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1 . INTRODUÇÃO 

Diversos tipos de ácidos orgânicos sao acumu

lados através da fermentação por bactérias e fungos. A pro

dução por fermentação de ácido cítrico é conhecida desde que 

WEHMER (1893 0, apud PERLMAN e SIH., 1960) relatou a sua ocorrên' 

que sao 

atualmente classificados no gênero Pe.11.{c.,[{-f.,lum (PERLMAN e SIH_, 

1960). Depois deste trabalho pioneiro, outros fungos, princ� 

palmente espécies do gênero A-0pe.'1.gil-f.u� foram relatados como 

acumuladores dess8 ;importante metabÓlito. 

Atualmente 1 in ha gen s se 1 e ci onadas de Aope.'1.nill� 

nlge.'1., em condiç6es apropriadas, são as responsáveis por qua-

se toda a produção mundial de ácido cítrico, que e estimada 

em 90.000 toneladas anuais (LOCKWOOD ., 1975). A sua importân-
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eia pode também ser evidenciada pela grande utilização nas in 

dÚstrias de alimentos, refrigerantes e farmacêutica, 

Para a utilização das linhagens em condições 

industriais, dois grandes problemas se apresentam, quais se

jam: instabilidade na produção e obtenção de linhaF,ens mais 

produtivas, como em muitas outras espécies utilizadas em in

dústria (SERMONTI
3 

1969). 

No caso da instabilidade, sua evidenciação po

de ser observada por flutuações na produção (GARDNER e Col. s 

1956; MILLIS e Col.ô 1963) ou, pelo aparecimento de varian

tes com menor produção na população de esporos estocados (SER-

MONTI. 1969
0 

JOHNSTON
s 

1975). No caso da obtenção de linha-

gens mais produtivas, diversos métodos podem ser utilizados, 

que são enquadrados em dois grandes grupos: genéticos B am-

bientais (DAS
s 

1972). Os dois grupos de métodos visam, evi-

dentemente, o aumento da produção e/ou rendimento, sendo que 

os genéticos o fazem introduzindo, quer seja por indução de 

mutação, díploidização ou hibridização e recombinação, modif! 

cações no genoma da linhagem. O ambiental procura determinar 

quais as melhores condições de fermentação em que a linhagem 

possa expressar todo o seu potencial. O uso dos dois grupos 

de métodos simultaneamente, torna possível um melhor aprovei

tamento da capacidade de produção e/ou rendimento da linhagem. 

O nosso trabalho visa o estudo de característi 

cas em cultura.de linhagem de A6pehgillu6 nigen utilizada em 
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indústria, tentando elucidar as causas da instabilidade na pr� 

dução, pois esta apresenta flutuações no rendimento, que e

medido pela relação da quantidade de ácido cítrico produzido 

sobre açúcar total disponível no meio de fermentação (BONATELLI 

Jr, 3 dados não publicados). Nesta tentativa será observado o 

comportamento da linhagem frente aos meios de cultura descri

tos por PONTECORVO e Cal. (1953) 3 utilizados na análise gené

tica de A-0pe�gillu� nidulan-0. Será também investigada a pro

dução de ácido cítrico por mutantes auxotróficos e morfológi

cos induzidos por luz ultravioleta e N-metil-N'-nitro-N-nitr� 

soguanidina e a possibilidade de síntese de diplÓides que po

deriam ser utilizados como linha�ens industriais. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA

Esta revisão, para cobrir os propósitos do pr� 

sente trabalho, será dividida em 3 itens Aspectos Gerais de 

A-0pengillu-0 nigen, Instabilidade e Produção. 

a segundo ítern será subdividido nos sub-Ítens: 

1) Instabilidade em geral e 2) Instabilidade em microrganis

mos industriais. O terceiro ítem, por sua vez, será subdivi

dido em: 1) Marcas gen�ticas e produção e 2) Melhoramento da 

produção em microrganismos industriais, 

2.1. Aspectos Gerais de A-0pengillu-0 nigen 

STEINBERG (1939) estudou a influência de diver 
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sos compostos no crescimento de linhagem de A�pe�glllu4 nlgen 

em meio de cultura liquido, sendo o crescimento estimado por 

peso seco do micélio, Verificou que a adição de extrato de 

leveduras em meio com sacarose aumenta o crescimento, assim 

como, a adição de peptona em meio com glicerol. Atribuiu es

tes efeitos à presença de elementos contaminantes não identi

ficados nos compostos adicionados. 

PONTECORVO (1952) usando a técnica descrita por 

ROPER (1952) s constatou a ocorrência do ciclo parassexual ne� 

ta espécie, após o isolamento de diplÓides heterozigotos e da 

segregação não ao acaso das marcas genéticas utilizadas. 

PONTECORVO e Col.(1953a) descrevem detalhes do 

trabalho inicial de PONTECORVO (1952) e outros resultados, o 

que lhes permitiu concluir que a frequência de diplÓides nes

ta espécie era bastante alta e. ainda mais, que o diâmetro 

dos conídios dos diplÕides era aproximadamente 1,3 vezes o da 

linhagem paternal. Estudando a segregação de marcas devido 

à recombinação mitótica verificaram que a maioria dos setores 

eram diplÓides, sendo que. em �determinados casos nao foi po� 

sível decidir quanto à ploidia utilizando o diâmetro de coní-

di os. Discutem ainda a utilização do ciclo parassexual no me 

lhoramento de linhagens industriais. 

LHOAS (1961 5 196?) estudando a mesma linhagem 

utilizada nos trabalhos de PONTECORVO (1952) PONTECORVO e

Gol. (1953a), constatou que o emprego da palta-fluorfenilalanina 
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na obtenção de haplÓides era viável e estabeleceu a presença 

de possivelmente 6 grupos de ligação com o uso de marcas auxo 

tróficas, morfológicas (coloração de conÍdios) e resistên-

eia à acriflavina, Destacou a possibilidade de serem separa-

dos setores haplÓides de diplÓides utilizando o diâmetro de 

conÍdios. Observou também, que a frequência de recombinação 

mitótica era bastante alta, nao sendo aconselhável a estoca

gem de diplÓides. 

RAPER e FENNELL (1965) descrevem a espécie usa 

da no presente trabalho como organismo tipo de um grupo bas

tante heterogêneo e que inclui os mais comuns fungos saprofí-

ti CDS, Citam como características em meio de Czapek sólido -

1) Esterigmas em duas séries, 2) Colônias (con:fdios) de colo

raçao negro carvão a olho nu e 3) Con:fdios globosos com as

pecto rugoso, sem equinulações verdadeiras e com menos de 5 a 

5 µm de diãmetro na maturidade. Citam também, que nao foi 

descrito ciclo sexual, sendo o A. nige� portanto, 

imperfeito. 

um fungo 

KA L Y A N I e C o 7, • ( 1 9 6 9 ) s u g e r em a e x i s t ê n c i a d e 

fenômeno semelhante à transformação bacteriana nesta espécie, 

após observarem a reversão de deficiências nutricionais com o 

tratamento de conÍdios com DNA extraído da linhagem paternal 

prototrÓfica. Este fenômeno pode ser inibido pelo tratamen-

to do ONA do doador por ultravioleta, calor e 

clease. 

desoxiribonu-
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PRASAD (1970) estudando mutantes morfológicos 

para coloração de conídios, em testes de heterocários, verifi 

cou complementação entre diferentes mutantes e inclusive, de 

alguns mutantes com a mesma alteração morfológica, Constatou 

também que alguns mutantes não formavam conidiÓforos com mis-

tura de conídios de diferentes colorações, apesar de todos 

os mutantes terem sido obtidos da mesma linhagem paternal. En

tre as hipóteses levantadas sugeriu: a) a incompatibilidade -

dos mutantes; b) urna rara fusão de hifas entre certos grupos 

de mutantes ou c) fusões frequentes, mas instáveis, nao haven 

do portanto formação de heterocários estáveis. 

CHANG e CoZ, (1974) estudaram efeitos de coní

dios heterocarióticos na seleção de diplÓides, tendo em vista 

que trabalhavam com linhagem de conídios binucleados, Obser-

varam que a frequência de conÍdios heterocarióticos era de 

cerca de 1 □-
4 enquanto que a frequência de conídios diplÓides

estava em torno de 1 □-
6, o que dificultava a seleção de di

plÓides. Entre as técnicas sugeridas para isolamento de di-

plÓides destacaram como bem sucedidas: a) estrias com 

dias de diplÓides davam crescimento homogêneo em sua 

coní-

exten-

sao, ao contrário dos heterocários, cujo crescimento era ape-

nas ocasional; b) a sobrevivência de conídios quando semea-

dos em meio mínimo e ,  c) medidas de diâmetro de conidios,pois 

os diplÓides eram cerca de 1,3 vezes maiores que os haplÕides, 

confirmando os dados de PONTECORVO e CoZ. (1953). 
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NGA e Col. (1975) estudaram linhagem isolada 

da Natureza. Constataram que a linhagem produzia setores es-

pontaneamente em meio completo e com tratamento de p-fluorfe

nilalanina (pFA). No caso dos setores obtidos com pFA,haviam 

setores com diâmetro de conídios inferior (variando de 3,4 a 

4,0 µm) ao da linhagem ori�inal (de 4,0 a 4,8 µm). Estes se

tores com conídios de menor diâmetro foram considerados como 

�ossíveis haplÓides. Os mesmos, ensaiados para deficiências 

nutricionais, revelaram dois setores auxotróficos (deficien-

tes para tiamina) em 20 setores analisados. Mutantes nutri

cionais puderam ser isolados dos possíveis haplÓides, enquan

to que, em 550 col6nias examinadas após tratamento com luz 

ultravioleta da linhagem original não foi possível a eviden

ciação de mutante algum. Com a constatação destas caracterís 

ticas concluiram que a linhagem isolada era um diplÓide hete

rozigoto, 

BARACHO e CoZ. (1975) estudaram diversas linha 

gens de AJ.ipeJtgil.ti do grupo nige.Jt com relação a ocorrência 

de conídios binucleados. Constataram que a porcentagem de 

binucleados varia entre as diferentes linhagens, sendo que a 

linhagem 10V10 tem cerca de 60% de conídios binucleados. 
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2.2. Instabilidade 

2.2.l. Instabilidade em 9eral 

A instabilidade aqui referida sera essencial

mente a instabilidade mitôtica cuja existência de muito é co

nhecida pelos geneticistas. 

O primeiro autor a sugerir a existência de ge

nes instáveis foi EMERSON (1914)� ao estudar as alterações de 

coloração no pericarpo de m ilho como consequência de frequen-

- pW D te mutaçao do gene para pericarpo incolor (,).

Diversos foram os organismos estudados assim 

como os mecanismos propostos para explicar a instabilidade, dos 

quais serão relatados apenas alguns exemplos. 

A proposição de DEMEREC (1937) que verificou 

instabilidade em V�o-0ophlla, foi a existência de genes mutad� 

res, sendo que o próprio DEMEREC (1941)
ó estudando V�o-0ophlla 

vlnlll-0, concluiu que a taxa elevada de mutação dos genes ins 

tâveis era uma propriedade autônoma e inerente do próprio ge-

ne. 

Nesta mesma linha, os estudos com genes rnutad� 

res em E-0chenlchla coll iniciaram-se com os trabalhos de 

TREFFERS e CoZ. ( 1954) � que registraram uma alta taxa de mutação 

para a resistência � estreptomicina. GOLDSTEIN e SMOOT(1955) 

descreveram, por sua vez, linhagem com taxa de mutação eleva-
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da para auxotrofia, sendo que SKAAR (1955) identificou um fa

tor mutador (M.ut) ligado ao locus da leucina quando estudava 

as causas de uma alta taxa de mutação para estreptomicina. Mais 

recentemente, COX e Gol. (19?2)
., ainda em E. e.ali, realizaram 

mapeamento dos genes mutadores, sugerindo que como causas das 

altas taxas de mutação estariam envolvidos os processos de re 

plicação, recombinação e reparo do ONA. 

Em leveduras, estudos de von BORSTEL e Col.

(19?3) identificaram genes mutadores em diversa� linhagens, 

que como em E. e.ali, provocam alterações de bases, tais como 

transições, transversões, adições e del�ções. 

Considerando-se a presença de elementos contr� 

ladores. RHOADES (1941)
., 

descreve o caso de gene est�vel a1 

com baixa taxa de mutação, que torna-se altamente instável 

na presença de outro gene chamado nootted" (dtl. que seria o 

controlador, situado em cromossomo diferente do gene a1,

Estudos mais detalhados sobre este aspecto re� 

lizados por McCLINTOCK (1951., 1953
., 

1956
., 

1965) e PETERSON

(1960), verificaram que a alta mutabilidade em genes do milho 

era controlada por genes independentes, que nao parecem ser 

responsáveis por fenótipo próprio, mas atuam em outro gene d� 

sencadeando o processo. O sistema de elementos controladores 

e s t u d a d o f o i o Ac-D s ( A c = a t i v a d o r ; D s "' d i s s o c i a d o r ) , se n d o 

que Ac estando presente induz quebras cromossômicas em outro 

local (Ds), evidenciando gene recessivo. Estes elementos con 
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troladores têm capacidade de transposição de um local do cro

mossomo para outro, ou mesmo de um cromossomo para outro. 

Em Salmonella �yphimunium, estudos conduzidos 

por SMITH-KEARY (1958) e DAWSON e SMITH-KEARY (1963), estu

dando elevada taxa de reversão de leu- (dependência de leuci

na) verificaram que a causa estava ligada ao locus supres

sor da leucina (su leuA), pois havia diminuição da instabili

dade com a perda dos elementos controladores ou quando da sua 

integração. de modo estável, em outro sítio. Podiam também, 

apos transposição para outros sítios, instabilizar outros lo-

ci e o locus original ficava estabilizado. Foi proposto o 

termo "epissomos controladores" a estes elementos.sendo bas

tante semelhantes aos descritos por McCLINTOCK em milho. 

Instabilidade associada com aberrações cromos-

sômicas também e frequente, sendo tanto com relação às nu-

méricas quanto as estruturais. 

No fungo Ahpengillu-0 nidulanh existe grande 

numero de estudos com relação às aberrações numéricas desde o 

trabalho de ROPER (1952), que explicava o aparecimento de in� 

tabilidade em linhagens diplÓides como resultado de permutas 

mitóticas e não-disjunção conduzindo à haploidização. 

Trabalhos de PONTECORVO e Col. (1�54),levaram 

a que fossem propostos corno mecanismos responsiveis pela ins-

tabilidade mit6tice e dietribuiç&o irregular de cromossomos 
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na mitose e a permuta mitÓtica. 

Evidências de recombinação mitÓtica foram acu-

muladas por PONTECORVO e KAFER (1958) e K'AFER (1958), sendo 

que K'AFER (1960, 1861) explicava o fen5meno de haploidização. 

onde por não-disjunção mitótica, havia perdas sucessivas de 

cromossomos até que se alcance o estado haplÓide normal por 

aneuploidias sucessivas. 

Estes mecanismos foram detectados por PONTE-

CORVO ( 19 5 2) e PONTECORVO e Co l. ( 19 5 3a) em Á6peJt.gillu.,6 nig cur., 

assim como em outros fungos que apresentam o ciclo 

xual (AZEVEDO, 1976). 

parasse-

Com relação às aneuploidias, no caso de A.

nidulan-0, onde existem estadosvtatensivos, os aneuplóides 

apresentam instabilidade com elevado grau de perdas espontâ

neas (BALL e AZEVEDO, 1976). Em outro fungo, o Saccha�omyce-0 

ce�ev,Lóiae, PARRY e COX (1970) e SHAFFER e Gol. (1971), rela

tam tolerância à aneuploidia em linhagens com os grupos de li 

gação III, V, VIII, IX, XII e XIII em duplicata. 

Quanto as aberraçaes estruturais, existem os 

trabalhos de NEWMEYER (1965) e NEWMEYER e TAYLOR (1967), que 

descrevem casos de instabilidade associados com inversão peri 

cêntrica em Neu�o-0po�a. As linhagens.inicialmente com cresci 

manto reduzido e fortemente pigmentadas, produziam setores cujo 

crescimento era semelhante ao tipo selvagem. Sugestão foi fei-
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ta de que apos ocorrência de permuta simples, dois produtos 

eram originados, um duplicado e outro deficiente para o mesmo 

segmento, sendo que o duplicado seria instável, dando setores 

de morfologia normal e o deficiente letal.

Um processo novo e espontâneo em A. nidulan-0 

que dava instabilidade, foi descrito por BAINBRIDGE e ROPER 

(1966) quando estudavam fatores genéticos que influenciavam a 

morfologia desse fungo. Seus estudos basearam-se num varian-

te "crinkled" que originou-se de cruzamento de pais de morfo

logia normal e apresentava taxa de crescimento reduzida. Foi 

verificado que este variante era portador de duplicação cro-

mossômica resultante de translocação não-reciproca presente 

numa das linhagens paternais. Apresentava ainda instabilidade 

vegetativa, produzindo setores, cujo crescimento e morfolo-

gia aproximavam-se de linhagem normal. A origem destes seta-

res deveria ser, provavelmente, por perda do segmento em du

plicata. 

Trabalhos posteriores conduzidos por NGA e 

ROPER (1968, 1969) estudando linhagens mais apropriadas que 

eram portadoras de duplicação de segmento do grupo de liga-

ção I translocado para o grupo de ligação II, com três marca

dores genéticos, verificaram que havia produção de variantes 

de morfologia e crescimento semelhantes à linhagem normal (se 

tores melhorados) e de variantes com morfologia alterada (se

tores deteriorados). Os setores melhorados, de acordo com a

nálise genética, provaram serem originados por perdas prefe-



• 1 4 •

renciais do segmento translocado e, que as perdas podiam ser 

intersticiais. Os setores deteriorados, que sao normalmente 

muito instáveis, provavelmente originaram-se de novas duplic� 

ções em tandem. Estas perdas e aparentes ganhos ocorrem pos

sivelmente, devido a processo intracromossômico, sendo expl! 

cactos por permuta desigual entre cromatideos irmãos ou permu

ta em alça intracromossômica. 

Com o estudo de linhagens haplÓides e diplÓi-

des, com e sem translocação, concluíram que a instabilidade 

era provocada pelo desequilíbrio cromossômico, propondo o te� 

mo »não-conformidade mitótica" para este fenômeno de instabi

lidade. 

O aparecimento de variantes melhorados e dete

riorados em linhagens duplicadas foi melhor estudado por AZE

VEDO (1970
3 

1971) e AZEVEDO e ROPER (1970) que concluíram que 

a instabilidade das linhagens é variável, a deterioração mor

fológica pode ser atribuída a novas duplicações em tandem e 

que a transposição do material genético em duplicata para ou

tras regiões do genoma resulta em maior estabilidade. A trans 

posição postulada para os determinantes de morfologia altera

da assemelha-se com os elementos controladores propostos por 

McCLINTOCK em milho. 

Outros autores, como é o caso de JINKS (1966)
3

explicam certos tipos de instabilidade como devidos a 

res citoplasmáticos. 

fato-
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2.2.2. Instabilidade em �icrorqanismos Industriais 

A instabilidade neste caso. pode ser separada 

em dois tipos. No primeiro a instabilidade ocorreria devido 

a variações na produção de uma mesma linhagem quando são fei

tas diversas fermentações, sendo caracterizada por flutuações 

na produção. No segundo tipo, seria devido ao aparecimento, 

em determinada linhagem, de derivativos com produção alterada, 

frequentemente com diminuição acentuada da produção. 

No primeiro tipo, há possibilidade de que a 

flutuação seja devida à presença nos inóculos, de diferentes 

porcentagens de células da linhagem "normal" de alta produ

çao com relação às células que determinam produção alterada 

que podem sorgir espontaneamente. Outra alternativa, é a ho

meostasia da linhagem com relação às diferenças, mesmo que p� 

quenas, na composição química do meio de fermentação ou de 

cultura ou ainda, por diferenças nas condições das repetições 

como presença de substâncias contaminantes, variações de tem

peratura, pH, etc., que possam afetar a acumulação do produ

to desejado. 

Com relação ao primeiro tipo de instabilidade 

poderiam ser citados: 

GARDNER e Gol. (1956) que estudando linhagens 

de A. nigen tolerantes a metais que interferem no acúmulo de 

ácido cítrico, ressaltam a dificuldade encontrada em se obter 

constantes produções elevadas, especialmente em meios com aç� 
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car de cana nao purificado. Os resultados indicaram grandes 

variações para uma mesma linhagem, tanto utilizando meios de 

cultura com diferentes concentrações de metais corno em rela

çao ao mesmo meio que tinha aproximadamente a mesma concen

tração de metais. 

PERLMAN e SIH (1960) em excelente revisão so

bre produção de ácido cítrico por fungos, mencionam que um dos 

problemas enfrentados desde o inicio da exploração comercial 

deste tipo de fermentação vem a ser a variação nos ciclos de 

fermentações. Citam o trabalho de SHU e JOHNSON (1947)� que 

reportam que 0,1 ppm de manganes no meio de cultura utilizado 

para a multiplicação da linhagem de A.  nigen promove redução 

na produção de ácido nas fermentações seguintes. No caso de 

outros elementos metálicos como o ferro, o zinco e o cobre, 

relatam que, dependendo do processo e da linhagem. os 

tos podem ser benéficos ou maléficos. 

efei-

MILLIS e Co'l. (1963) em estudo sobre os efei

tos de lipideos sobre a produção de ácido cítrico por A. nigVL, 

verificaram que não há diminuição da variabilidade da produ

ção entre os diferentes ciclos de fermentação, Ressaltam po

rem, que as menores produções obtidas com lipÍdeos no meio de 

fermentação sao maiores que as obtidas na ausência de lipi

deos. Sugerem então, que a presença de lipÍdeos tornaria a 

linhagem menos susceptfvel com relação às variações entre as 

diferentes partidas de meio �e fermentação. 
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BALL (1973) observou variação na produção de 

diversos mutantes de Penieillium eh�y-0ogenum com alta produ-

ção de penicilina, obtidos após tratamento com mutagênicos. 

Esta variação foi grande ou pequena, independendo da produção 

média da linhagem, havendo porem, linhagens bastante estáveis. 

Os testes foram realizados no período de um ano revelando in

fluência das diversas partidas de meio de fermentação e, pos

sivelmente também devido à mutação associada com a estocagem 

segundo o autor. Ressaltou ainda a falta de dados na litera-

tura com respeito � ocorrência dessas variaç6es. 

LOCKWOOD (1975) em outra excelente revisão so

bre produção de ácido cítrico por A. nige�, discutindo os re

latos na literatura sobre as influências de fatores de ambien 

te na produção do metabÓlito salientou: a) a necessidade de 

eliminação, na maior intensidade possível, dos metais prese� 

tes em concentrações elevadas e b) o cuidado em se evitar a 

elevação do pH inicial para 3,5 durante a fermentação.pois há 

favorecimento do acúmulo de outros ácidos, como o oxálico e o 

glucônico. 

MERRICK (1975b) estudando a aplicação de méto

dos de hibridização-seleção na obtenção de linhagens de A.

nidulan-0 com alta produção de penicilina, observou um aumen

to na variância entre as repetições com o aumento na capacid� 

de de produção. Isto poderia estar evidenciando uma possi-

vel instabilidade das linhagens. mas, também poderia ser in

terpretado como efeito do método de medição da produção. 
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BONATELLI Jr. e AZEVEDO (dados  
-

nao publicados) 

constataram, em trabalho para melhoramento da produção de ácl 

do cítrico em A. nige�, que a melhor linhagem obtid a  apresen

ta menor variação no rendimento entre as diferentes câmaras de 

fermentação. Esta, pelo menos em parte, pode ser a causa do 

melhor rendimento da linhagem. 

Quanto ao segundo tipo. diversas causas podem 

ser indicadas, como pode se notar nos trabalhos citados a se

guir: 

YVILL (1953) observou o aparecimento de dois 

tipos de mutantes em linhagem de A. nige�. A linhagem ori-

ginal com conídios pretos deu origem aos mutantes T. com coni 

dias marrom-claro e B, com conÍdios marrom-escuro. O mutan-

te T nao se diferenciava da linhagem original com relação ao 

crescimento e produção de ácido, enquanto que o B tinha taxa 

de crescimento e produção de ácido menores, tendo ainda a ca

pacidade de produzir setores pretos semelhantes à colônia ori 

ginal em todos os aspectos e setores semelhantes em morfolo

gia e produção de ácido a si próprio. 

PERLMAN e Cal. (1954) estudando linhagem de 

St�eptomyce� g�i�eu� que dá origem a derivativos de baixa pr� 

dução após transferência em série, verificaram que estes derl 

vativos não se diferenciavam da linhagem original em taxa de 

crescimento, utilização de glicose, liberação de amônia e pr� 

dução de vitamina 812. Contudo colônias sem esporos são mais 
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frequentes nestes derivativos apos semeadura de esporos em a

gar-infusão de soja. 

HAAS e Col. (1956) observaram que linhagem de 

Pen�c�li�um ch�y-0ogenum com produção elevada de penicilina da 

va origem a colônias verdes (G), brancas (W) e colônias ver-

des (S) com setores brancos durante transferência em série 

em meio de lactose e licor de milho (LCS), o que não ocorria 

em meio de Czapek-Dox (CD) e em meio honey-peptone ágar(HPA). 

As colônias S eram instáveis, pois produziam os três tipos de 

colônias, sendo que o tipo S aproximadamente 75% do total, en 

quanto as colônias G ou W produziam sempre o seu tipo de coli 

nia sendo portanto estáveis. Heterocários sintetizados entre 

os tipos W e G permanecendo balanceados não alteravam a prod� 

ção de penicilina do tipo G porem, não balanceados, causavam 

grande diminuição do crescimento e da produção do tipo Gº Su

g e r em corno ex p l i c a ç ão a h e t e r o c ar i o s e i n c l u s i v e p par a i,, ,- o as os 

observados por outros autores em St�eptomyce-0 e Penic�ll�um. 

REVSSER e Col. (1961) estudaram linhagem de 

St�eptomyce-0 n�veu-0 produtora de novobiocina, constatando que 

a produção decrescia drasticamente quando a cultura era trans 

ferida em intervalos regulares tanto por conÍdios como por 

micélio. A diminuição estava relacionada com perda gradual 

na capacidade de esporulação em meio sólido inclinado. Suge

rem como possível causa a heterocariose, tendo em vista que a 

perda é menos acentuada com a propagaçao da linhagem através 

de micélio. 



.20. 

PERLMAN e SIH (1960) citam casos da literatu 

ra relativos a perda da capacidade de produção de ácido cítri 

co por linhagens de A. nige� sem mudanças aparentes na taxa 

de crescimento e morfologia das linhagens e que nao foi possi 

vel reisolar as linhagens "normais" mesmo ap6s isolamento de 

colônias monospÓricas. 

MacDONALD (1968) constatou o aparecimento de 

colônias de baixa produção de penicilina em linhagens de Pe

nicillium ch�yhogenum com elevada produção após estocagem e 

transferências em série. Estudos realizados através da for

mação de heterocários permitiram concluir que a causa da bai

xa produção era nuclear. D mesmo autor (MAcDONALD, 1972) su

geriu que o aparecimento de derivativos com menor produção p� 

deria ser evitado com estocagem à temperatura do nitrogênio -

liquido. 

MAYNE e Col. (1971) estudaram linhagem a� be 

Ahpe�gillu� pa�ahiticuh produtora de aflatoxina que, ap6s trans 

ferências em série, exibia atenuação na capacidade de produ-

zir aflatoxina. Ap6s terem reisolado derivativos com alta 

produção da linhagem atenuada usando a técnica de colônias mo 

nospóricas, sugeriram a presença de fator citoplasmático que 

esteja presente no micélio e não nos esporos como causa da 

instabilidade. 

BALL (1971) estudando linhagem de Penicillium 

ch�yhogenum descreve instabilidade associada com fator cromos 
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sômico. Sugere que seja similar a observada por BAINBRIDGE e 

ROPER (1966) e NGA e ROPER (1968). Isolamento de derivativo 

estável foi conseguido por seleção de colônias sem setores a

pós semeadura. 

BONATELLI Jr. e AZEVEDO (1974) sugerem como 

possível causa da instabilidade da linhagem lOVlO de A. nfge� 

a heterocariose, tendo em vista a produção de setores por co

lônias desenvolvidas em meio mínimo e a não produção de seto

res em meio completo. 

BALL e AZEVEDO (1976) discutem diversas causas 

de instabilidade em fungos com ciclos parassexual. Citam que 

em fungos industriais a instabilidade tanto pode ser indese

jável, quando produz variantes de baixa produção, quanto des� 

jável, quando utilizada na recombinação de características de 

sejáveis. Destacam a grande instabilidade característica de 

aneuplÓides e de linhagens com duplicações parciais do geno

ma. Encerram sugerindo diversas maneiras de estabilização 

de linhagens instáveis, que podem ser por fatores genéticos 

ou por fatores de ambiente. 

2.3. Produção 

2.3.1. Marcas geniticas e produção 

Neste sub-Ítem serao incluídos principalmente, 

estudos com relação ao efeito de marcas genéticas para auxo

trofia. com algumas, referências à ,coloração de conÍdios e à supressão. 
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2.3.l.1. Marcas geniticas para auxotrofia 

BONNER (1947) conduziu estudos em Penicillium 

notatum tentando elucidar aspectos da biossíntese da penicill 

na usando mutantes com capacidade reduzida de síntese e muta� 

tes auxotrÕficos. No caso dos auxotrÕficos, os mutantes defi 

cientes para lisina em 25% dos casos foram os que 

síntese defectiva de penicilina. 

mostraram 

ALIKHANIAN e Co"l. (1959) relatam trabalho con

duzido em Stneptomyce-0 nimo-0u-0 utilizado na produção de terr� 

micina. Mutantes requerendo adição de aminoácidos reduzem a

centuadamente a produção. Deficiências para metionina e nico 

tinamida reduzem a produção apenas se os compostos forem adi

cionados em baixas concentrações no meio de fermentação. Uma 

alta concentração destas substâncias é requerida tanto para 

produção como para o crescimento, medido em peso seco. No ca

so da linhagem deficiente para nicotinamida, a redução e de 

oito a 28% em relação à linhagem paternal, sendo que, com a 

adição de excesso de vitamina no meio de fermentação, a prod� 

ção é aumentada para 93 - 144%. 

FANTINI e OLIVE (1960) e FANTINI (1961) estu

daram Emenicellop-0i-0 -0almo�ynnemata, verificando que as defi

ciências nutricionais obtidas reduziram acentuadamente a pro

dução de cefalosporina N (penicilina N). 

ALIKHANIAN e BORISOVA (1961) estudando recom-
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binação em St4eptomyce� au�eo6aclen� observaram a produção de 

diversos mutantes auxotrÓficos obtidos. A maioria dos mutan-

tes isolados era deficiente para arginina e, usualmente nao 

acumulavam tetraciclina, enquanto que um mutante deficiente 

para isoleucina-valina produzia cerca de 1/10 da tetraciclina 

acumulada pela linhagem paternal, Alguns mutantes para eis-

teína, metionina e arginina produzindo 5 - 10% em relação à li 

nhagem paternal foram também obtidos em trabalho posterior con 

duzido por JÁRAI (1961, apud SERMONTI, 1969). 

POLSINELLI e Col. (1963) estudando a relação 

entre as mutações para auxotrofia com relação à síntese de 

actinornicina em St4eptomyce� antlblotlcu� verificaram uma in-

teressante relação. A produção dos mutantes cuja deficiên-

eia não incluía aminoácidos presentes na molécula do antibió

tico em meio mínimo suplementado com o requerimento nao dife-

rem significativamente do tipo selvagem. Diferente foi a

constatação em mutantes cuja deficiência incluía aminoácidos 

presentes na molécula do antibiótico que exibiram em meio mi-

nimo suplementado uma diminuição drástica na produção, mesmo 

com suplementação da substância requerida aumentada em 10 ve

zes. Concluíram que apenas mutações afetando vias biossinté

ticas cujos produtos são necessários para a síntese de actin� 

micina, diminuem a sua produção, interpretando estes resulta

dos como uma utilização diferente dos "pools" de amino�cidos 

exogenos e endógenos pela célula. 
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ELANDER (1966, apud SERMONTI, 1969) relata que 

linhagem de St�eptomyceê e�yth�euê,deficiente para arginina, 

foi introduzida na produção comercial de eritromicina. 

SERMONTI (1969) utilizando seus dados e os de 

MAcDONALD e Col. (1963) agrupa os resultados obtidos com rela 

ção à produção de penicilina por mutantes auxotrÓficos de Pe

nicittium ch�yêogenum. Concluiu que como regra há uma dimi

nuição na produção, havendo mutantes que não evidenciam efei

tos e outros que exibem um pequeno aumento na produção. Neste 

raciocínio, os deficientes para adenina são quase completa-

mente bloqueados, sendo que os deficientes para vitaminas qu� 

se não afetam e algumas vezes aumentam e, os deficientes para 

aminoácidos situam-se num grupo intermediário com relação a 

produção. 

MVSÍLKOVÁ e FENCL (1969) isolaram diversos mu

tantes auxotrÓficos, em estudos sobre a açao do metanosulfona 

to de etila (EMS) em linhagem de A-0pengitiu-0 nigen produtora 

de ácido cítrico, ensaiando posteriormente a produção de áci

dos dos mesmos. Verificaram que mutante para arginina produ

zia cerca de 14% a mais que a linhagem paternal. Os demais pr� 

duziram ou igual (deficientes para vitaminas} ou menos que a 

linhagem paternal (aminoácidos e bases nitrogenadas). Obser

varam ainda que havia relação entre a menor produção de áci

dos com o menor do crescimento das linhagens. Tentativas pa

ra melhorar o crescimento das linhagens aumentando a quantid� 

de da substãncia requerida pela linhagem (inicialmente 2 µg/ml 
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para vitaminas e 50 µg/ml para aminoácidos e bases nitrogena-

das) nao foram bem sucedidos em todos os casos. No caso de 

mutantes deficientes para citosina houve aumento no crescimen 

to e na produção com adição de quantidade maior de citosina 

no meio. O acúmulo de ácidos em porcentagem foi de 101,2 a 

81,0 (porcentagem do controle) para os deficientes para ácido 

nicotínico e de 22,4 - 99,4 para os deficientes para ácido 

pana-aminobenzóico, enquanto que para os deficientes em adeni 

na os valores encontrados foram de 6,7 - 59,2. 

ILCZUK (1971) relatando influência de muta-

çoes para deficiência em niacina, piridoxina, tiamina e ácido 

fálico em linhagem de A. nigen produtora de ácido cítrico in

forma que em todos os casos houve diminuição acentuada na pr� 

dução. 

DEMAIN (1973) apresenta dados indicando a uti

lização de mutantes auxotróficos na indústria devido ao acúmu 

lo de produtos intermediários do seu metabolismo ((Tabela 1). 

Este acúmulo ocorreria em grandes quantidades devido também à 

manutenção da substância requerida em níveis bai¼os. 
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Tabela 1 - Produção de aminoácidos e nucleotideos por mutan

tes auxotr6ficos (apud DEMAINJ 1973). 

Produto Deficiência Organismo Acúmulo 
nutricional ( g/1) 

Citrulina Arginina Bac.,l.f.lu.J.i ,.s u. b .:tiflJ.i 16 

Drnitina Arginina e o f{,yn.e.bacteJLiu.m 
glu..tamic.u.m 26 

Lisina Homoserina ou 
treonina me-
tionina e. g.f.u..tam-lc.u.m 42 

Valina Isoleucina e. g.f.u..tamic.um 11 

Iaosina 5' -
e. glu.t.am-lc.u.m monofosfato Adenina 
B. ammo vdag e.n.e-6 13 

Xantina 5'-
monofosfato Guanina B. ammo n-lag e.n.eJ.i 6 

Relata também na Tabela 2, o acúmulo de subs

tâncias aparentemente não relacionadas em biossíntese,sugeri� 

do a possibilidade de regulação tipo vias metabólicas cruza

das (c.J[,OJ.i.6-pat.hway) ou de mutações duplas. 
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Tabela 2 - Produção de metabÓlitos por tipos de auxotróficos 

não relacionados (apud DEMAIN, 1973). 

Produto 

Alanina 

Alanina 

Alanina 

Prolina 

Prolina 

Prolina 

Inosina 

Deficiência 
nutricional 

Leucina 

Metionina 

Ácido nicotínico 

Histidina 

Isoleucina 

Serina 

Histidina, Tirosina 

O r g a n i s m o s

U-0.ti..la.go ma.ydi...ó 

u. ma.yd.ü

U, ma.ydi.&

84evi..ba.e.teni..um .óp.

B. óla.vum

Kunthi..a ea.tenaóonma.

Baeillu.ó .&ubti..lli...ó

São incluídos, na sua extensa relação,auxotró

ficos com alta produção encontrados em organismos produtores 

de tetraciclina, clortetraciclina, estreptomicina, actinomici 

na, cefalosporina C, ácido kÓjico e ácido fusárico, cuja ex

plicação pode estar relacionada com o sugerido para os campo� 

tos relacionados ·18 Tabela 2. 

CHANG e TERRY (1973) em estudo sobre a produ

çao de diplÓides e heterocários em linhagem de A. ni..gen prod� 

tora de ácido cítrico, relatam que todos os mutantes auxotró

ficos, exceto dois deficientes para metionina e histidina, pro

duziram menos que a linhagem paternal em meio de fermentação 

suplementado com 250 µg/ml da substância requerida. Neste es

tudo apenas mutantes deficientes para aminoácidos foram in

cluídos. 
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2.3.1.2. Marcas gen�ticas para coloração de 

conidios 

SERMONTI (1969) relata que mutações para colo

raçao branca de conÍdios reduzem, enquanto que coloração ama

rela não afeta produção de penicilina em P. chnyJogenum. 

ILCZUK (1968) em A. nigen constatou que sele

çao de mutantes para coloração de conidios provou ser valiosa 

no aumento da produção de ácido cítrico, sendo que LOCKWOOD 

(19?5) cita que na prática estão sendo utilizados mutantes com 

conÍdios marrom-claros. 

2.3.1,3. Reversões 

MAcDONALD e Col. (1963) verificaram, estudando 

a influência de mutantes auxotróficos na produção de penicil! 

na de P. ch�yéogenum t que mutante deficiente para tiossulfato 

{ths) acumulava cerca de 1/4 do total da penicilina produzi-

da pelo parente prototrófico. Estudos com 11 revertentes obti-

dos revelaram que seis tinham produção igual ao deficiente 

e cinco igual à linhagem parental. Sugeriram que os primei-

ros seriam reversões devidas a genes supressores e os 

mos reversões verdadeiras. 

Últi-

DULANEY e DULANEY (196?, apud DEMAIN,19?3) ve-

rificaram que reversões de deficiência p�parmet�etionina em 
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Stneptomyce-0 vinidiáacien-0 resultou num aumento de três vezes 

na síntese de clortetraciclina em relação à linhagem paternal. 

DEMAIN (19?3) relata que reversao do gene res

ponsável pela enzima inosina monofosfato desidrogenase em 

Conynebactenium glutamicum promove superprodução de guanosina 

5'-monofosfato. 

2.3.2. Melhoramento da produção 

No melhoramento genético, o emprego da mutação 

e o responsável pelo progresso atual da indústria de fermen-

tações (DEMAIN� 19?3). O uso com grande intensidade do esqu� 

ma de mutação e seleção pode ser constatado à partir da obten 

ção da linhagem X-1612 de Penicillium chny-0ogenum em 1945,

cuja produção era o dobro da linhagem original (SERMONTI, 1969).

Existem porem, relatos citados por DAS (1972) de que KRESLING

e STERN (1935) obtiveram mutantes com aumento na capacidade 

de produção de ácido cítrico em A. nigen com o uso de luz ul

travioleta e radium como mutagênicos. 

A quantidade de trabalhos relacionados com o 

uso de mutagênicos é enorme, sendo que apenas alguns exemplos 

serão citados. 

Um dos mais extensos e completos trabalhos ne� 

se sentido foi o desenvolvido por BACKUS e STAUFFER (1955) do 
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qual foram originados praticamente todas as linhagens utiliza 

das na produção industrial de penicilina. A primeira linha

gem obtida foi a Q-176 que produzia o dobro da quantidade de 

penicilina da linhagem X-1612, sendo que, com a utilização de 

diferentes mutagênicos (luz ultravioleta e nitrogênio mostar

da) e seleção de mutantes espontâneos teve sua capacidade de 

produção bastante aumentada, A linha derivada com tratarnen-

to de nitrogênio mostarda produziu os melhores mutantes comp� 

rada com a obtida com luz ultravioleta. A seleção de mutan

tes espontâneos após o isolamento de linhagens com maior pro

dução após o tratamento com mutagênicos mostrou ser novamen

te eficiente, o que aconteceu no inicio do trabalho com linha 

gens menos produtivas mas, o aumento conseguido não ultrapas

sou determinado nível. 

JAMES e Gol. (1956) na seleção de mutantes de 

A. nige� com aumento na produção de ácido cítrico, concluí-

ram que os mutantes mais produtivos sao os selecionados apos 

diversos passos de indução de mutação e uso de diferentes mu

tagênicos. Os mutantes obtidos foram do tipo compacto e for

mavam menor quantidade de micélio no meio de fermentação qua� 

do comparados com a linhagem paternal. Relatam o uso do meio 

de POSTER e DAVIS (1949) na seleção de mutantes com resulta

dos promissores. 

DAS (1972) revisando os métodos empregados no 

melhoramento genético de linhagens de A. nige� para produção 

de ácido cítrico, destaca que não foram encontradas correla-
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çoes entre características morfológicas específicas e aumento 

de produção. 

DAS e NANDI (19?2) estudaram os efeitos dos mu 

tagênicos radiação gama (fonte de cobalto 60), luz ultraviole 

ta (UV), nitrogênio mostarda (NM) e colchicina na indução de 

linhagens de A. nlge� com aumento na produção de ácido cítri

co. Verificaram que o mutagênico mais eficiente foi a radia

çao gama, seguido pela UV e o NM. A colchicina nao parece ser 

indicada na obtenção deste ti po de mutante. 

HANNAN (1972) utilizando radiação gama de fon

te de cobalto 60 e analisando as variantes de linhagem de A. 

nlge� induzidas verificou que uma destas linhagens produzia 

duas a três vezes mais ácido cítrico que a linhagem paternal, 

não tendo observado correlação entre tipo morfológico e aumen 

to da produção. 

SILVA (1972) também utilizando radiação gama 

de fonte de cobalto 60 em A. nlge� estudou a relação entre o 

Índice medido no meio de POSTER e DAVIS (1949) e produção de 

ácidos em meios de fermentação. Não foi encontrada correla

ção que indicasse o uso irrestrito do meio de POSTER e DAVIS 

(1949) como método de seleção de linhagens mais produtivas. 

Em trabalhos utilizando o método de mutação e 

seleção nao há possibilidade de conhecer quais as modifica-

ç6es sofridas pela linhagem mutante do ponto de vista genéti 

co (DEMAIN, 1973), Estudos que tentaram elucidar aspectos ge-
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néticos e utilizar os conhecimentos obtidos no melhoramento 

estão sendo conduzidos há muito tempo. como e o caso dos tra 

balhos em P. ehny-0ogenum desde a constatação da ocorrência 

do ciclo parassexual neste fungo por PONTECORVO e SERMONTI 

(1953). Estes trabalhos sumariados em SERMONTI (1969), �des•i 

crevem a predominância nuclear na produção e a existência, em 

alguns diplÓides, de heterose que foi atribuída à existência 

de divergência nas mutações obtidas relacionadas com o aumen

to da produção. 

Outros trabalhos podem ser citados. como se se 

gue: 

CIEGLER e RAPER (1957) em estudo conduzido pa

ra verificar a possibilidade da aplicação de heterocários em 

fermentações comerciais, utilizando A. óon-0ecaeu�
7 

produtor 

de ácido glucônico e A. nigen, produtor de ácido cítrico,obse� 

varam que os heterocários produzem quantidades intermediárias 

ou menores quando comparados com as linhagens paternais. Con� 

tataram também grande segregação dos componentes e. portanto, 

dificuldades na estabilização dos heterocários. Concluem que 

esta instabilidade pode ser um entrave na utilização comer

cial de heterocários. 

FANTINI (1962) estudou a produção de sinemati

na por duas espécies do gênero Eméniceiiop-0i-0. A produção de 

heterocários e de um possível diplÓide foram semelhantes a da 

linhagem original. Recombinantes obtidos por via sexual pro-
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duziram quantidades variáveis, No caso de E. te��icola,reco� 

binantes prototrÓficos mostraram aumento de até 50% em rela

ção à linhagem paternal, sendo que em E. -0almo-0ynnemata nenhum 

recombinante foi superior à linhagem paternal. 

MAcDONALD e Col. (1963) estudaram a produção 

de penicilina de diplÓides heterozigotos de P. ch�y-0ogenum. 

Observaram que a produção era semelhante à linhagem paternal. 

Considerando que os mutantes usados foram selecionados inde

pendentemente para aumento da produção, concluíram que as mu

tações induzidas possivelmente eram recessivas. 

BALL (1973) analisando produção de penicilina 

de diplÓides heterozigotos e segregantes haplÓides de P. 

ch�y-0ogenum
1 

verificou que os diversos mutantes com produção 

aumentada obtidos quando cruzados entre si podem dar origem a 

diplÓides com produção superior às linhagens haplÓides pater

nais. Em um dos cruzamentos foi conseguido segregante que pr� 

duzia quantidade de penicilina significativamente maior que 

a das linhagens paternais. Estudos genéticos posteriores ve

rificaram que o segregante era portador de duas mutações inde 

pendentes que afetavam a produção de penicilina. 

MAaDONALD (1973) e DITCHBURN e Col. (1976) es

tudando o A. nidulan-0 como organismo modelo para estudos gen� 

ticos da produção de penicilina, verificaram que: 1) a produ

ção está predominantemente sob controle nuclear; 2) as muta

ções induzidas relacionadas com o aumento da produção podem 
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ser recessivas, dominantes e semi-dominantes; 3) diplÓides h� 

terozigotos sintetizados entre os mutantes obtidos evidencia

ram não aditividade entre os genes determinantes do aumento 

de produção, e 4) segregantes destes diplÓides e portadore8 

de dois genes não-alelos para aumento da produção não mostram 

aumento significativo na produção, 

CHANG e TERRY (1973) estudaram a utilização de 

heterocários e diplÓides na produção em escala industrial de 

glicoamilase em A. óoe�idu-0 e de ácido cítrico em A.

Em ambos os caso� com o uso do teste de heterocário, 

nige�. 

verifi-

caram que a produção está predominantemente sob controle de 

genes nucleares. Não constataram ganho de produção. em rela-

çao as linhagens paternais, quando foram sintetizados diplÓi-

des ou heterocários. Concluíram que o aumento na dosagem do(s) 

gene(s) envolvidos na síntese desses compostos nao 

em aumento da produção. 

resultaram 

MERRICK (1975a, 19?5b) utilizando a metodolo

gia de hibridização e seleção com recombinantes obtidos via 

ciclo sexual em A. nidulan-0, verificou que houve o aparecime� 

to de linhagens com alta produção de penicilina em quatro li-

nhas independentes de seleção. Os aumentos na produção apos 

4 a 5 gerações de seleção resultaram entre 60 a 160% em cada 

linha e com a variabilidade genética ficando consideravelmen

te reduzida. A ação gênica foi predominantemente do tipo adl 

tiva. Em cruzamentos entre as diferentes linhas de seleção 

foi verificado que, em cada linha foram fixadas diferentes �am 
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binações gênicas e/ou alélicas, sendo também indicação de que 

muitos genes estão envolvidos na produção de penicilina. Con

cluiu o autor que estes trabalhos demonstram a possibilidade 

de obter melhoramento significativo na produção de penicili

na em programas de hibridização e seleção. 

TAVARES (19?5) estudou produção de massa celu-

lar em diversas linhagens de Saccha�omyce� uvanum. Concluiu 

que as variações observadas entre e dentro de linhagens indi

cam possibilidade de progresso em programa de recombinação e 

seleção. 



3. �lATERIAL E ílE'.TOOOS

3.1. Linhagem utilizada 

A linhagem de A.õpe.Jtp-tllu.é n,i,ge,;r. do 

trabalho e utilizada em indústria para a produção de 
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presente 

ácido 

cítrico pelo método de fermentação em superfície,e recebe a 

denominaç�o de lOVlO. Foi gentilmente cedida pelo Dr. Enri-

que Duprat, diretor da FERMENTA S.A., que pertence ao 

Matarazzo. 

grupo 

3.2. Meios de cultura e soluções usadas 

3.2. l e :'"leio mini no (PONTECORVO e Col -' 1953b)

Nitrato de Sódio 

Fosfato dihidrogenado de potássio 

Cloreto de Potássio" 

Sulfato de Magnésio . 7H 2 0 

6 f', : cgFamas 

1,5 gramas 

. 0,5 gramas 

0,5 gramas 



S ul fato de Ferro e Sulfato de Zinco, .. 

Glicose, 

Agua destilada. 

traços 

10 gramas 

1 litro 

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HCl 

lN; quando desejado sólido foram adicionadas 15 gramas de agar 

por litro. 

3.2.2. Neio completo (PONTECORVO e Cal. 1953b) 

Foi adicionado a l litro de meio mínimo, 

Peptona. . . . . 2,0 gramas 

Caseína hidrolizada. 1,5 "

Extrato de leveduras O, 5 

Solução de vitaminas LO mL 

Acido nucléico de vitaminas. . o 2 , 5 ml

O pH foi ajustado para 6,8 com NaOH 4% ou HCl 

lN; quando sólido foram adicio nadas 15 gramas de ágar por li

tro. 

3.2.3. Solução de vitaminas 

Biatina. . . . . . . 

Acido p-aminobenzóico 

Aneurina ou Tiamina. 

Piridoxina. 

Acido nicotínico o 

Riboflavina. 

A g u a de&tli.:il. àdal él3S tárthl;; i l 

0,2 mg 

10,0 mg 

50,0 mg 

50,0 mg 

100,0 mg 

100,0 mg 

100 mililitros 
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A solução foi esterilizada em vapor fluente por 

3 dias consecutivos e guardada em frasco escuro, sob clorofór 

mio, no refrigerador. 

3.2.4. Hidrolisado de icido nucl�ico de leveduras 

Foram colocadas 2 g de ácido nucléico de leve

duras em 15 ml de solução lN de NaOH e 2 g de ácido nucléico 

de leveduras em 15 ml de solução lN de HCl As soluções fo-

ram aquecidas por 20 minutos a 100
°

c. misturadas, e o pH foi 

ajustado para 6,0, A mistura foi filtrada em seguida,sendo o 

volume completado para 40 ml e a preparação foi guardada em 

refrigerador sob clorofórmio. 

3.2.5. Solução salina 

Cloreto de sódio, 

Água destilada. 

8,5 gramas 

1 litro 

Foram preparados frascos com 9 ml desta solu

çao e autoclavados. 
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3.2.6. Solução de Tveen 

Foi adicionado tween BD à água destilada numa 

concentração de O, 1% ( v/v). Foram colocados 2,5 ml em tubos 

de e nsaio. autoclavados e conservados em refrigerador, 

3 ? 7 ' 1 
• ... • 

l .,. . ' ,.., O/ d • ... . . . (,e 1 O ffi1 íl 1 !TIO 1 (] LI 1 r O com i. -'" _ e mz-:do completo 

Foi adicionado ao meio mínimo comum 2% de meio 

completo. A solução resultante foi distribuída em tubos com 

2,5 ml autoclavada e conservada no refrigerador. 

3.2 ,8. Meio de fermentar;ão (DOELGER e PRESCOT2'_ 1934) 

Sacarose. 

Nitrato de amônia 

Fosfato monohidrogena 
do de potássio, 

-

Sulfato de Mg , 7H2D •• 

Água deionizada . 

140,0 rramas 

2,23 

1. 00

O, 23 

" 

" 

s uf i ciente para comple 
tar volume para l litro.-

O pH foi ajustado para 2,0 com HCl lN. F o rac1 

distribuídos 50 ml do meio em erlenmeyers de 250 rnl. O meio 

foi esterilizado com pressão de 1/2 atmosfera e 

de 111° c por 30 minutos, 

temperatura 
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3.2.9. Suplementos adicionados ao meio �ínimo 

Solução estoque 
(em 1 00 ml de água) 

Arginina 

Piridoxina 

Adenina 

Ácido nicotínico 

Ácido p-aminoben-

l 

l 

1.,4 

l 

� . 

14 zoico 

Aneurina ou Tia-
mina 1 

Peptona 4,0 

Extrato de leve-
duras 1,0 

Caseína hidrolisada 3,0

Solução de vi ta-
minas 1 , O 

Ácido nucléico de 
leveduras 5,0 

g 

mg 

g 

mg 

mg 

mg 

g 

g 

g 

ml 

ml 

Quantidade adi
cionada a 20 ml 
de meio de cul
tura 

O, l ml 

O, l ml 

O, 1 ml 

O, l ml 

O, l ml 

O,, l ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

1 ,0 ml 

LO ml 

1,0 ml 

Concentração 
final no meio 

50 ;�/11g/ml 

0,05 µg/ml 

70 µg/ml 

0,05 µg/ml 

0,7 µg/ml 

0,05 µg/ml 

2 mg/ml 

0,5 rng/ml 

L 5 mg/ml 

0,001 (v/v) 

0,0025 (V/ v) 

3.2.10. Suplementos adicionados ao meio �e fermentação 

Foram feitas soluções estoque com 1 g por 100ml 

de agua destilada esterilizada das seguintes substâncias: ar

ginina, piridoxina, adenina, ácido nicotínico,ácido p-amino

benzóico e tiamina, das quais foram adicionados 1 ml a 50 ml 
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de meio de fermentação, sendo a concentração final cerca de 

200 µg/ml. 

3.2.11. Tampão tris-maleico 

Preparado de acordo com o procedimento descri

to por ADELBERG e CoZ. (1965) para substituir os sais de fos 

fato do meio mínimo quando é feita a incubação com N-metil-N'

nitro-N-nitrosoguanidina. 

Foram adicionados a 1 litro de água destilada 

todos os componentes necessários para a preparaçao de meio mí 

nimo líquido (ver item 3.2.1.), exceto fosfato dihidrogenado 

de potássio. que é substituído por 2-amino-2-(hidroximetil)

-1,3-propanediol (TRIS) e ácido maleico, ambos na concentra-

ção de I/20M" O pH foi ajustado para 6,0 com NaOH IN, 

o meio autoclavado em seguida.

3.2.12. Soluçio estoque de icido cftrico 

sendo 

Utilizada na confecção de curvas padrão nos ex 

perimentos de determinação da quantidade de ácido cítrico no 

meio de fermentação. 

Foi pesada 1 g de ácido cítrico e colocada em 

250 ml de agua destilada. A solução resultante foi agitada 
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bem, e, conservada em refrigerador a 4
°

c.

3.3, Esterilização e temperatura de incubação 

Todos os meios de cultura e soluções utiliza

das no presente trabalho (a menos que esteja especificado no 

Item de maneira diversa) foram esterilizados em autoclave a 

temperatura de 120
°

c e à pressão de 1 atmosfera por 15 minu

tos. 

Em todos os experimentos a temperatura de in

cubação foi de 28 °c. 

3.4. Obtenção de nutantes 

3,4.1. Curvas de sobrevivencia 

3.4.1.l. Com N-netil-N 1 �nitro-N-nitrosoguani

dina {NTG) 

Suspensões de c onÍdios, obtidos de colônias 

incubadas 8 dias em placas de Petri contendo meio completo, 

foram preparadas em solução de tween, com cerca de 10 6 - 10 7 

conÍdios por mililitro, Ao mesmo tempo foram pesadas 6 rng de 

NTG que fo�am adicionadas a 10 ml de tampão tris-maleico (TM) 

preparado de acordo com o ítem 3,2.11. Um mililitro da sus

pensão de conídios foi misturada com 1 rnl de TM, sendo poste-
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riormente colocada em frasco contendo a solução de NTG. A mis 

tura foi incubada a 28
°

c por 10, 20 e 30 minutos, o contro

le foi feito com 1 ml da mesma suspensao de conídios mistura

da com 11 ml de tampão TM que foi incubada à mesma temperatu-

ra. 

Amostras de 2 ml foram retiradas da suspensao 

controle e do tratamento nos tempos indicados, colocadas em 

tubos de centrífuga esterilizados e submetidas à centrifuga

ção de 2000 rpm por 5 minutos. Foi desprezado o sobrenadante 

e os conídios foram ressuspensos em 2 ml de agua esterilizada 

e novamente centrifugados à mesma rotação e mesmo tempo. Ou-

tra vez foi desprezado o sobrenadante e os conídios ressus-

pensos em 2 ml de água destilada esterilizada. Esta suspen-

são foi transferida para frasco de salina com 8 ml. Diluições 

convenientes foram feitas e foram semeadas, no mínimo, 3 pla

cas de Petri contendo meio completo por tratamento. 

Depois de incubação por 3 - 4 dias, foi feita 

contagem das colônias. A porcentagem de sobrevivência foi de 

terminada considerando as diluições e como 100% de sobrevi

vência o n�mero de conídios vi�veis estimado na amostra sem 

tratamento. 

Esta metodologia é semelhante à descrita por 

CLUTTERBUCK e SINHA (1966) para A-0pe�gillu-0 nidulan-0, 
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3.LL2. Com luz ultravioleta

Suspensões de conÍdios preparadas com o descri 

to no ítem 3.4.1.1,, foram diluídas de 1 ,10 em solução salina, 

colocadas em placas de Petri esterilizadas e. irradiadas nos 

tempos de 5, 10, 20 e 30 minutos com luz ultravioleta de on

das curtas (2537 g), Antes do início da irradiação foram re

tiradas alíquotas de 1 ml das suspensões, sendo conveniente

mente diluídas em salina e fei ta semeadura em meio completo. 

Após a irradiação de 5, 10, 20 e 30 minutos o processo foi r� 

petido, sendo que, foram semeadas no mínimo 3 placas por tra

tamento. 

Após 3 - 4 dias de incubação foram feitas con

tagens das col6nias desenvolvidas nas placas semeadas. A dde

terminação da porcentagem de s obrevivência nos tempos de irra 

diação foi feita tomando como 100% o número de conÍdios viá

veis estimado na amostra sem irradiação. 

3.4.2, Isolamento de mutantes 

3.4.2.l. Mutantes auxotr5ficos 

S us pensões de e onÍdi os preparadas de acordo com 

o descrito no ítem 3.4.1.1., foram submetidas a tratamento 

com mutagênicos (luz ultravioleta e NTG} o tempo necessário p� 

ra a obtenção de 1 a 5% de sobrevivência, Alíquotas de 1 ml 

das suspensões de esporos tratadas eram convenientemente di-
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luídas em salina e semeadas em 15 - 20 placas contendo meio com 

pleto que foram incubadas por 3 - 4 dias. 

As colônias sobreviventes eram então transfe

ridas uma a uma para placas de Petri contendo meio mínimo só-

lido com 26 pontos marcados no fundo da placa na disposição 

5 x 5 + 1 e, incubadas por 24 horas. Decorrido esse tempo as 

inoculações que nao cresceram ou com crescimento reduzido eram 

transferidas em bloco de ágar com cerca de 2 mm de diâmetro 

para m&io completo, Após 5 dias de incubação eram feitas sus 

pensões de conídios em tween e, uma alíquota de 0.2 ml desta 

suspensao era misturada em meio mínimo mantido fundido em ba

nho maria a 5o 0 c em uma placa de Petri esterilizada que era 

deixada solidificar e secar por 2 - 3 horas em estufa a 28
°

c. 

Posteriormente eram adicionadas com auxílio de micropipetas 

esterilizadas, gotas dos compostos exclusivos do meio comple

to (ver ítem 3.2.2,) em 5 pontos equidistantes marcados no 

fundo da placa. Novamente incubadas por 24 horas as colônias 

que apresentaram crescimento restrito a uma ou mais substân

cias, o que é evidenciado por halo de crescimento em redor do 

ponto aonde foram colocadas as substâncias em estudo, eram p� 

rificadas por microcolônias e estocadas em meio completo in

clinado. 

Após o crescimento em determinado composto. as 

colônias foram ensaiadas para cada um dos componentes do mes

mo, determinando, portanto, a deficiência nutricional especí

fica, 
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descrito por PONTECORVO e Col. 

(1953b)� e denominado de isolamento total. 

3.4.2.2. Mutantes rnorfo15gicos 

Após tratamento com mutagênico e a semeadura 

em placa, como descrito nc ítem anterior, as colônias sobrevi 

ventes eram examinadas para verificar possível alteração com 

relação à coloração de conídios. Estas colônias foram isola

das por meio de estrias em placas contendo meio completo, pu

rificadas por microcolônias e estocadas em meio completo in

clinado. 

3.5, Reversão das marcas auxotrôficas 

Conídios de colônias . incubadas por 8 dias em 

meio completo foram preparados em suspensão de acordo com o 

ítem 3.4.1.1, O número de conídios foi estimado em lâmina 

hematirnêtrica e a concentração ajustada para semear cerca de 

1 x 10 5 conídios por placa contendo meio mínimo sólido. 

Diluições apropriadas foram feitas em salina 

para semeadura em meio completo sólido visando a determinação 

do número de conídios viáveis na suspensão. 

As placas semeadas foram incubadas da seguinte 



.4 7. 

maneira: as contendo meio completo por 3 - 4 dias, sendo então 

contadas as colônias formadas; e, as contendo meio mí nimo por 

7 dias. dando oportunidade para a evidenciação d as 
,. . 

poss1ve1s 

colônias formadas por conÍdios com reversão da(s) marca(s) con 

siderada(s). 

Foram preparadas 8 placas contendo meio mínimo 

e 2 contendo meio completo para cada linhagem. 

3.6. Observaçio da produção de setores 

3.6.1. Por inoculação em meio mfnimo e meio conpleto 

Inoculações foram feitas no centro de placas 

de Petri contendo de 20 - 25 ml de meio de cultura com esporos 

provenientes de colônia com 7 - 8 dias de incubação. 

Após 10 dias de incubação o numero de setores 

foi estimado. 

3.6.2. Por inoculação em meio mfnimo suplementado com 

componentes do meio completo 

Placas foram preparadas contendo meio mínimo man 

o 
tido fundido em banho-maria a 50 C, ao qual foi adicionado,nas 

concentrações descritas no ítem 3.2.9., os componentes exclu

sivos do meio completo. O controle foi feito com placas con-
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tendo meio mínimo sem suplementação e meio completo. 

O numero de placas preparado foi de 10 para c� 

da tratamento. A inoculação de esporos foi feita no centro 

das placas. Após 10 dias de incubação foi feita a observação 

da presença ou não de setores. 

3,6.?. Por microcolônias 

3.6.3.1. Obtenção de microcolônias 

Uma alça de platina previamente esterilizada 

e molhada em salina esterilizada foi passada na superfície de 

colônia com 8 - 9 dias de incubação. Os conídios coletados fo 

ram transferidos para solução de tween. Este, foi agitado p� 

ra desagregar as cadeias de conídios. Em seguida, foram fei

tas diluições de 1:10 e 1:100 em salina, sendo semeado em ca

da diluição uma alíquota de 0,1 ml em placas de Petri conten-

do meio completo. Estas foram incubadas por 24 horas, sendo 

então, examinadas com auxílio de microscópio estereoscópico pa

ra localização das microcolônias, que foram coletadas ao aca

so de um dos quadrantes da placa que as tinha isoladas. As mi 

crocolônias foram removidas com auxílio de fio de platina es-

terilizado num bloco de ágar de cerca de 2 mm. Foram coloca-

das no centro de placas contendo meio mínimo e meio completo. 

Os setores produzidos foram contados após 10 dias de incubação, 
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3.7. Crescimento em meio mínimo, �eio minimo suplementado 

e meio completo 

Este ensaio visou determinar a influência dos 

componentes do meio completo no crescimento da linhagem em 

meio mínimo sólido, como tentativa para elucidar a causa da 

produção de setores. 

Foram utilizadas placas de Petri padronizadas 

(9 cm de diâmetro) contendo 20 rnl de meio de cultura. As pl� 

cas continham meio completo, meio mínimo e meio mínimo suple

mentado, respectivamente com solução de vitaminas.extrato de 

leveduras, peptona, caseína hidroliSada e ácido nucléico de 

leveduras, os quais foram adicionados de acordo com o ítem 

3.2.9., sendo que para cada tratamento foram feitas 3 placas, 

A incubação foi de 72 horas, sendo o diâmetro 

das colônias determinado em milímetros. 

3.8. Sobrevivência de conidios en meio míniro 3 meio mínimo 

suplementado e meio completo 

Suspensão com cerca de 106 conídios por mili

litro foi preparada em solução de tween de acordo com o ítem 

3.4.1.1. Diluições convenientes foram feitas ajustando a sus 

pensao de modo que 0,1 ml semeado por placa contivesse cerca 

de 200 conÍdios. 
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Foram semeadas placas de meio completo, meio 

mínimo e meio mínimo suplementado respectivamente com caseína 

hidrolisada, peptona, extrato de levedura, solução de vitami

nas e ácido nucléico de leveduras que foram adicionados de a

cordo com o ítem 3.2.9. O número de placas semeadas foi de 

3 por tratamento e a incubação foi de 5 dias. 

O numero de colônias foi contado e a sobrevi

vência calculada considerando como 100% o número de conídios 

viáveis estimado pela contagem de colônias crescidas em meio 

completo. 

3.9. Técnicas genéticas 

As tentativas de isolamento de diplóides foram 

feitas de acordo com as técnicas descritas abaixo 

3.9.1. Obtenção de heterocãrios 

Foram ensaiados dois métodos: 

3.9.1 .1. Método descrito por ROPER (1952) 

Esta técnica foi desenvolvida para A4pe�glllu4 

nldulan4 e e utilizada com sucesso tanto para fungos com coní 

dias uni como multinucleados. Foi usada com sucesso para A.

nlgen por PONTECORVO e CoZ, (1953a) e LHOAS (1961 196?), 
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defi-

ciências nutricionais foram coletados com alça de platina es

terilizada e misturados em meio mínimo mais 2% de meio compl� 

to (ver item 3.2.7.) que permite germinação de conídios. De

pois de 3-5 dias de incubação a película .desenvolvida na su

perfície do meio foi cortada em 4 pedaços com auxílio de alça 

de platina esterilizada, que foram então transferidos para pl� 

cas de meio mínimo sólido, onde existe a evidenciação de mi

célio heterocariótico em forma de setores de crescimento vig� 

raso. 

3.9.1.2. Método de mistura de conidios por es

trias em meio completo 

Esta técnica consiste na mistura de conÍdios 

de 2 linhagens com diferentes requerimentos nutricionais na 

superfície de meio completo sólido. com auxílio de alça de pl� 

tina esterilizada, por meio de estrias, Após 3 - 5 dias de in

cubação, blocos de meio de cultura aonde ocorreu sobreposição 

das estrias são transferidos para placas de meio mínimo sóli

do, que permite a evidenciação do micélio heterocariótico na 

forma de setores de crescimento vigoroso. 

3,9.2, Isolamento de diplôides 

Suspensão de conídios formados por heterocá-
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rios foi preparadâ em solução de tween e semeada em plaçes com 

meio mínimo sólido sem suplementação. As concentrações util! 

zadas foram de 106 conídios por placa, sendo o número de coní 

dias estimado em lâmina hematimétrica. O numero de placas uti 

lizadas para cada experimento foi entre 8 - 10. 

Este procedimento permitiria a seleção dos co

nídios com núcleos diplóides prototrÕficos que foram origina

dos da fusão de núcleos haplÓides auxotróficos de linhagens 

com diferentes deficiências nutricionais. 

Como a linhagem utilizada em nosso trabalho fo� 

ma grande porcentagem de coní di os bi n ucle adas ( BARACHO e Co Z." 

1975) existe a possib ilidade da formação de conídios hetero

carióticos que podem germinar em meio mínimo. Sendo assim, foi 

adotado o esquema descrito a seguir para separação de diplói

des de heterocários. 

1) Formação de con1dióforos de coloração dife

rente da esperada para diplÕides (negro carvão à olho nú), de 

vida à complementação dos genes envolvidos na formação do 

pigmento, evidencia um heteroc�rio, Este procedimento foi le 

vado em conta no caso do cruzamento de linhagens que diferis 

sem na coloração de conídios. 

2) Sobrevivência dos esporos em meio m ínimo. 

Das colônias isoladas que cresciam em meio mínimo após a se

meadura de conídios provindos de heterocários foram prepara

das suspensões de conídios em solução tween de acordo com o 
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procedimento do ítem 3.4.1.1. Diluições foram feitas para a 

semeadura de cerca de 100 colônias por placa sendo utiliza

das 2 placas de meio completo e 2 de meio mínimo. Após 3 -4 

dias de incubação o número de colônias formadas foi contado. 

A sobrevivência das linhagens diplÓides deve estar situada em 

valores iguais ou bem próximos de 100% no meio mínimo em rela 

ção ao meio completo. No caso de colônias heterocarióticas es 

te valor deve ser consideravelmente menor, o que permite a s� 

paração entre os dois tipos de colônias. Este aspecto foi co� 

siderado principalmente em cruzamentos que não envolveram mu

tantes com diferentes colorações de conídios. 

3.10. Avaliação da produção de ãcido cítrico pela 

gem lOVlO e seus mutantes 

linha-

3. l O. l . Fe rmen taçã o em meio de IJOELGER e PRESCOTT(1934)

Para a determinação da produção de ácido cítri 

co das linhagens ensaiadas foi preparada suspensão de coní-

dios em tween, de acordo com o ítem 3.4.1.1 .• de colônias incu 

badas em meio completo por 9 dias. O número de conÍdios des

tas suspensões foi ajustado por diluição. em solução de salina 

este ri l i z a d a. a cerca d e 1 x 1 O 6 por mi 1 i 1 i t r o . D as suspen-

sões ajustadas foi retirado l mililitro que foi adicionado a 

erlenmeyers contendo 50 ml de meio de fermentação (preparado 

de acordo com o ítem 3,2.8.). Com os mutantes auxotróficos 

foi necessário a adição da substância requerida, preparada e 
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adicionada de acordo com o ítem 3,2.10. No caso da linhagem 

prototrófica (lOVlO) foi adicionado 1 ml de agua destilada es 

terilizada para contrabalançar a diluição do meio. Para cada 

linhagem foram preparados 5 frascos (repetições). 

O período de fermentação foi de 7 dias a 2B 0
c.

O meio de fermentação foi então filtrado em papel de filtro 

quantitativo e separada uma amostra de 20 ml que foi guardada 

o em frasco com tampa de baquelite a -16 C (congelador) por pe-

ríodo não superior a 2 semanas. 

3.10.2. Determinação de ãcidos totais por titulação o 

Da amostra do meio de fermentação filtrado foi 

retirado 1 ml que apos receber 2 gotas de solução de fenolfta 

leína 1%, foi titulado com NaOH O. lN. 

A quantidade de NaOH O,lN utilizada para a ne� 

tralização serve como referência para a quantidade aproxima

da de ácido cítrico da amostra devido à grande correlação exi� 

tente na linhagem lOVlO entre titulação do meio de cultura e 

o rendimento em ácido cítrico (BONATELLI Jr. e AZEVEDO
J 

dadps

não publicados). 

Sendo assim, foi feita uma curva padrão com 

concentrações conhecidas de ácido cítrico iniciando com 84,000 

mg/ml de água destilada, que foi sucessivamente reduzida a 

metade por diluição até que se atingisse a concentração de 
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0º656 mg/ml. O método para neutralização foi o mesmo descri

to no primeiro parágrafo deste ítem. A concentração utilizada 

está de acordo com informação pessoal do Dr. Enrique Duprat, 

de que o rendimento da linhagem lOVlO em relação ao açúcar to 

tal disponível no meio de cultura é de cerca de 60%, 

Tendo em conta os dados obtidos na curva pa

drão foram feitas diluições apropriadas para a obtenção de con 

centrações de ácido cítrico que o método descrito 

3.9.3. pode medir. 

3.10.3. Determinação de ãcirlo citrico 

no item 

O método utilizado foi o descrito por SAFFRAN 

e DENSTEDT (1948), 

Alíquotas de 1 ml do meio de fermentação.dilui 

do ou nao. de acordo com o resultado obtido com o método des-

crito no item anterior, foram adicionadas a 1 ml de solução 

de ácido tricloroacético 10%. Após agitação desta mistura foi 

retirado 1 ml e colocado em tubo de ensaio ao qual foi adicio 

nado 8 ml de anidrido acético, sendo então o tubo fechado com 

rolha de borracha. Foi então incubado em banho-maria sem ag! 

tação regulado a 60 ± 1 ° c por 10 minutos. Decorrido o tempo, 

foi adicionado 1 ml de piridina e o tubo fechado mais rapida

mente possível com rolha de borracha e incubado em banho-ma

ria regulado a 60 ± 1 ° c por mais 45 minutos. A reação foi ter 
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minada com a imersão dos tubos com a mistura em banho de ge

lo-água por 5 miHutos. 

Um tubo com l ml de água destilada com ácido 

tricloroacético 5% passou por todos os passos e serviu 

ajustar o colorímetro em 100% de transmitância. 

para 

A curva padrão foi confeccionada com diluição 

de solução estoque de ácido cítrico preparada de acordo com o 

ítem 3.2,12., colocando 0,5 ml em 9,5 ml de água destilada 

obtendo após a adição de l ml de ácido tricloroacético 10 %, 

urna concentração de 100 µg/ml. Para as duas outras concen-

trações de ácido cítrico utilizadas, 200 µg/ml e 400 µg/ml, 

respectivamente 1 ml para 9 ml e 2 ml para 8 ml de água desti 

lada. 

Após todos os passos da reaçao a mistura desen 

volve coloração amarelo pálida a acastanhada. A leitura foi 

feita em colorímetro FUJI EP-412 com filtro de 472 nm. 

Os valores de transmitância obtidos foram trans 

formados em log 1/T (logarítmo do inverso da transmitância). 

Os dados assim transformados correspondentes às diluições da 

solução estoque de ácido cítrico foram utilizados para a con

fecção da curva padrão. Os dados correspondentes às amostras 

dos meios de fermentação das diversas linhagens foram trans

formados e utilizados para a determinação da quantidade de á

cido cítrico através do uso da equação de regressao calcula

da com dados obtidos na curva padrão. 
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3.10.4. Estimativa da concentração de ãcido cítrico 

por mililitro do meio de fermentação 

A quantidade de ácido cítrico estimada de acor 

do com o ítem anterior serviu como referência para o cálculo 

da concentração de ácido cítrico no meio de fermentação. A co� 

centração determinada, de acordo com a curva padrão, é multi

plicada por dois, devido à diluição feita com ácido triclaro� 

cético 10% (1;2) e, pela diluição anteriormente feita (se foi 

o caso) com agua destilada. O valor obtido e xpressa a quanti 

dade de ácido cftrico em microgramas por mililitro do meio de 

fermentação. Os dados foram utilizados como miligramas por 

mililitro na análise estatística. 

3.11. Determinação do peso seco do micélio 

O objetivo no caso, foi tentar observar a exis

tência de correlação entre o peso seco do micélio formado pe

las linhagens durante o período de fermentação, com os dados 

de produção de ácido cítrico das mesmas e com a titulação do 

meio de fermentação. 

O micélio separado apos filtração do meio de 

fermentação foi colocado em placas de Petri previamente secas 

2 
� o 

por 4 horas em estufa regulada a temperatura de 80 C e pesa-

das. Feito isto as placas de Petri foram colocadas novamen-

te em estufa a so º c e deixadas por 48 horas, sendo então pesadas. 



O peso seco foi estimado em miligramas pela 

diferença entre o peso da placa de Petri vazia e com o micé

lio após a secagem. 

3.12. Análises estatísticas 

3.12.l. Dos dados obtidos de crescimento da linhagem 

lOVlO de acorêo com o item 3.7. 

A análise da variância dos dados foi efetua-

da tendo em vista o delineamento de blocos inteiramente casua 

lizados utilizado, sendo que a comparaçã o das médias foi fei

ta segundo o teste de Tukey (GOMES 19?0) 

3.12.2. Dos dados obtidos fe produç�o de icido cítri

co das linhagens cle acordo com o {tem 3.10.4. 

A análise da variância foi efetuada tendo em 

vista o delineamento de blocos ao acaso e a comparaçao de me-

dias foi feita segundo o teste de Tukey (GOMES 1970). 

3.12.3. Correlação entre dados 

Foi realizada para verificar as possíveis cor

relações existentes entre: 

1) Peso seco do micélio e título de ácidos totais,

2) Peso seco do micélio e produção de ácido cí
trico.

3) Título de ácidos totais e produção de ácido cítrico,
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4, RESULTADOS 

4.1. Números, porcentagens relativas e curvas de sobrevi

vências de conidios da linhagem lOVlO de A6pe'1.g,l.flu.õ 

n,lgen apSs tratamentos com N-metil-N'-nitro-N-nitroso 

guanidina (NTG) e luz ultravioleta (UV)

Os tratamentos com os mutagênicos NTG e UV fo

ram realizados de acordo com os procedimentos descritos nos 

itens 3.4.1.1. e 3.4.1.2., respectivamente. 

Os resultados dos numeras e porcentagens rela

tivas dos conídios sobreviventes estão sumariados nas Tabelas 

3 e 4, respectivamente, As Figuras 1 e 2 mostram.respectiva

mente, as curvas de sobrevivência à NTG e UV. 
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Tabela 3 - Núm e ro e porcentagem relativa d e  conidios sobre vi-

Tempo 
( minutos) 

o 

10 

20 

30 

v ent e s  da linhagem lOVlO d e  A-0pe.�gitlu-0 nige.� ao 

tratam ento com N-m e t il-N'-nitro -N-nitrosogu anidina, 

ConÍdios viáve is/ml 

1� Repetição 2� Repetição 

7,3 X 10
6 

1,0 X 10 
5 

7,6 X 10
5 

l, 5 X 1 o" 

2,5 X 10
5 

2,0 X 10
3 

3,0 X 10
5 

7,0 X 10
2 

Porcentagem relativa de 
sobre vivência 

a -
1. Repetiçao 

100,00 

10,41 

3,42 

4,11 

2a R 
. -, epetiçao 

100,00 

15,00 

2,00 

0,70 

Tabela 4 - Núm e ro e porcentagem relativa de conídios sobre v i

v ent e s  da linhagem lOVlO d e  A-0pe.�gillu-0 n.ige.Jt ao 

tratamento com l uz u ltra viol eta, 

Tempo 
(minutosl

° 

o 

5 

10 

20 

30 

ConÍdios viáve is/ml 

1� Repetição 

2 ·' 2 X 10
6 

1,4 X 10
6 

7 , 5 X 10
5 

8, 8 X 1 O 
4 

2,2 X 1 o" 

a -

2. Repetiçao

4,0 X 10
5 

2,6 X 10 5 

1,52 X 10 5 

L 52 x l O 
4 

6,4 X 10
3 

Porcentagem relativa de 
sobre vivência 

1� Repetição 

100,00 

63,60 

34,10 

4,00 

1, 00 

a 
-

2, Repetiçao 

100,00 

65,00 

38,00 

3,80 

L 60 
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Figura 3 - "Pedigree" dos mutantes auxotróficos e morfológi

cos obtidos a pós tratamento de conídios da linha

gem lOVlO de AJpe�gillU..6 nige� com mutagênicos. 

lOVlO 

NTG 

pur1 pab1

uv uv 

/ 

*Os símbolos usados para os mutantes indicam:

pir - deficiência para síntese de piridoxina.

pab - deficiência para síntese de ácido p-aminobenzóico.

tia - deficiência para síntese de tiamina,

nic - deficiência para síntese de ácido nicotínico.

arg ,_ deficiência para síntese de arginina.

pur - deficiência respondendo para guanina ou adenina (purinas),

fwn - conídios de coloração marrom-claro.

olv - conídios de coloração oliva.



4.2. Mutantes auxotrõficos e morfolõgicos obti<los apõs o 

tratamento de conídios da 1 inhagem l0Vl0 de A�pe.11..g.lU.U/2 

nige.11.. com rutapinicos 

A Figura 3 resume, em forma de "pedigree", os 

mutantes auxotróficos e morfológicos obtidos segundo os proc� 

dimentos dos ítens 3.4.2.1. e 3.4.2.2. 

Ao lado da seta que indica o mutante está colo 

cada o mutagênico utilizado (NTG - N-metil-N'-nitro-N-nitroso 

guanidina e UV - luz ultravioleta). As setas partindo dos mu 

tantes indicam tratamento com mutagênico para a obtenção de 

mutantes duplos, Nesse caso o mutagênico usado foi a luz ul

travioleta. 

4.3. Determinação da frequincia de reversao das deficiin

cias nutricionais obtidas pelo tratamento de con,

dios da linhagem lOVlO de A�pe.11..gillu� nige.11.. com muta

gênicos. 

A Tabela 5 sumariza os resultados obtidos, de 

acordo com o método descrito no ítem 3.5, 
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Tabela 5 - Teste da frequência de reversao das deficiências 

nutricionais de mutantes obtidos apos tratamento de 

Mutantes 

pab1* 

Pirt arg1 

pir2 

tia1 

pur1 

pir1 

conÍdios da linhagem lOVlO

com mutagênicos. 

Reversão ConÍdios Total de 
marca por placa con:!dios 

ensaiados 

-

pab
+

10
4 

10 5 pab + 7,80 X 6,24 X 

pir pir + 6,60 1 O ti 5,28 10 5 + X X 

+ 
6,60 1 O ti 5,28 10 5 arg + aro X X 

pir pir + 7,80 10
4 

6,24 10 5 + X X 

-

tia 
+

10
4 10 5 tia + 5,75 X 4,60 X 

+ 
7,10 1 o

ti 5,68 10 5 pur + nur X X 

pir nir 
+

1, 90 10 5 1, 52 10 6 
+ X X 

*Para os simbolos das mutantes ver Figura 3.

Frequência de 
reversão 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

Como pode ser observado, dentro das condições 

dos experimentos, não houve reversão das m arcas consideradas. 
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4.4. Produção de setores e crescimento da linhagem lOVlO 

de A�pe�gillu� nlge� desenvolvida a partir de ino

culação ou de microcolônias em diversos meios de 

cultura 

Nas Figuras 4 e 5 podem ser observados tipos e 

quantidade de setores desenvolvidos em meio mínimo (1F1} 

ausência dos mesmos em meio completo {MC).

e a

De acordo com os itens 3.6.1., 3,6.2. e 3.6.3., 

foi feita a contagem do número de setores produzidos que está 

sumariada na Tabela 6. Nas Tabelas A1 e A2 do Apêndice estão 

as observações detalhadas da produção de setores. 

A ocorrência de setores, como pode ser visual! 

zado, e característica do meio mínimo, mesmo quando supleme� 

tado com caseína hidrolisada (MCH), solução de vitaminas(MSV) 

ou com hidrolisado de ácido nucléico de leveduras (MAU)º Por 

outro lado, não sao evidenciados em meio completo e meio míni 

mo suplementado com extrato de leveduras (MEL) ou peptona 

(t1.PEP). O Único setor encontrado em MC (meio completo) foi 

do tipo aconidial (sem conídios), tipo que não foi encontra

do em meio mínimo. 

A Tabela 7 resume os dados obtidos em meio mí

nimo agrupados considerando o número de setores produzidos por 

placa. 
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Figlira 4 - Placa contendo meio m!n�mn com colônia evjdenci�n
do setores comparada com colônia desenvolvida em meio 
completo. 

Figura S - Colônias desenvolvidas em meio mínimo com diferen
tes números de setores. 
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Tabela 6 - Número e média de setores por placa observados a

pós crescimento da linhagem lOVlO de A-0pe�gillu� 

nige� por inoculação e microcolônias em diversos 

meios de cultura. 

Meios de Número de Setores 
Método 

cultura setores (média/placa) 

Inoculação 

MicrocolÔnias 

NC* 

M.M

MCH 

MPEP 

MEL 

MSV 

MAN 

MC 

MN 

1 (160)** 

300 (160) 

+ ( (10)***

( 1 O)

(1 o)

+ ( 10)

+ ( 1 O )

O ( 3 9) 

83 (39) 

0,006 

1,875 

o, o 

2,128 

*Simbolos referentes ao meio de cultura usado, sendo:

MC - Meio Completo, MM - Meio Minimo e, MCH, .MPEP, 

MSV, MAN - Meio Mínimo Suplementado respectivamente 

MEL, 

com, 

caseína hidrolizada, peptona, extrato de leveduras, solu

ção de vitaminas e hidrolizado de ácido nucléico de levedu 

ras. 

**O numero entre parênteses foi o numero de placas utiliza

das em cada experimento. 

***Neste caso foi observado apenas a presença (+)

eia (-) de setores. 

ou ausen-
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Tabela 7 - Número e frequência relativa de colônias da linhe 

gem lOVlO de A-0pengillu-0 nig�n com diferentes nume 

ros de setores. 

N 9 de setores 
por placa 

o 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

Número de placas 

inoculação 

38 

38 

32 

24 

14 

g 

3 

l 

microco
lÔnias 

6 

7 

11 

8 

5 

2 

o 

o 

Frequência relativa 

·· mi croco -inoculação lÔnias 

24,37 15,38 

23,75 17,95 

20,00 28,20 

15,00 20,51 

8,75 12,82 

5,62 5,13 

1,88 

0,62 

Podemos observar, no caso da produção de seto

res por inoculação, que o número de placas com número eleva

do de setores é pequeno, com tendência para aumento quando co!!. 

sideramos placas com menor número de setores. No caso das mi

crocolônias, há uma tendência para aumento e nova diminuição 

na frequência. 

De acordo com o procedimento descrito no Ítem 

3.7., foram observados os resultados que estão sumariados na 

Tabela 8, com relação ao crescimento da linhagem em diversos 

meios de cultura. 
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Tabela B - Diâmetro em milímetros de colônias da linhagem 

lOVlO de A-0pe�gillu-0 nigen após 72 hs. de incuba

ção em diferentes meios de cultura. 

Meios de R e p e t i ç o e s 
Cultura 

2 3 

MC* 4,4 4, 0 4,2 

MM 2,2 2,2 2,3 

MPEP 3, 5 3,3 3,3 

MEL 4,0 4, 1 3,9 

MCH 2,3 2,4 2,4 

MSV 2,3 2,2 2,2 

.MAN 2,2 2,2 2,3 

*Para simbolos de meios de cultura ver Tabela 6.

Com os dados obtidos foi feita a análise da va 

riância cujos resultados estão na Tabela 9. 

Tabela 9 - Análise da variância dos dados da Tabela B. 

Fontes de 
G . L . 

Soma de Qua- Quadrado F 
variação drados médio 

Linhagens 6 14,159 0 5 2,35984 215, 51050** 

Resíduo 14 0,15334 0 , 0 1095 

**Significativo ao nive1 de 1 % 
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Os resultados do teste de Tukey com as médias 

de crescimento da linhagem nos diversos meios de cultura es

tão sumariados na Tabela 10. 

Tabela 10 - Comparação das médias de diâmetro em milímetros 

das colônias em diversos meios de cultura pelo tes 

tes de Tukey. 

Meios de 
Cultura 

MC* 

MEL 

.MPEP 

MCH 

MSV 

NA11 

Médias 

4,20 a** 

4,00 a

3,37 b 

2,37 

2,23 

2,23 

2,23 

c 

c 

c 

e 

*Para simbolo dos meios de cultura ver Tabela 6.

**Mêdias com letras diferentes sao significativamente dife

rentes a nivel de 5%. 

É evidente o maior crescimento da linhagem em 

meio completo (MC) e em meio mínimo suplementado com extra

to de leveduras (MEL) e peptona U'L"EP). De acordo com o tes

te de médias usado, o crescimento em 1,1c e MEL não diferem sign! 

ficativamente, que por sua vez diferem do crescimento em MPEP.

Nos demais meios de cultura o crescimento da 

linhagem nao difere do crescimento medido no meio mínimo. 
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4.5. Viabilidade de conidios da linhagem lOVlO de A1.,pe,1tgi-f.lu1., 

nige.Jt ap5s semeadura en diversos meios de cultura. 

Os dados obtidos. de acordo com o procedimento 

descrito no Item 3.8., estão sumariados na Tabela 11. 

Podemos observar, considerando como 100% a via 

bilidada dos conÍdios em meio completo, que a sobrevivência 

dos conÍdios em meio mínimo e meio mínimo suplementado com h� 

drolizado de ácido nucléico de leveduras é consideravelmente 

baixa. Ligeira diminuição é observada em meio mínimo suple

mentado com caseína hidrolizada (t1CH) e com solução de vitami 

nas (MSV}. Aumento na viabilidade pode ser observado em meio 

mi nimo suplementado com extrato de 1 evedura s (MEL) e pep tona 

(MPEP); sendo considerável no primeiro caso e discreto no se

gundo, 

4.6. Produção de acido citrico pela linhagem lOVlO de 

A1.,pe.1tgillu� nige.Jt e seus mutantes em meio de fermenta 

ção de DOELGER e PRESCOTT (1934)

4.6.1. Determinação da concentração de ãcido citrico 

O esquema para determinação da concentração de 

ácido cítrico compreendeu a titulação de soluções de ácido ci 

trico em agua destilada. de acordo com o item 3.9.2., que a

presentou os resultados condensados na Tabela 12. 
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Tabela 11 - Número ,  média por  pla c a, viabi lidade e frequên cia 

relat iva de conidios viáveis da linhagem lOVlO

de A-0pe�9illu-0 nige� em diversos meios de cultur a. 

Meios de 
Placa Número de Média por Viabilidade Frequência 

cultur a colônias p laca confdios/ml relativa 
( X 10

6
)

MC* 1 109 
2 117 
3 152 126,00 6,30 100,00 

MEL 1 135 
2 116 
3 167 139,33 6,97 110,63 

MPEP 1 118 
2 111 
3 156 128,33 6,42 101,90 

MCH 1 133 
2 138 
3 100 123,67 6, 18 98,09 

MSV 1 134 
2 112 

3 118 121,33 6,07 96,35 

MAN 1 26 
2 58 
3 24 36,00 L 80 28,57 

MM 1 22 
2 34 
3 35 30,33 L 52 24,12 

*Para simbolos dos meios de cultura ver Tabela 6.
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Tabela 12 - Titulação de solução de ácido cítrico em agua des 

tilada. 

Concentração de ácido 
cítrico na amostra 

(µg/ml) 

84.000 

42.000 

21.000 

10.500 

5.250 

2.625 

1.312 

656 

Quantidade de solução 
NaOH O,lN para neutra

lização (ml) 
-

12,3 

6,3 

3,3 

1, 7 

0,9 

O, 6 

0,4 

O, 1 

Outro passo, foi a confecção da curva padrão, 

que e média de duas reações conduzidas com concentrações co

nhecidas de ácido cítrico preparadas a partir de solução esta 

que. Os resultados obtidos estão sumariados na Tabela 13. Com 

esses resultados foi confeccionada a curva padrão da Figura 6. 

A equação da reta de regressão usada para calcular as concen

trações de ácido cítrico nas alíquotas dos meios de fermenta

ção está representada na Figura 6. 

4.6.2. Determinação da produção de icido cltrico 

Os resultados da produção de ácido cítrico das 

linhagens, obtidos de acordo com os itens 3,9,3. e 3.9.4., es 

tão sumariados na Tabela 14. 

Tabela A 3 do Apêndice. 

Os cálculos efetuados estão na 
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Tabela 13 - Relação entre concentração de ácido cítrico e 

log 1/T (logaritmo do inverso da transmitância). 

Concentração de 
ácido cítrico 

(µg/ml) 

100 

200 

400 

log 1/T 

la. Repetição 2a. Repetição 
Média 

0,022 0,023 0,0225 

0,070 0,073 0,0715 

0,180 0,177 0,1785 
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1,0 c = 5 9, 3 313 2 + 1915, 618 4 4 x log 1/T 

O, 1 

• 

0.01 

o 100 200 300 

Concentração de ácido cítrico (�g/ml) 

Figura 6 - Curva padrão e equação da reta de regressao da 

concentração de ácido citrico. 
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Tabela 14 - Produção de ácido cítrico da linhagem lOVlO de 

Linhagens 

lOVlO 

nic 1 * 

pir1 olv1 

pab1 

pir2 

tia1 

pab1 fwn 1 

pir1 

pir1 arg1 

pur1 

A. nlge� e seus mutantes expressa em miligramas 

por mililitro do meio de fermentação de DOELGER e

PRESCOTT (1934). 

R e p e t i ç o e s 

2 3 4 5 

86,336 86,336 40,811 86,336 64,343 

67,222 55,487 46,752 58,263 48,995 

0,441 0,700 0,700 0,478 1,022 

57,558 54,749 66,538 37,482 61,925 

67,429 80,578 80,986 73,192 83,568 

40,811 127,884 78,422 105,281 117,722 

63,313 33,815 38,842 86,351 80,986 

3,192 1,434 1,802 1,950 3,114 

0,700 0,827 O** o o 

o o o o o 

*Para simbolo das linhagens ver Figura 3.

**O método, nas condições usadas, não mede quantidades de ãci 

do citrico inferiores a 200 µg/ml. 

A Tabela 15 mostra os resultados da análise da 

variância dos dados de Produção. 



Tabela 15 - Análise da variância da produção de 

por linhagens de A-0pe�gillu-0 nige� 

DOELGER e PRESCOTT (1934). 

Fontes de 
G. L. SQ QM variação 

Repetições 4 840,22502 210,05625 

Linhagens 9 61973,50047 6885,94449 

Resíduo 36 8934,69830 248,18606 

C.V. = 37,60256 

ns - Nio significativo. 

** - Significativo ao nivel de 1%. 
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ácido cítrico 

em meio de 

F 

o,84636
ns 

27, 74508*'>'<

As comparaçoes de médias feitas pelo teste 

de Tukey estão na Tabela 16, juntamente com a porcentagem de 

aumento ou diminuição em relação ao controle, que no caso e a 

linhagem lOVlOº 
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Tabela 16 - Médias comparadas pelo teste de Tukey e porcenta

gem em relação ao controle da produção de ácido 

cítrico por linhagens de A�pe�gillu� nige�. 

Linhagens M e d i a s 

tia1* 94,04B a** 

pir2 77,151 a b 

lOVlO (Controle) 72,B32 a b

pab1 fwn1 60,661 a b

pab1 55,650 b 

nic1 55;344 b 

pir1 2,298 

pir1 olv 1 0,668 

pir1 arg1 0,305 

pur1 o 

e 

c 

c 

c 

Porcentagem de aumen
to ou diminuição em 
relação ao controle. 

+ 29,13

+ 5,93

0,00 

16,71 

23,59 

24,01 

96,B4 

99,08 

99,58 

- 100,00

*Para simbolo das linhagens ver Figura 3.

**Medias com letras diferentes são significativamente diferen 

tes ao nivel de 5%. 
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Os resultados obtidos indicam a superioridade 

de duas linhagens em relação ao controle que sao, respectiva

mente, tia1 e pir2. A diferença, no entanto, não é signific� 

tiva ao nível de 5%. 

As demais linhagens foram inferiores a linha-

gem controle, significativamente ou não, sendo interessante 

observar que o grupo de linhagens compreendendo a linhagem 

pir 1 e seus derivativos e a linhagem pur 1 tiveram sua produ

ção sensivelmente diminuída, com redução superior a 96%. 

4.7. Correlações entre produção, peso seco e tltulo das li 

nhagens 

Os valores de titulo e peso seco das linhagens 

estão na Tabela A 4 do Apêndice, sendo que na Tabela 17 estão 

sumariadas as correlações calculadas. 

Tabela 17 - Valores de correlação entre produção, peso seco e 

titulo das linhagens. 

Correlação entre: 

Peso Seco x Produção 

Peso Seco x Título 

Título x Produção 

ns - Não significativo. 

** - Significativo ao nivel de 1%. 

r 

0,36267** 

o,21567ns 

0,88817** 
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Os resultados indicam a possibilidade de s2r 

calculada a produção, num valor aproximado, utilizando-se os 

valores obtidos com a titulação e/ou peso seco, Ainda mais, 

não foi encontrada correlação entre peso seco e título. 

4.8. Tentativas de obtenção de diplÕides com cruzamentos 

entre mutantes auxotriificos e morfol5gicos da linha

gem lOVlO de AJpe�gillu� nige�. 

Foram tentados dois métodos de cruzamentos que 

estão sumariados nas Tabelas 18 e 19. 

Como está evidente, dentro das concentrações 

de conidios semeadas em meio mínimo, não houve crescimento de 

colônia alguma que pudesse ser classificada como diplÓide pe

los critérios do Item 3.9,2. 

Em diversos cruzamentos, apos a semeadura de 

conidios provenientes de micélio heterocariÓtico, houve cres-

cimento residual e de algumas colônias isoladas. Estas colÔ-

nias ensaiadas de acordo com o item 3.9.2., revelaram 

heterocariÓticas. 

serem 
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Tabela 18 - Cruzamentos entre mutantes para obtenç�o de di-

plÓides de acordo com a técnica de ROPER (1952).

Cruzamento 

pir 1 // pab 1 * 

pir1// tia1 

pir1// pab1 fwn1 

tia1// pab1 

pab 1 // pir1 arg1 

pur1// pab1 

Número de conidios 
por placa de meio 

mínimo (x 10 6
) 

L 81 

1, 3 

L 7 9 

1, 27 

1, 49 

L 34 

1, 32 

1,4 

1, 1 

1, 07 

*Para símbolo dos mutantes ver Figura 3.

N 9 de diplÓides 
obtidos 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o

o 
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Tabela 19 - Cruzamentos entre mutantes para obtenção de di

plÓides de acordo com o método de estrias, 

Cruzamento 

tia1// pab1 fwn1 

nic1// pir1 arg1 

pab1 // tia 1 

pir 1 // pir2 

Número de conidios 
por placa (x 10 6

)

l , 5

LD2 

L 04 

1, 05 

L 6 

1, 7 

2,0 

1, 26 

-** 

*Para simbolo dos mutantes ver Figura 3.

N 9 de diplÓides 
obtidos 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

**Não foi evidenciado crescimento de heterocãrio em meio mi

nimo. 
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Outro ponto que deve ser destacado vem a ser 

que nos cruzamentos não houve desenvolvimento de heterocários 

típicos, corno os encontrados em A6pe�glllu6 nldulan6. Casos 

extremos foram os cruzamentos pir 1 //pir 2 e pir 1 olv 1 //pir 2 em 

que o crescimento ficou restrito ao bloco de ágar transferido 

para o meio mínimo após sobreposição de crescimento de hifas 

das linhagens em meio completo. 

genes envolvidos sejam alelos. 

Este fato pode sugerir que os 
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5. DISCUSSÃO

5.l. Estabilidade

Corno se verifica pela Tabela 6 e Figura 4 e 5, 

a linhagem lOVlO desenvolvida em meio mínimo evidencia seto

res de morfologia alterada. Através de microcolônias a ocor

rência de setores pode ser novamente constatada indicando, se 

considerarmos que pelo menos parte das microcolônias sejam ori 

ginadas de um Único conÍdio, possível causa genética para o 

processo. 

O Único setor evidenciado em meio completo foi 

do tipo aconidial (sem conÍdios), que nao foi encontrado em 

300 setores desenvolvidos em meio mínimo. 

Pode ser levantada hipótese de que os setores 

possam ser produzidos em meio completo sem que seja possível 

a sua evidenciação devido a ausência de vantagem seletiva que 

existiria em meio mínimo. Isto pode ser visualizado ao cons 
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tatarmos que extrato de levedura e peptona adicionados ao meio 

mínimo causam a estabilidade da linhagem (Ver Tabela 5). 

Considerando, pelo menos a vantagem seletiva 

em meio mínimo, BONATELLI e AZEVEDO (19?4) sugeriram como cau 

sa da ocorrência de setores a heterocariose, tendo em vista 

também, a presença de elevada porcentagem de conÍdios binu-

cleados da linhagem cerca de 60% (BARACHO e Col., 19?5), que 

poderiam manter a condição heterocariÓtica. 

devido 

.. . m1n1mo

Esta hipótese pode ser ainda reforçada 

a baixa viabilidade dos conídios da linhagem em meio 

(24,12%) em relação a observada quando conidios sao semeados 

em meio completo. De acordo com a Tabela 11, os elementos 

que produzem viabilidade maior em meio completo são extrato de 

leveduras, peptona, solução de vitaminas e caseína hidrolisa

da. Nos dois primeiros casos pode ser notada ligeira eleva

çao da viabilidade, coincidindo com o fato de serem responsa

veis pela estabilização da linhagem quando adicionados ao meio 

mínimo. Este aspecto pode ser considerado como indicativo de 

presença no heterocário de um tipo de núcleo com deficiência 

nutricional cuja manutenção é possível devido ao outro 

que é normal com relação a este aspecto. 

tipo 

Os dados de HAAS e Gol. ( 1956) em Pe.n,Lc.Lll,i,um 

c.h�yJoge.num sao bastante semelhantes aos encontrados no pre-

sente trabalho. A instabilidade nesse caso era constatada 

pela produção de setores em meio de lactose e licor de milho 
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(LCS), enquanto que a linhagem era estável em Czapek-Dox (CD) 

e "honey-peptone" ágar (HPA ou mel peptona ágar). Estes resu! 

tados lhes permitiram concluirem como causa da instabilidade 

a heterocariose da linhagem original que permanecia balancea

da em CD e HPA e era quebrada em LCS º 

Casos semelhantes sao descritos em A-0pen9iliu-0 

11-<-gVt por YUILL (1953) e NGA e CoZ. (19?5). No primeiro caso, 

a instabilidade era melhor evidenciada devido à coloração di

ferencial dos setores, o que não ocorreu em nosso trabalho. No 

segundo caso, a causa da instabilidade foi atribuída ao fato 

da linhagem ser diplÓide devido às características dos seto

res quanto a diãmetro de conÍdios, ação da pa�a-fluorfenilal� 

nina na linhagem original, à presença de setores auxotrÓficos 

e à incapacidade de serem obtidos mutantes auxotrÓficos na li 

nhagem original. 

f\!os resultados constatados foi possível a obten 

çao de mutantes auxotrÓficos (ver item 5.3. da Discussão e Fi 

gura 3) o que diferencia dos dados de NGA e Col. (1975) ten

do ainda que ser considerado que todos os setores isolados a-

presentaram crescimento em meio mínimo. Podemos então, pelo 

menos em principio, rejeitar a hipótese de que a linhagem lOVlO

seja diplÓide. 

Outro dado observado que diferencia os resulta 

dos do presente trabalho dos de YUILL (1953) vem a ser a difi 

culdade de isolamento dos setores devido à ausência de marca 
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morfológica, por exemplo, para coloração de conidios. Os se-

tores isolados mostraram novamente instabilidade, i.é, produ-

ziram novos setores semelhantes aos constatados na linhagem 

original. Isto pods significar que os setores produzidos se-

jam apenas setores com taxa de crescimento ligeiramente melhor 

que a linhagem original que são selecionados em meio de cultu 

ra em que há restrição de crescimento como é o caso do meio 

mínimo e meio mínimo suplementado com hidrolisado de ácidos 

nucléicos, solução de vitaminas e caseína hidrolisada,que sao 

meios aonde existe evidenciação de setores, de acordo com os 

dados das Tabelas 8 e 10 e, inclusive, pela menor viabilidade 

de conidios. que pode ser evidenciada principalmente em meio 

mínimo e meio mínimo suplementado com hidrolisado de ácido nu 

cléico, de acordo com a Tabela 11. 

Esta especulação tem apoio nos dados de STEIN

BER (1939) que evidenciou maior crescimento (medido em peso 

seco) em linhagem de A-0pe�9illuh nig�� com meios de cultura 

que foram suplementados com extrato de leveduras e peptona. 

Os dados disponíveis permitem a elaboração de 

outras hipóteses, que sao enumeradas abaixo: presença de ge

nes mutadores, aberração cromossômica e inclusive, o envolvi

mento de fatores citoplasmáticos. 

O objetivo maior de uma extensão do presente

trabalho seria verificar a correlação possível entre a produ

ção de setores e a instabilidade observada com relação a pro-
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dução de ácido cítrico. A instabilidade observada, em condi-

ções ind�striais, está relacionada com flutuações da produ-

ção entre diferentes câmaras de fermentação. Seria portanto, 

de utilidade, estudar uma possível correlação entre estes dois 

eventos o que poderia estabelecer um procedimento seletivo p� 

ra a separaçao de linhagens com essas flutuações na produção, 

de outras mais estáveis. A possibilidade de que alta produ-

çao de ácido cítrico esteja associada com flutuações na prod� 

çao também poderia ser ensaiada. 

5.2. Produção de ãcido citrico 

Os dados das Tabelas 14 e 15 resumem os expe-

rimentos conduzidos para determinação da produção de ácido 

cítrico da linhagem lOVlO e dos mutantes dela obtidos pelo uso 

de mutagênicos. 

Como pode ser notado duas linhagens, no caso 

tia1 e pir2, superaram a linhagem lOVlO com relação a produ

ção de ácido cítrico, As diferenças entre estas duas linha

gens e a paternal revelaram ser não significativas quando com 

paradas pelo teste de médias (Ver Tabela 15), Deve no entan-

to, ser ressaltado, que o aumento da linhagem tia 1 foi de 

29,13% em relação a lOVlO e, que, possivelmente, esta diferen 

ça nao tenha sido significativa devido ao alto coeficiente de 

variação do experimento (GOMES
s 

1970). 
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Casos em que mutantes auxotrÓficos superam a 

linh':....óem paternal em termos de produção são relatados por mui 

tos autores, como é o caso dos dados extraídos de DEMAIN (19?2)

e que estão relacionados nas Tabelas 1 e 2, e os relatos de 

ALIKHANIAN e CoZ. (1959)� ELANDER (1966., apud SERMONTI.,, 1969)., 

e SERMONTI (1969) ao agrupar seus dados e os de MAcDONALD e 

Gol. (1963). 

Os dados de ALIKHANIAN e Gol. (1959) indicam 

que o fator primordial para o aumento de produção encontrado 

em linhagens de Stneptomyeeb nlmobub deficientes para metion! 

na e nicotinamida, foi a quantidade da substância 

pelos mutantes adicionada ao meio de fermentação. 

requerida 

O mesmo raciocinio pode ser considerado no ca

so dos mutantes com produção superior à linhagem lOVlO,basta� 

do que sejam observados os valores constantes dos itens 3.2,9. 

e 3,2.10. 

Esta hipótese poderia ser verificada com a ad! 

çao ao meio de fermentação de quantidades menores das substâ� 

cias envolvidas, chegando-se até à quantidade adicionada em 

meio mínimo sólido que está no item 3.2,9. Outro caminho po

de ser a verificação da influência de altas concentrações das 

substâncias adicionadas em meio de fermentação 

lOVlO. 

da linhagem 

Nos dados extraídos de DEMAIN (19?2) pode ser 

encontrado outro caminho para explicar esta produção maior dos 
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Envolveria vias biossintéticas relacionadas ou nao 

ou, ainda, mutação dupla. Esta hipótese poderia ser testada 

com estudos de reversões dos mutantes como foi o caso de 

MAcDONALD e Gol. (1963) com relação � influência de mutante 

para tiossulfato na produção de penicilina em Penieillium 

eh�y4ogenum. 

Pode ainda ser considerado que as duas possí-

veis causas discutidas estejam envolvidas concomitantemente. 

No caso da tiamina, isto parece mais evidente.pois LEHNINGER

(1975) informa que a tiamina, na forma de pirofosfato, é gru

po prostético da enzima desidrogenase do piruvato que age no 

passo I da decarboxilação oxidativa do piruvato para acetil-

-coenzima A e gás carbônico. É pois, parte importante na en-

trada dos carbohidratos via piruvato no ciclo dos ácidos tri 

carboxílicos, Esse ciclo é considerado corno produtor do áci 

do cítrico acumulado pelos organismos que têm essa capacidade 

(LOCKWOOD� 1975). Tendo em vista esses dados,poderíamos su

por que a mutação para deficiência alterasse de tal maneira 

a síntese de tiamina que a presença de tiamina exógena.em gra� 

de quantidade, pudesse acelerar o processo levando a um acumu 

lo maior de ácido cítrico. 

No caso do mutante pir 2 o envolvimento das duas 

causas também é válido, não havendo porém dados disponíveis 

que permitam a elaboração de hipótese melhor fundamentada. 

Em A4pe�gillu4 nige�, a produção de ácido cí-
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trico por mutantes auxotrÓficos foi estudada principalmente 

por MUSÍLKOVÁ e FENCL (1969)
., 

ILCZfJK (1971) e CHANG e TERRJ 

(19?3). Relatos de aumento na produção são feitos por MUSÍL

KOVÁ e FENCL (1969)� com relação a mutante deficiente para a� 

ginina com produção superior à linhagem paternal em 14%. Pro

duções semelhantes :--- linhagem paternal são comuns aos três tr� 

balhos, sendo interessante constatar que ILCZUK (1971) relata 

que os mutantes deficientes para piridoxina e tiamina obtidos 

produziram consideravelmente menos que a linhagem paternal, o 

que pode ser interpretado como genes diferentes envolvidos na 

deficiência e/ou quantidade pequena da substância adicionada 

ao meio de fermentação. 

Os demais mutantes ensaiados no presente tra

balho produziram quantidades inferiores à linhagem lOVlO, se� 

do que dados semelhantes foram descritos em A�pe�gillu◊ n�ge� 

pelos autores citados acima. Na literatura consultada com re 

lação a outros microrganismos dados deste tipo também sao co

muns, como e o caso dos de: BONNER (194?), FANTINI e OLIVE 

(1960)� FANTINI (1961)
., 

ALIKHANIAN e BORISOVA (1961) e outros, 

que podem ser encontrados no item 2.3.1.1. 

Também pode ser observado que existe um grupo 

de mutantes cuja produção � inferior em cerca de 96% ou mais 

com relação ao controle, como é o caso dos mutantes pir 1 e seus 

derivativos (Ver Figura 3) e o mutante pur 1 , Podemos consi-

derar que para mutantes que a baixa produção constatada seja 
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devida a efeito drástico das marcas auxotróficas obtidas, co

rno foi observado por SERMONTI (1969) e MUSÍLKOVA e FENGL(1969) 

com relação à adenina para a produção de penicilina e ácido 

cítrico, respectivamente, ou então, que os mutantes tenham si 

do induzidos em conidios que determinariam o aparecimento de 

linhagens com produção diminuída, que surgem espontaneamente 

na linhagem lOVlO (BONATELLI Jr.
5 

dados n5o publicados). 

Estas considerações podem ser levadas em conta 

quando verificamos que os dois mutantes deficientes para pir� 

doxina, que são pir1 e pir2, apresentam produção de ácido cí

trico bastante diferente. Dados semelhantes envolvendo prod� 

ção diferente de mutantes com a mesma deficiência estão rela-

tados por MVSÍLKOVA e FENGL (1969) em A. nlge� 

(1969) em P. eh�ylogenum. 

e SERMONTI 

Um fato a ser ressaltado vem a ser a grande v� 

riação observada nas diversas repetições efetuadas com as li

nhagens (Ver Tabela 14). Este fato já foi observado por mui

tos autores, destacando-se no caso do A. nlge� os relatos de 

GARDNER e Gol. (1956)� PERLMAN e SIH (1960)� MILLIS e Gol. 

(1963) e BONATELLI Jr. e AZEVEDO (dados n5o publicados). Exis 

tem ainda os dados de BALL (19?3) em �. eh�ylogenum, que res

salta a falta de dados com respeito à ocorrência dessas vari� 

çoes. Este fato pode ter muitas explicações considerando a 

influência de pequenas diferenças entre as condições das rep� 

tições o que poderia indicar pequena homeostasia da linhagem, 

ou então, presença nas diversas repetições de diferentes por-
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centagens de derivativos de baixa produção que podem surgir 

espontaneamente. Fato semelhante à segunda hipótese foi obser 

vado �or HAAS e Col, (1956) em P. eh4yJ09enum quando heterocá 

rios sintetizados de tipos segregantes da mesma linhagem es

tando não balanceados causavam diminuição na produção do se

gregante mais produtivo. Existem ainda os dados de CIEGLER e

RAPER (195?) que estudando a possibilidade de aplicação de h� 

terocários em fermentações comerciais concluíram que uma das 

dificuldades era a instabilidade dos heterocários. Hipótese de 

que o método usado na determinação de ácido cítrico possa ser 

a causa, pelo menos em parte, dessa variação nao pode ser des 

cartada. 

Cabe ainda ressaltar a correlação positiva en

contrada entre a produção e o titulo e, a correlação negati

va entre peso seco e produção. Estes dados indicam a possib! 

lidade de cálculo, em valor aproximado, da produção com dados 

de titulação do meio de fermentação e peso seco do micélio. 

Com a facilidade da obtenção de valores da titulação. estes 

dados poderiam ser usados para selecionar colônias com produ

çao de ácido cítrico aumentada em programa de seleção que ve

nha a ser conduzido com a linhagem lOVlO.

Como principal consideração e final, um estudo 

envolvendo o isolamento de outros mutantes deficientes para 

tiamina poderia ser efetuado tendo em vista a potencialidade 

apresentada pelo mutante tia 1 • Este estudo visaria possível 

uso deste tipo de mutante em condições industriais. 
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5.3. Tentativas de obtenção de diplÕides 

Cabe neste item consideração sobre os mutantes 

obtidos que estão demonstrados na Figura 3. 

Os mutantes deficientes obtidos, com exceçao 

de um duplo mutante, apresentaram deficiências que foram,atra 

vés de auxanografia, classificadas como sendo para vitaminas. 

No caso do duplo mutante, derivado da linhagem pir 1 , a defi

ciência pode ser suplementada com arginina. 

Tentativas para obtenção de outros mutantes d� 

ficientes para aminoácidos não tiveram êxito. Novas tentati-

vas deveriam ser feitas, mas, existe a possibilidade de que 

sejam letais na linhagem lOVlO. Essa possibilidade deve ser 

melhor estudada. O relato de ILCZUK (1971) em A-0peng illu-0 

nig en assemelha-se bastante com o do presente trabalho uma vez 

que s6 são referidos mutantes deficientes para vitaminas, que 

no caso foram tiamina, piridoxina, niacina e ácido f6lico. Cer 

ta semelhança pode ser observada no trabalho de ALIKHANIAN e 

BORISOVA (1961) com Stneptomyee-0 auneo�aeien-0, em que a maio

ria dos mutantes obtidos foram deficientes para um Único arni-

noácido, a arginina. No final, apenas mutantes deficientes 

para aminoácidos foram isolados, incluindo trabalho de JÁRAI 

(1961, apud SERMONTI, 1969), 

Considerando outros trabalhos com A-0pengillu-0 

nig en, existem descrições de mutantes para todos os grupos 
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de substãncias e que sao encontrados nos trabalhos de PONTE-

CORVO (1952), PONTECORVO e Col. (1953a), LHOAS (1961, 1967), 

MUSÍLKOVJ e FENCL (1969) e CHANG e TERRY (1973). 

De acordo com esses resultados é possível, tam 

bém, que a técnica empregada possa ter selecionado contra os 

possíveis mutantes deficientes para aminoácidos. 

Na Tabela 5, está evidente a estabilidade dos 

mutantes pois. não foi obtida nenhuma reversão entre 4,6 x 10 5 

a 1, 52 x 10 6 conÍdios ensaiados para os diferentes mutantes. 

As tentativas de obtenção de diplÓides,de aco� 

do com os dois métodos propostos. estão sumariadas nas Tabe

las 18 e 19 e, evidenciam que dentro das condições usadas não 

houve desenvolvimento de nenhuma colônia que pudesse ser elas 

sificada corno diplÓide. 

O método de ROPER (1952) usado no presente tr� 

balho foi usado com sucesso em Ahpengllluh nlgen por PONTE-

CORVO (1952), PONTECORVO e Gol. (1953a)_, LHOAS (1961 e 1967} 

e CHANG e TERRY (1973). 

Diversas considerações podem ser feitas com re 

lação a este evento, as quais discutiremos abaixo. O evento 

necessariamente não deve ser devido a apenas um dos fatores 

relacionados abaixo, pode ser inclusive a união de vários dos 

fatores expostos ou de todos, podendo inclusive não haver ne

nhum destes fatores envolvidos, 
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PRASAD (1970) ao estudar complementação de mu

tantes morfológicos para coloração de conidios em A-0pe�gillu-0 

nl9en observou que certos grupos de mutantes, apesar de deri

vados da mesma linhagem, não formavam conidiÓforos com mistu

ra de conidios quando 2 linhagens eram colocadas para formar 

heterocário. As hipóteses por ele levantadas podem ser cons� 

deradas no nosso caso, visto que não houve a formação de het� 

rocários típicos corno os observados em A-0penqillu-0 nidulan-0. 

Foram: a)incompatibilidade de mutantes, b)rara fusão de hifas 

ou c}fusão frequente, porém instável. Um destes fatores pod� 

ria ser o responsável pela ausência de colônias diplÓides em 

alguns cruzamentos em que não houve o desenvolvimento de colô 

nias heterocarióticas. 

Outra consideração envolve os resultados de 

CHANG e CoZ. (1974) que observaram frequência de conidios he

terocarióticos em cerca de 10- 4 e de diplÓides em cerca de 

10- 6 conidios provindos de heterocários de linhagem de A.

nlge� por eles estudadas. Conforme relatado em nosso trabalho 

foi encontrado crescimento residual nas placas de meio mínimo 

usadas para a seleção de diplÕides o que poderia ter mascara

do o crescimento de colônias diplÓides formadas possivelmente 

em menor numero. Outro fato seria o crescimento de colônias 

heterocariÓticas que poderia também prejudicar a visualização 

de diplÓides formados. 

Entre os novos estudos a serem desenvolvidos 

neste aspecto poderia ser incluído o uso de mutantes com duas 
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deficiências nutricionais que seriam prioritários como tática 

de trabalho no estudo da síntese de diplÓides. Essas medidas 

visariam a introdução dos métodos de diploidização, hibridi-

zação e recombinação no melhoramento de linhagens utilizadas 

na produção em escala industrial de ácido cítrico. 
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6. RESUMO E CONCLUSÕES

O presente trabalho foi conduzido tendo como 

objetivos: 1) o estudo de caracteristicas, em meios de cultu

ra utilizados para a análise genética de A�pe�gillu-0 nidulan-0; 

da linhagem lOVlG de A. nige� utilizada em indústria, na ten

tativa de elucidar as causas da instabilidade na produção de 

ácido cítrico, 2) a produção de ácido cítrico dos mutantes au 

xotróficos e morfológicos induzidos com o uso da luz ultravio 

leta e da N-rnetil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina, e 3) a possibl 

lidada de síntese de diplÓides. 

Foram evidenciados setores em meio minimo mas 

nao em meio completo. Mutantes auxotróficos deficientes para 

vitaminas, purinas e arginina foram obtidos, assim como,mutan 

tes morfológicos com alteração na coloração de conÍdios. A pr� 

dução de ácido cítrico dos mutantes auxotróficos e rnorfolÓgi-
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cos foi comparada com a produção da linhagem lOVlO. Os resul

tados obtidos indicaram aumento de 29,13% na produção de áci

do cítrico no mutante com deficiência nutricional para a tia

mina em relação à linhagem paternal,embora no experimento es-

ta diferença não fosse significativa. Cruzamentos entre os 

mutantes auxotrÓficos e morfológicos foram feitos nao 

sido possível a obtenção de diplÓides. 

tendo 

Tendo em vista os resultados obtidos, pode ser 

concluído o seguinte: 

1) A linhagem lOVlO de A. nige� evidenciou se

tores quando desenvolvida em meio mínimo. sendo que esta evi-

denciação não foi possível em meio completo. Os elementos res 

ponsáveis pela não evidenciação dos setores em meio completo 

são o extrato de levedura e peptona. A ampliação deste estu

do deve ser feita visando estabelecer a importância do proce� 

so em outras linhagens produtoras de ácido cítrico. 

2) A produção de ácido cítrico da linhagem ori

ginal pode ser aumentada, diminuída ou permanecer inalterada 

com a introdução de marcas para auxotrofia. É sugerida a pos

sibilidade da utilização do mutante tia 1 em condições indús

triais. 

3) A correlação entre titulação do meio de fer

mentação e a produção de ácido cítrico pode ser utilizada na 

seleção de linhagens mais produtivas. 

4) E, dentro das condições dos experimentos,

nao foi possível a obtenção de diplÓides nos cruzamentos en

tre os mutantes obtidos. As causas do evento são discutidas. 
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7. SUMMARY ANO CONCLUSIONS

The present work was carried out with the 

industrial strain lOVlO of A�pe4gillu� nlge4 aiming: 1) the 

study of the characteristics of such strain in cultura media 

normally utilized in genetic analysis in filamentous fungi 

in an attempt to detect the causes of instability during 

citric acid production, 2) the obtention of auxotrophic and 

morphological mutants induced by ultra-violet light and 

N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine and the study of the

citric acid production from these mutants, and 3) the 

possibility of obtention of diploids in this strain. 

Sectors were obtained on minimal rnedium but 

not on complete medium. Auxotrophic mutants for vitamins, 

purines and arginine were isolated, as well morphological 

mutants with altered conidial colour. Citric acid production 
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from auxotrophic and morphological mutants was compareci with 

citric acid production from lOVlO strain. The obtained 

results have shown an increase in 29,13% in citric acid 

production from the tiamine defficient mutant in relation to 

the parental strain although such difference have been not 

statistically significant. Cresses between auxotrophic and 

morphological mutants were carried out but no diploids were 

obtained. 

From the obtained results, the following 

conclusions can be drawn: 

1) The non obtention of sectors on CM are due

to the presence of yeast extract and peptone in such medium, 

2) the citric acid production from auxotrophic

strains can be increased, decreased or not affected depending 

of the auxotrophic marks used. It is suggested the possibility 

of use of a tiamine requiring mutant for industrial purposes. 

3) the correlation found between titulation on

fermentation media and citric acid production can be used for 

selection of more productive strains. 

4) nnd, diploids were not formed utilizing the

mutants obtained in the present research, at least in the 

conditions used. The causes of the failure are discussed. 
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Tabela A 1 - Número e total de setores produzidos por inocula

ção da linhagem lOVlO em meio mínimo e meio com

pleto. 

Placa 
n" 

01 

02 

03 

04 

05 

06 

07 

08 

09 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

Número de setores 
méio de cultura 

MM MC 

2 o 

4 o 

6 o 

5 o 

o o 

o o 

3 o 

3 o 

4 o 

4 1 

3 o 

o o 

4 o 

o o 

5 o 

o o 

5 o 

1 o 

1 o 

3 o 

o o 

1 o 

5 o 

1 o 

Placa 
n9 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

40 

41 

42 

43 

44 

45 

46 

47 

48 

Número de setores 
meio de cultura 

MM MC 

o o 

2 o 

3 o 

4 o 

o o 

3 o 

2 o 

o o 

6 o 

2 o 

1 o 

3 o 

3 o 

2 o 

4 o 

o o 

o o 

5 o 

1 o 

3 o 

o o 

o o 

o o 

1 o 

(Continua) 
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- Continuação da Tabela A 1 • 

Número de setores Número de setores 

Placa Meio de cultura Placa Meio de cultura 
n9 n9 

MM MC MM MC 

49 2 o 78 3 o 

50 2 o 79 3 o 

51 o o 80 3 o 

52 1 o 81 o o 

53 1 o 82 o o 

54 2 o 83 O o 

55 o o 84 2 o 

56 1 o 85 6 o 

57 o o 86 2 o 

58 3 o 87 3 o 

59 1 o 88 4 o 

60 o o 89 o o 

61 o o 90 1 o 

62 o o 91 2 o 

63 o o 92 1 o 

64 1 o 93 2 o 

65 5 o 94 1 o 

66 1 o 95 o o 

67 2 o 96 1 o 

68 1 o 97 3 o 

69 2 o 98 1 o 

70 o o 99 o o 

71 o o 100 o o 

72 o o 101 o o 

73 o o 102 7 o 

74 o o 103 4 o 

75 2 o 104 o o 

76 2 o 105 1 o 

77 3 o 106 O o 

(Continua) 



- Continuação da Tabela A 1 , 

Placa 
n9 

107 

108 

109 

110 

111 

112 

113 

114 

115 

116 

117 

118 

119 

120 

121 

122 

123 

124 

125 

126 

127 

128 

129 

130 

131 

132 

133 

134 

135 

Número de setores 

Meio de cultura 

MM MC 

o o 

1 o 

1 o 

2 o 

2 o 

1 o 

1 o 

5 o 

4 o 

4 o 

3 o 

3 o 

1 o 

5 o 

3 o 

2 o 

4 o 

1 o 

1 o 

2 o 

1 o 

o o 

o o 

2 o 

2 o 

3 o 

2 o 

3 o 

4 o 

Placa 
n9 

136 

137 

138 

139 

140 

141 

142 

143 

144 

145 

146 

147 

148 

149 

150 

151 

152 

153 

154 

155 

156 

157 

158 

159 

160 

TOTAIS 

, 1 1 9 

Número de setores 

Meio de cultura 

MC 

5 o 

3 o 

4 o 

4 o 

3 o 

2 o 

1 o 

2 o 

1 o 

2 o 

2 o 

1 o 

1 o 

1 o 

1 o 

3 o 

') o ,_ 

2 o 

2 o 

1 o 

1 o 

2 o 

1 o 

2 o 

1 o 

300 1 
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Tabela A2 - Número e total de setores produzidos por microco

lÔnias da linhagem 10Vl0 em meio mínimo U'r) e 

meio completo ("T) º 

Placa 
n" 

01 

02 

03 

04 

05 

06 

07 

08 

09 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

Número de setores 

Meio de cultura 

11!': J'TC 

3 o 

2 o 

2 o 

1 o 

1 o 

2 o 

4 o 

2 o 

3 o 

5 o 

o o 

5 o 

1 o 

4 o 

3 o 

o o 

o o 

o o 

o o 

3 o 

2 o 

3 o 

2 o 

') o "-

Placa 
n9 

25 

26 

27 

28 

29 

30 

31 

32 

33 

34 

35 

36 

37 

38 

39 

TOTAIS 

Número de setores 

Meio de cultura 

MC 

o o 

1 o 

1 o 

1 o 

2 o 

2 o 

2 o 

3 o 

4 o 

4 o 

4 o 

3 o 

3 o 

1 o 

2 o 

83 o
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Tabela A3 - Cálculos efetuados para determinação da concentra

çao de ácido cítrico em miligramas por mililitro

do meio de fermentação de DOELGER e PRESCOTT (1934).

Linhagens 
Repeti- Transmi-

Diluição 
Ácido cítrico 

çao tância total(mg/ml) 

lOVlO 1 76 1 : 15 O 86,336 

2 76 1:150 86,336 

3 84 1,100 40,811 

4 76 1:150 86,336 

5 83 1 : 15 O 64,343 

n:Lc 1 1 82 1: 150 67,222 

2 86 1:150 55,487 

3 89 1:150 46,752 

4 85 1:150 58,263 

5 80 1:100 48,995 

:pir1olv1 l 94 1:2 0,441 

2 87 1:2 0,700 

3 87 1:2 0,700 

4 93 1:2 0,478 

5 79 1:2 1,022 

p=tb l 1 76 1:100 57,558 

2 77,3 1:100 54,749 

3 72 1:100 66,538 

4 81 1:080 37,482 

5 74 1:100 61,925 

(Continua) 



- Continuação da Tabela A 3 .

Linhagens 

-)ir 2 

pai) f'-1:m · 1-, · l

pir1 

Repeti
çao 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

2 

3 

4 

5 

Transrni
tância 

87 

7 7, 7 

66 

72 

68 

84 

64,3 

67 

66 

69 

76 

87,6 

86 

69,6 

66 

78 

93 

92 

88,3 

78,6 

Diluição 

1:150 

1:150 

1: 1 DO 

1: 11 O 

1 : 11 O 

1:100 

1:150 

1:100 

1: 130 

1:160 

1: 11 O 

1:100 

1:100 

1:120 

1:100 

1 : 6 

1 : 6 

1:7 

1: 6 

1: 6 

.122. 

Ácido cítrico 
total (mg/ml) 

67,429 

80,578 

80,986 

73,192 

83,568 

40,811 

127,984 

78,422 

105,281 

117,722 

63,313 

33,815 

38,842 

86,351 

80,986 

3,192 

1,434 

1,802 

1,950 

3, 114 

(Continua) 



- Continuação

Linhagens 

pir1ari:1 

:pur 1 

da Tabela 

Repeti-
çao 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

2 

3 

4 

5 

A 3, 

Transmi-
tância 

87 

91 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Diluição 

1: 2 

1: 3 

s/ d* 

s/d 

s/d 

s/d 

s/d 

s/d 

s/d 

s/d 

*Amostra sem diluição para fazer a reaçao.

º 123. 

Ácido cítrico 
total (mg/ml} 

0,700 

0,827 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o

o 



. 12 4. 

Tabela A4 - Titulação do meio de fermentação e peso seco do 

Linhagem 

lOVlO 

nic 1 

pir1olv 1 

p-1', ct .... 1 

micélio das linhagens. 

Repeti- Título 
çao (ml de NaOH 0,lN) 

1 28,2 

2 28,6 

3 13,2 

4 24,0 

5 21, 4 Média: 23,08

1 22,2 

2 17,4 

3 19, O 

4 12,2 

5 7, 8 Média: 15,72

1 0,7 

2 0,7 

3 O, 7 

4 0,7 

5 0,8 Média: 0,72 

1 12,2 

2 9, 1 

3 10,0 

4 5, 5 

5 8,8 Média: 9, 12

Peso seco 
(mg) 

510 

420 

290 

500 

320 Média: 

420 

360 

36 O 

400 

370 Média: 

56 O 

720 

650 

530 

1340 Média: 

480 

420 

400 

310 

400 Média: 

408 

382 

760 

402 

(Continua) 



- Continuação da Tabela A 4 , 

Linhagem 

pir2 

tia 1 

pab 1 f1 m2 

p,ir l 

Repeti-· 
çao 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

2 

3 

4 

5 

1 

2 

3 

4 

5 

Titulo 
(rnl de Na0H O,lN) 

1B,2 

17, 6 

11, 5 

11,4 

12,7 Média: 14,28 

10,0 

27, 5 

10,5 

15,7 

18,7 Média: 16,48 

14,0 

7, 8 

8, 9 

19, 8 

11, 5 Média: 12,4

0,3 

0,9 

0,7 

1, o 

1 , O Média: 0,78 

Peso seco 

( rng) 

630 

630 

460 

420 

540 Média: 

310 

890 

370 

500 

B00 Média: 

57 O 

370 

480 

630 

550 Média: 

1130 

840 

1040 

87 O 

1110 Média: 

, 12 5, 

536 

574 

520 

998 

(Continua) 



- Continuação da Tabela A�,

Titulo 
Linhagem 

Repeti
çao (ml de Na0H O,lN) 

pir1arg1 1 0,6 

2 0,7 

3 0,6 

4 0,6 

5 1, 3 Média: 

pur 1 1 0,5 

2 o' s 

3 0,2 

4 0,6 

5 0,7 Média: 

0,76 

O, 5 6 

Peso seco 
(mg) 

1100 

1050 

950 

700 

800 Média: 

440 

560 

1500 

590 

590 Média: 

. 126, 

920 

736 


