figura 1. Aspecto macroscopico ao final de 96 horas de crescimento em placa
de Petri com meio BDA. A e B, cepa Referéncia; C e D, Isolado 1B; E e F, Isolado
2A; G e H, Isolado 3A. A esquerda anverso da placa de cada cepa e & direita
verso da placa de cada cepa. Observar aspecto algodonoso (hifas altas,
entrelagadas e brancas) em todas as cepas quando observadas por cima, e
coloragdo bege caracteristica do fundo da placa.

Para a identificagdio procedeu-se com a microscopia e
identificacdo das microestruturas do micélio vegetativo,
micélio aéreo, mas principalmente do micélio reprodutivo:
hifas asseptadas (cenociticas), esporangiéforos eretos e
ramificados, vesiculas globosas (esporéngio) com
espordngiolos (esporos).

Os resultados da microscopia dos isolados permitiu
identificar que o fungo nas amostras monospéricas tratava-
se do género Cunninghamella sp., conforme caracteristicas
das microestruturas apresentadas depois de comparadas
com a cepa referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI
0843) e literatura cldssica.

As cepas de Cunninghamella sp. isoladas nesse trabalho
sdo referidas como comumente encontradas no solo e em
outros substratos orgdnicos, como estercos (MORAES-FILHO,

2005; FRANCO, 2005b), contudo, no Brasil ainda existem
poucos relatos sobre os fungos isolados de solo em regides
do cerrado.

Na microscopia foram observados esporangiéforos
eretos, simples ou ramificados e na extremidade de cada
ramificacéio notou-se a presenca de vesiculas globosas onde
estdo inseridos os esponragiosporos. O micélio apresentou-
se ndo septado na maioria das vezes o que caracteriza
cultura jovem, como destacaram Domsch et al. (1993) em
seus estudos (Figuras 2 a 5).
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Figura 2. Microscopia da cepa referéncia de Cunninghamella elegans (CBMAI 0843).
Em A, destaque para as hifas ramificadas. B mostra esporangiéforo terminando em
vesicula globosa ainda com esporos aderidos, diferentemente de C e D.
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Figura 3. Microscopia da cepa 2A de Cunninghamella sp isolados de solo
do Sul do Tocantins. B é imagem em aumento digital de A para destacar
ramificagdo em esporangidforo e soltura de esporos.
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Figura 4. Microscopia da cepa 1B de Cunninghamella sp isolado de solo do
Sul do Tocantins. Na imagem B (aumento de A) apresenta-se estrutura
reprodutiva, com espordngio desorganizado e soltura de esporos. D aumento
digital de C para mostrar vesicula globosa terminal de esporangiéforo sem
os esporos aderidos. Em E destaque para esporos livres.
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Figura 5. Microscopia da cepa 3A de Cunninghamella sp isolada de solo do Sul
do Tocantins. B (aumento digital de A) destaca esporangiéforo caracteristico do
género. Em C e D observar esporos arredondados soltos e hifa ndo septada,
caracteristica de cultura jovem.

O crescimento micelial dos fungos do género
Cunninghamella aumentou linearmente com o tempo, no
periodo de observagdo de 96 horas, obtendo uma
velocidade de crescimento classificada como rdpida (< 7
dias) (Figura 6). A cepa que apresentou maior velocidade
de crescimento foi a 3A, seguida por 1B, 2A e por Gltimo a
cepa referéncia de C. elegans. Uma explicagéio para esse
ocorrido deve-se a melhor adaptagdo dos isolados as altas
temperaturas observadas para o Estado do Tocantins, j&
que a cepa referéncia de Cunninghamella elegans possui a
temperatura de 28 °C como ponto mdximo de crescimento.
Segundo Rotem (1978) temperaturas extremas ou
limitrofes sdo responsdveis por aumentar o periodo latente
e de incubagdo, alterando o perfil de crescimento do fungo.
Schloter, Dilly e Munch (2003), reportaram que a atividade
microbiana é regulada pelas condigdes nutricionais,
temperatura, disponibilidade de dgua e outros fatores
como concentragdo de prétons e suprimento de oxigénio.
Assim, as cepas isoladas, mais adaptadas ao clima quente,
produziriam mais esporos, em até 48 horas de incubagdo,
fator responsdvel por maior velocidade de crescimento
micelial, como explicam Slade et al. (1987).

A Tabela 1 mostra o crescimento em milimetros nas
leituras a cada 12 horas e a Figura 7 a cada 24 horas. E
importante observar que na leitura de 84 horas a cepa
isolada 3A jd havia preenchido toda a placa (crescimento
final de 92 mm), o que também foi atingido pelo isolado
1B, ao final de 96 horas de andlise. O isolado 2A e a cepa
referéncia ndo preencheram toda a placa de Petri.
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Figura 6. Curvas da velocidade de crescimento em meio BDA das cepas
isoladas e da cepa referéncia.

Crescimento (mm

O Indice de Velocidade de Crescimento Micelial foi
calculado sobre os didmetros encontrados nas leituras de
12 a 84 horas, quando o isolado 3A atingiu crescimento
madximo: diémetro total da placa de Petri (92 mm). Os
cdlculos de IVCM demonstraram que o isolado 3A possui a
melhor taxa de crescimento: 26,28 mm/dia, enquanto que
a cepa referéncia apresentou um resultado: 19,35
mm/dia.

Tabela 1. Distribuicdo da velocidade de crescimento micelial das cepas isoladas
e da cepa referéncia no periodo de 96 horas em placas de Petri com meio BDA.

Crescimento em milimetros
Cepa 12 24 36 48 60 72 84 96

horas horas horas horas horas horas horas  horas

Padréio 8,16 16,39 27,25 42,21 51,51 63,11 67,74 74,29
1B 11,50 18,24 32,69 5953 68,71 82,14 84,05 92,00
2A 1592 30,70 4516 6295 7086 7922 81,14 86,25
3A 12,97 29,52 43,75 67,61 77,32 84,11 92,00 92,00

Os isolados apresentaram uma relagéio linear entre o
crescimento da colénia e o tempo nos 04 dias de avaliagdo.
Outros estudos (DIAS, 2002) j&@ haviam relatado que
diferentes isolados poderiom apresentar diferencas
significativas na velocidade de crescimento micelial em
meio de cultura.
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Figura 7. Caracterizagdo da velocidade de crescimento das cepas isoladas
e da cepa referéncia nos tempos 24, 48,72 e 96 horas.
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As amostras dos fungos isolados (1B, 2A, 3A) depois de
identificadas a nivel de género como sendo do género
Cunninghamella, foram encaminhadas para a Micoteca URM
da UFPE, para que fossem identificadas a nivel de espécie.
A equipe da Micoteca reportou que as trés amostras
enviadas se tratavam de fungos da espécie Cunninghamella
elegans Lendner 1905. Assim, foram legitimados os
resultados da caracterizagdo microscdpica e macroscopica
realizadas no Laboratério de Microbiologia da UFT.

O periodo de maior consumo de glicose ocorreu nas 12
primeiras horas, sendo consumidos 15,678 mg pelo Isolado
3A, 14.704 pela cepa CBMAI 0843, 12,191 mg pelo
Isolado 2A e por fim 11,329 mg pelo Isolado 1B de 20,000
mg para cada cultura, estabelecendo um consumo médio de
glicose para o primeiro periodo de estudo de 13,475,5 mg
(Figura 8). No final do processo fermentativo constatou-se a
presenca em média para todas as cepas de 1,1375 mg dL’
de glicose remanescente, ou seja 11,375 mg de glicose que
ndo foi considerada como excesso de fonte de carbono
para o crescimento dos fungos, como observou Franco et al.
(2004) quando cultivou C. elegans em meio liquido que
possui 60 g de glicose em sua composicdio, ou seja, trés
vezes que no meio YPD utilizado nesse estudo, referindo,
assim, um excesso de 8 g L. Essa constatacéo tem ainda
maior significdncia quando se relata que para a cepa
padrdo CBMAI 0845 houve apenas 3,5 mg de sobra.

Em pesquisa para isolar quitosana de outro fungo de
ordem Mucolares o Mucor rouxxi, White, Farina e Fulton
(1979) ao cultivd-lo em meio YPD (1,0% de extrato de
levedura, 0,3% de peptona e 4% de dexirose diluidos em 1
L de dgua destilada) reportam uma sobra um pouco maior
que 5 g L' em 48 horas de cultivo. Félix et al. (2009)
cultivaram Cunninghamella elegans ( IFM46109) em meio
Sabouroud (glicose — 40 g; peptona — 10,0 g;agua — 1 L;
pH 5,63) e concentracéo final de indeulo de 10° esporos mL”
e verificaram presenca de glicose ao termino de 96 horas
do cultivo caracterizando um excesso de fone de carbono,
contudo, apds este periodo, de 96 a 120 horas, houve
utilizagdo completa desta substrato pelo microorganismo.
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Figura 8. Grdficos da curva de consumo de glicose das cepas de fungo

Cunninghamella elegans CBMAI 0843(A), Isolado 1B (B), Isolado 2A (C), Isolado

3A(D). Observar que para todas as cepas a curva é decrescente tendendo ao

zero e possui maior declinio nas 12 primeiras horas de cultivo.
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Para a curva de nitrogénio também observou-se que o
maior consumo aconteceu nas doze primeiras horas, o
que pode ser explicado pela fase de adaptagéo do
fungo ao meio. Os dados referentes a concentragdo de
nitrogénio no decorrer do periodo de crescimento em
meio liquido (Figura 9).

O consumo médio de nitrogénio nas 12 primeiras horas
foi de 7,03 g, sendo os Isolados 1B e 3A apresentaram o
maior consumo, 7,34 g, seguidos pelo Isolados 2A 7,24 g
e cepa CBMAI 0843 de 6,2 g. Outro periodo de
decréscimo aconteceu entre 36 e 60 horas caracterizando
o consumo deste substrato pelos fungos.

Contudo, excetuando-se o decréscimo naqueles dois
periodos relatados, entre 12 e 36 horas e 60 a 96 horas
de cultivo registrou-se um aumento na quantidade de
proteinas totais que pode ser devido & produgdo de
enzimas pelo fungo, tais como quitinase (no 1° momento)
(STAMFORD et al., 2007), na qual foi observado uma
maior produgdo dos polimeros que é a base estrutural do
microorganismo, sendo a quitina e a quitosana nas
primeiras horas do ensaio, e no segundo periodo devido
ado metabolismo secunddrio no crescimento do
microorganismo produzindo compostos nitrogenados,
conforme relatou Amorim et al. (2001). Félix et al. (2009)
verificou decréscimo inicial de nitrogénio até o periodo
de 24 horas, e posteriormente entre 72 e 96 horas,
registrando aumento deste substrato nos tempos 24 a 72
horas e posteriormente a 96 horas, notando dois tempos
de acréscimo como nesta pesquisa.
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Figura 9. Gréficos da curva de consumo de nitrogénio das cepas de fungo
Cunninghamella elegans CBMAI 0843(A), Isolado 1B (B), Isolado 2A (C), Isolado
3A (D).Observar que todas as cepas hd declinio importantes nas 12 primeiras
horas e crescimento na concentragdo de nitrogénio a partir de 60 horas.

O ph do meio oscilou durante as 96 horas de cultivo
entre 4 e 7 (Tabela 2) como também relatou Carvalho
(2000) em seu estudo com Cunninghamella elegans.
Stamford et al. (2007), demonstraram uma variagdo entre
5 e 7. Amorim et al. (2001) descreveram que em seu cultivo
em meio YPD (28 °C) aconteceu uma queda do pH nas
primeiras 24 horas, permanecendo até o final das 96 horas
entre 3e 4.
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Tabela 2. Variagéo do pH das cepas de fungo Cunninghamella elegans no
decorrer do tempo em cultivo em caldo YPD.

Tempo CBMAI Isolados Isolados Isolados

(horas) 0843 1B 2A 3A
0 4,50 4,50 4,50 4,50
12 4,19 4,24 4,27 4,24
24 5,50 577 5,20 5,01
36 5,73 5,87 5,85 5,98
48 4,94 5,02 5,38 5,36
60 5,08 5,03 5,53 5,52
72 5,95 5,53 5,59 5,53
84 6,35 6,64 5,94 5,66
96 6,54 6,76 6,65 6,78

Nas primeiras 12 horas de cultivo o fungo estava em
fase de adaptagdio ao meio, realizando maior consumo de
glicose. Amorim et al. (2001) relatam o que faz o pH atingir
os seus valores mais baixos devido a producdo de dcido
pirdvico decorrentes de altas concentragdes de glicose,
chamada de fase exponencial. Contudo, apés a fase lag
em que apresenta valores aproximadamente constante
(entre 5 e 6) o pH tende & fase neutralidade, atingindo os
seus valores mais altos (préximo a 7) possivelmente por
causa das baixas concentragdes de glicose no meio ao final
do tempo de cultivo. Franco et al. (2004) também relataram
valores constantes de pH durante a fase ““lag™ e queda do
pH durante a fase exponencial.

4. Conclusdio

Os isolados se comportaram praticamente da mesma
maneira entre si para as varidveis estudadas, contudo,
com sutis diferencas para a cepa referéncia de
Cunninghamella elegans, as concordéncias foram mais
marcantes, a destacar: a curva de consumo de glicose
do isolado 1B assemelha-se mais com a da cepa
referéncia, enquanto a curva de consumo de nitrogénio
é o isolado 2A quem tem maior correspondéncia com a
cepa CBMAI 0843. Os fungos estudados tratavam-se
da espécie Cunninghamella elegans, fungo que tem sido
extensivamente estudado pelo seu elevado potencial
microbiolégico, biomédico e biotecnoldgico. Por isso,
torna importante inferir que, as cepas 3A e 1B, de
acordo o IVCM podem apresentar melhor produgéo de
biomassa em cultivo em batelada em detrimento & cepa
referéncia CBMAI 0843 e consequentemente melhor
rendimento na extrag¢do de quitina e quitosana.

Por fim, este trabalho contribui para a ampliacéo do
conhecimento da existéncia e diversidade de fungos do
género Cunninghamella no solo. E por isso, hd como
perspectiva novos estudos, a fim de estabelecer o
potencial biotecnolégico daqueles, principalmente no
que se refere & extra¢do de quitosana.
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