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Apresentacao

A biotecnologia pode ser definida como uma ciéncia que utiliza sistemas
biologicos e/ou organismos vivos em aplicacoes tecnoldgicas visando desenvolver
ou modificar produtos ou processos, sendo que suas aplicacoes mais importantes
estao relacionadas com a area agraria e ambiental, saude e ciéncia dos alimentos.

A Coletanea “Biotecnologia: Aplicacao tecnoldgica nas ciéncias agrarias e
ambientais, ciéncia dos alimentos e salide” é um livro que aborda o conhecimento
cientifico através de 16 artigos divididos em trés grandes areas: Agrarias e
Ambientais, Ciéncia dos Alimentos e Saude.

A area “Agrarias e Ambientais”, € apresentada através de seis artigos que
tratam sobre temas de imensa importancia como avaliagcao da qualidade da agua,
germinacao de plantas, fitotoxicidade de antibiéticos, produgao de biomassa e
prospeccao de genes.

A area de “Ciéncia dos Alimentos”, € composta por cinco artigos que abordam
temas referentes a aplicacao de bactérias na producao de alimentos, estabilidade
de compostos antimicrobianos, producdo de corantes naturais, producado de
hidrolisados proteicos e producao de lacases.

A area de “Saude”, aborda diante da publicacao de cinco artigos, temas
relevantes sobre método de determinacao da int-cfDNA, eficacia de vacina para a
linfadenite caseosa, estudo piloto de biomarcadores em carcinomas, efeito de dietas
suplementadas com microalgas, genes alvo para o controle in vitro das condicoes de
estresse térmico e oxidativo em condicdes de estresse in vitro.

Através desta obra pretende-se oferecer um instrumento tedrico e
metodoldgico para auxiliar nos estudos e ampliar o conhecimento sobre a
biotecnologia aplicada nas areas descritas. Por fim, desejamosa todos
uma excelente leitura e 6timas descobertas!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan



SUMARIO
DA o] = S1=T o) = Tox= T T PSSR 03
Area: Agrarias e Ambientais

CAPITULO |

A GERMINACAO IN VITRO DE CAPIM ANONNI E REDUZIDA NA AUSENCIA DE LUZ
Joseila Maldaner, Gerusa Pauli Kist Steffen, Tamires Moro, Cleber Witt Saldanha,
Evandro Luiz Missio, Rosana Matos de Morais, lonara Fatima Conterato e Rejane
[0 > RS 07

CAPITULO Il

AVALIACAO DA QUALIDADE DA AGUA DE NASCENTES NA BACIA DO ARROIO ANDREAS,
RS, BRASIL, ATRAVES DE ENSAIOS ECOTOXICOLOGICOS E GENTOXICOLOGICOS
UTILIZANDO O ENSAIO COMETA

Daiane Cristina de Moura, Cristiane Marcia Miranda Sousa, Alexandre Rieger e
=0 (V=Yoo TV o7z} V2= T == I ) oo 19

CAPITULO 1lI

FITOTOXICIDADE DO ANTIBIOTICO CEFALOTINA EM SEMENTES DE ALFACE (LACTUCA
SATIVA)

Caroline Lopes Feijo Fernandes, Laiz Coutelle Honscha e Flavio Manoel Rodrigues
10 F= IS Y117z 10 L4 (o 39

CAPITULO IV

GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES PELETIZADAS DE Eucalyptus grandis
(MYRTACEAE)

Denise Russowski, Cinthia Gabriela Garlet, Frederico Luiz Reis, Leonardo Menezes,
Liziane Maria Barassuol Morandini, Jucara Terezinha Paranhos, Zaida Inés Antoniolli
€ AdeMir FAri@S MOIEL.......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 47

CAPITULO V

PRODUCAO DE BIOMASSA DE ASPERGILLUS SP. PELA UTILIZACAO DE RESIDUO DE
PO DE FUMO PROVENIENTE DE INDUSTRIA DE PROCESSAMENTO DE TABACO

Joyce Cristina Gongalvez Roth e Valeriano Antonio CoberlliNi........ueuueeeeeeeeeceeeneeennn. 64

CAPITULO VI

PROSPECCAO DE GENES DE REFERENCIA PARA qPCR EM PEIXE-REI (Odontesthes
humensis): CLONAGEM, SEQUENCIAMENTO E CARACTERIZACAO DO GENE DA B-
ACTINA

Lucas dos Santos da Silva, Bruna Fagundes Barreto,Ingrid Medeiros Lessa, William
Borges Domingues, Tony Leandro Rezende da Silveira e Vinicius Farias



Area: Ciéncia dos Alimentos

CAPITULO VII

APLICACAO DE BACTERIAS LATICAS NA FABRICACAO DE ALIMENTOS UMA REVISAO
Ketlin Schneider, Fernanda Megiolaro, César Milton Baratto e Jane Mary Lafayette
AT = E 1 83

CAPITULO VI

ESTABILIDADE DO COMPOSTO ANTIMICROBIANO DE Pleurotus sajor-caju FRENTE A
CONGELAMENTO E DESCONGELAMENTO

Camila Ramao Contessa, Nathiéli Bastos de Souza, Guilherme Battu Goncalo,
Luciano dos Santos Almeida, Ana Paula Manera e Caroline Costa

CAPITULO VIX

PRODUCAO DE CORANTES NATURAIS A PARTIR DE FUNGOS POR FERMENTACAO
SUBMERSA PARA APLICACAO INDUSTRIAL

Priscila Molinares dos Santos e Lisiane de Marsillac Terra..........cccuccevceeeeeeeeeneecnnnn. 113

CAPITULO X

PRODUCAO DE HIDROLISADOS PROTEICOS A PARTIR DE CARCACAS DE FRANGO
DESOSSADAS MANUALMENTE UTILIZANDO ENZIMAS PROTEOLITICAS

Mari Silvia Rodrigues de Oliveira, Felipe de Lima Franzen e Nelcindo Nascimento

CAPITULO X

PRODUGCAO DE LACASES POR Marasmiellus palmivorus VE-111 EM BIORREATOR DE
AGITACAO MECANICA E SUA APLICACAO NA DEGRADAGAO DE CORANTES TEXTEIS
Camila Cantele, Roselei Claudete Fontana e Aldo José Pinheiro Dillon.................... 144

Area: Salide

CAPITULO XII
AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO cfDNA ATRAVES DE qPCR COM 0OS PRIMERS L1PA2
Alessandra Koehler, Danieli Rosane Dallemole e Alexandre Rieger.........c.cccccuue... 157
CAPITULO XIil

EFICACIA DA FOSFOLIPASE D RECOMBINANTE DE CORYNEBACTERIUM
PSEUDOTUBERCULOSIS NA COMPOSICAO DE VACINA DE SUBUNIDADE PARA A
LINFADENITE CASEOSA

Rodrigo Barros de Pinho, Mara Thais de Oliveira Silva, Silvestre Brilhante Bezerra,
Raquel Nascimento das Neves, Vasco Ariston de Carvalho Azevedo e Sibele



CAPITULO XIV

EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DE BIOMARCADORES EM CARCINOMAS DE
CABECA E PESCOCO: ESTUDO PILOTO

Rosane Giacomini, Alessandra Eifler Guerra Godoy, Isnard Elman Litvin e
Fabio FIrmbach PASQUAIOTLO.........eecceeeeceeeeeeeeeceeeeceeesceeesiseeesaaeeesiseessseessssnsssnsnennees 184

CAPITULO XV

REDUCAO DE GANHO DE PESO CORPORAL EM CAMUNDONGOS COM DIETA
SUPLEMENTADA COM MICROALGAS

Julia Livia Nonnenmacher, Mayara Breda, Alexandre Matthiensen, Helissara Silveira
Diefenthaeler, Elisabete Maria Zanin e Silvane Souza ROMan.........ccceeeeeeeeeeeeeeennne. 193

CAPITULO XVI
RESPOSTA TRANSCRICIONAL DE Mycoplasma hyopneumoniae A CONDICOES DE

ESTRESSE in vitro
Gabriela Merker Breyer, Franciele Maboni Siqueira e Irene Silveira

SoDbre as OrganiZadoras........ccecvereeerrisserrsserssesssse s s s e s s e s s s e s s e s sme e s e e e srn s e snnesnnns 219

Y0 o] (S0 L= LU0 ) (== T 220



CAPITULO IX

PRODUCAO DE CORANTES NATURAIS A PARTIR DE
FUNGOS POR FERMENTACAO SUBMERSA PARA
APLICACAO INDUSTRIAL

Priscila Molinares dos Santos
Lisiane de Marsillac Terra

113



PRODUGAO DE CORANTES NATURAIS A PARTIR DE FUNGOS POR FERMENTAGAO
SUBMERSA PARA APLICAGAO INDUSTRIAL

Priscila Molinares dos Santos

Universidade Federal de Santa Maria, Departamento de Engenharia Quimica
Santa Maria - Rio Grande do Sul

Lisiane de Marsillac Terra

Universidade Federal de Santa Maria, Departamento de Engenharia Quimica
Santa Maria - Rio Grande do Sul

RESUMO: Os corantes (naturais ou sintéticos) sao amplamente utilizados pela
inddstria de alimentos, visando principalmente, conferir, restaurar ou intensificar a
cor dos alimentos. Atualmente, a maioria € produzida artificialmente, entretanto,
alguns deles podem ser toxicos, cancerigenos ou causar graves danos aos 6rgaos
vitais. Devido a isso, existe um grande interesse em pigmentos naturais produzidos
a partir de fonte microbiana. Os fungos constituem uma fonte alternativa devido a
alta produtividade em processos fermentativos, maior estabilidade e solubilidade.
Tendo como objetivo explorar a diversidade e o potencial de fungos do Bioma Pampa,
foi avaliada a producao de pigmentos de trés fungos (FA, FB, e FC) isolados proximo
aos municipios de Sao Sepé-RS e Dom Pedrito-RS. Os fungos foram cultivados em
placas de Petri a 28°C em meio BDA (Batata Dextrose Agar) e em quatro meios
liquidos sintéticos (MS1, MS2, MS3 e MS4) com composicoes diferentes. Apés 10
dias de fermentacao, observou-se a formacao de pigmento amarelo e vermelho.
Dentre os parametros cinéticos, a maior velocidade de crescimento radial foi a do
fungo FA, Ve = 0,0496 cm.h1. A velocidade maxima especifica de crescimento para
o fungo FB foi de pmax = 0,0133 h-1, sendo a maior entre os demais. O fungo FB
apresentou o menor tempo de geracao, 52h e a maior produtividade maxima de
células, Px= 0,2535 g.h'l. Os resultados mostram que os fungos sao uma fonte
promissora de producao de corantes naturais.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos; corantes naturais; pigmento; fermentacao.

1. INTRODUCAO

0 uso de corantes alimentares como aditivos na industria de alimentos € um
fator significativo na determinacao da aceitabilidade dos alimentos processados. Os
corantes podem ser divididos em sintéticos ou naturais. Atualmente, o uso de
corantes alimentares é baseado em pigmentos sintéticos que, por sua vez, sao
controlados por uma legislacao vigente que varia em cada pais. No entanto, ao longo
das Ultimas décadas, os corantes sintéticos passaram a ser considerados
indesejaveis pelos consumidores devido aos efeitos nocivos de alguns deles sobre a
saude humana, incluindo reacdes alérgicas, mutagénicos e potencial cancerigeno.
Por isso, o0 mercado de corantes naturais vem crescendo e, consequentemente,
induzindo ao desenvolvimento de fontes alternativas para a produgao de pigmentos
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(CARO et al., 2012; LOPES et al., 2013; PANESAR; KAUR; PANESAR, 2015).

O custo de producao e a da dependéncia de condicoes climaticas favoraveis
€ o grande obstaculo em relacdo a producao/obtencao de pigmentos a partir de
plantas e insetos. Os fungos proporcionam uma fonte alternativa mais rentavel, pois,
através de técnicas de fermentacdo em biorreatores pode-se obter alta
produtividade em qualquer época do ano. Além disso, 0s pigmentos microbianos sao
muitas vezes mais estaveis e solUveis em agua do que os de fontes vegetais (CARO
etal., 2012; DUFOSSE et al., 2014; MAPARI, 2011 (US 2011/0250656 Al); TORRES,
2016; ZANETTE 2013; ZUNINO, 2013 (BR 10 2012 000756-8 A2)).

Visando a obtencao de pigmentos naturais a partir de fungos isolados do
Bioma Pampa, realizou-se o cultivo de culturas de fungos em placas de Petri com
meio BDA (Batata Dextrose Agar) e, posteriormente fermentou-se em quatro meios
liquidos diferentes denominados MS1, MS2, MS3 e MS4. Avaliou-se a coloracao em
placa, a formacao de biomassa a partir de parametros cinéticos e a producao de
pigmentos em meio liquido.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Screening das culturas isoladas

As culturas utilizadas nesse trabalho fizeram parte de um estudo anterior
realizado nos Laboratérios de Bioprocessos do Departamento de Engenharia
Quimica da Universidade Federal de Santa Maria. Com o objetivo de identificar
microrganismos autoctones do Bioma Pampa e que sejam de interesse industrial, os
fungos foram coletados préoximo aos municipios de Sao Sepé-RS e Dom Pedrito-RS.

Uma quantidade inicial de oito culturas ja isoladas, mas ainda nao
identificadas, cuja coloracao em placa foi observada visualmente, foram pré-
selecionadas para a reativacao. As culturas estavam conservadas em placas de Petri
a 4°C em refrigerador. A reativacao das culturas foi feita mediante repique das
placas de Petri originais. Um disco de 10 mm foi cortado de cada placa e transferido
para meio BDA. O experimento foi realizado em duplicata.

Apods 12 dias de cultivo em estufa a 28 °C apenas trés culturas apresentaram
boa reativacao e coloracao satisfatéria, as demais foram descartadas.

2.2 Fermentacao submersa

Além da coloracao em placa, foi estudada a producao de pigmentos em meio
liquido. Para isso, os trés fungos foram testados em quatro diferentes meios com a
seguinte composicao:

e Meio sintético 1 (MS1): 16 g de glicose; 12 g de extrato de levedura; 16

g de peptona; 3,2 g de sulfato de amonia; 0,8 g de sulfato de magnésio;
1,6 g de sulfato ferroso e 1,6 g de sulfato de manganés para 1,6 L de

s
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agua destilada (MEINICKE, 2008; PINHEIRO, 2015).

e Meio sintético 2 (MS2): 0,2¢g de sacarose; 0,2g de glicose; 1g de sulfato
de amodnio; 1g de fosfato monopotassico; 0,5g de sulfato de magnésio;
0,5g de cloreto de potassio para cada litro de agua destilada (MENEZES
e HANLIN, 1997).

e Meio sintético 3 (MS3): 20g de glicose; 5g de nitrato de amdnio; 5g de
fosfato monopotassico; 5g de fosfato dipotassico; 0,1g de cloreto de
calcio; 0,5g de sulfato de magnésio; 0,01¢g sulfato de ferro (ll); 0,01g de
sulfato de zinco e 0,03g de sulfato de manganés para cada litro de agua
destilada (MEINICKE, 2008).

e Meio sintético 4 (MS4): 10g de dextrose; 5g de peptona; 1g fosfato
monopotassico e 0,5g de sulfato de magnésio para cada litro de agua
destilada (MENEZES e HANLIN, 1997).

Todo o material, inclusive o meio, foi autoclavado a 120°C por 20 minutos.
Para facilitar a coleta de amostra, foram utilizados 10 frascos de Erlenmeyer para
cada meio testado. Verteu-se 150 mL de meio em frascos de Erlenmeyer, inoculou-
se um disco de Agar de 10 mm de cada fungo nos respectivos meios e incubou-se
em shaker modelo Incubator Shaker Series Innova 44 a 28°C e 128 rpm durante 10
dias.

2.3 Determinacao da biomassa

A cada 24h foi retirado um frasco de amostra para analise. O meio foi filtrado
com auxilio de papel filtro Whatman n°1. A biomassa foi colocada em micro-ondas
por 15 min na poténcia de 180 W para secagem e determinacao da concentracao
celular por gravimetria (BUHLER et al., 2015; MEINICKE et al., 2012).

2.4 Parametros cinéticos

Para analise do crescimento do micélio, repicaram-se as culturas a partir de
um disco de 15 mm no centro da placa de Petri e com auxilio de uma régua mediram-
se diariamente os diametros. A velocidade de crescimento do micélio do fungo foi
determinada pelo coeficiente angular da reta obtida por regressao linear, conforme
Equacao 1 (CAMPOS et al., 2011; MEINICKE, 2008; OLIVEIRA et al., 2016):

dit) =a+ V..t (1)

Em que: d(t) € o diametro da coldnia (cm); a € o coeficiente angular da reta;
Ve € a velocidade de crescimento radial (cm.h1); t € o tempo de cultivo (h).

Para o calculo da velocidade especifica maxima de crescimento, adotou-se o
crescimento do fungo na fase exponencial, de acordo com a Equacao 2 (SCHMIDELL
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etal, 2001):

In(X) = In(Xy) + Hmaxt (2)

Em que: X € a biomassa na fase exponencial (g.L1); Xo € a biomassa no inicio
da fase exponencial (g.L1); umax € a velocidade especifica maxima de crescimento
celular (h1) e t € o tempo (h).

0 intervalo de tempo necessario para dobrar o valor da concentragao celular
€ conhecido como tempo de geracao e é definido pela Equacao 3 (SCHMIDELL et al,
2001):

In2
tg = 3)

P—max

A produtividade maxima em células (Px) foi calculada pela diferenca entre a
maior concentragcao de biomassa em um instante t e a concentragao de biomassa
inicial dividida pelo intervalo de tempo correspondente conforme Equacédo 4
(SCHMIDELL et al, 2001):

= @

Em que: Px € a produtividade maxima de biomassa (em g.h1) no instante de
tempo (t - to); Xmax € @ maxima formacao de biomassa no instante de tempo t; Xo € a
formacao de biomassa no instante de tempo to; t € o tempo para atingir o valor
maximo de formacao de biomassa; to € o tempo inicial do cultivo.

3. RESULTADOS
3.1. Produgao de pigmentos em meio sélido

Apods o cultivo em estufa por 12 dias, as trés culturas que tiveram o processo
de reativacao satisfatorio, apresentaram coloracao em meio sélido BDA. A Figura 1
ilustra a forte coloracao obtida pelo fungo FB: amarela laranjada no verso da placa e
hifas aéreas de coloracao branca. Todas as culturas apresentaram hifas aéreas e
aspecto algodonoso, caracteristica tipica dos fungos filamentosos de acordo com
Gomes (2015).
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Figura 1 - Verso e frente da
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placa de Petri mostrando a coloragao obtida apds 12 dias de cultivo em
estufa a 28°C do fungo FB.

A Tabela 1 apresenta os valores para o crescimento do micélio dos fungos
estudados. Observou-se que todos tiveram um comportamento semelhante, no
entanto, o fungo FA se destacou dos demais e apresentou velocidade de crescimento
radial mais rapida (Ver = 0,0496 cm.h-1). Os valores do coeficiente de regressao (R2)
indicam que os dados se ajustam bem a equacao da reta.

Tabela 1 - Equacoes de regressao linear, velocidades de crescimento do micélio (Ver) e coeficiente
de regressao (R2) para os fungos estudados em meio sé6lido BDA

Coeficiente de regressao

Fungo | Equagio de regressao Ver (cm.h-2) Ver (mm.dial) (R?)
A y =0,0496x + 0,7278 | 0,0496 + 0,13 11,90 R2=0,9712
B y=0,0358x + 1,1389 | 0,0358 + 0,13 8,60 R2 = 0,9889
C y =0,0394x + 0,8306 | 0,0394 + 0,06 9,46 R2=0,9738

Fonte: a autora

3.2. Fermentacgao submersa e parametros cinéticos

Todos os meios liquidos utilizados foram baseados em estudos anteriores e
sao indicados para o cultivo de fungos. No entanto, algumas cepas sao mais
exigentes com relacao aos nutrientes do meio e, por isso, houve um meio que foi o
mais adequado para cada cepa. O fungo FA desenvolveu-se melhor no meio MS3
enquanto o meio MS4 foi 0 mais adequado para os fungos FB e FC. A Figura 2 ilustra
a coloracao amarela obtida pelo fungo FB em meio MS4 apés 10 dias de
fermentacdo. Nota-se um meio amarelo limpido devido a filtracdo do caldo
fermentado.
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Figura 2 - Coloracao amarela do meio MS4 em comparagao com o branco (meio sem inoculo)
ap6s10 dias de fermentacao e apos filtragao.

A cinética da biomassa e a formacao de pigmentos para todos os fungos
estudados apresentaram comportamento conforme descrito por Schmidell e
colaboradores (2001). Inicialmente houve uma fase de adaptacao da cultura ao
meio, na qual nao houve reproducao celular, somente crescimento celular e
sintetizacao de enzimas. Observou-se que com a liberacao das enzimas o meio
tornou-se turvo. Em seguida, iniciou-se a fase logaritmica em que o crescimento
celular foi maximo e obtiveram-se os parametros cinéticos conforme apresentados
na Tabela 2. O fungo FB apresentou a maior velocidade maxima de crescimento e,
consequentemente, 0 menor tempo de geracao, ou seja, em aproximadamente 52h
dobrou a sua concentracao celular. Além disso, a produtividade maxima em células
também foi a maior (Px = 0,2535 g.h'1).

Tabela 2 - Parametros cinéticos calculados para os fungos estudados: velocidade especifica maxima
de crescimento (Umax), tempo de geracao (tg) e produtividade maxima em células (Px)

Fungo | Meio | pmax(h?) | tg (h?) | Px(g.h?)

A MS3 | 0,0086 | 80,48 | 0,01712

B MS4 | 0,0133 | 52,15 | 0,02535

C MS4 | 0,0070 | 99,70 | 0,01088
Fonte: a autora

Ao final da fase logaritmica e inicio da fase estacionaria, observou-se a
formacao de pigmento, evidenciando um crescimento parcialmente associado a
formacao de produto, caracteristica tipica dos metabdlitos secundarios (SANTOS et
al., 2013; SCHMIDELL et al., 2001). Somente a partir do sexto dia é que a coloracao
aumentou, intensificando-se no décimo dia (Figura 2).
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4. CONCLUSAO

Os resultados mostram que a producao de corantes a partir de fungos € uma
alternativa viavel para substituir os corantes sintéticos. As coloragdes obtidas tanto
em placa quanto em meio liquido podem vir a ter aplicagcdes na industria de
alimentos. No entanto, sao necessarios estudos mais aprofundados para extracao
do pigmento e testes de toxicidade visando a eliminacao de efeitos nocivos a saude
humana.

A partir das etapas futuras de identificacao das cepas de fungos e,
posteriormente do metabdlito responsavel pela coloracdo, sera possivel uma
otimizacao dos meios de cultura, bem como os diversos parametros da fermentacao
e assim, aumentar a escala e a producao de corantes naturais a partir de fungos.
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ABSTRACT: The dyes (synthetic and natural sources) are largely applied by the food
industry, aiming to grant, repair and intensify the original food color. Currently the
major dyes are synthetic, however, some of them may be toxic, carcinogenic or cause
serious damage to vital organs. Due to this, there is a great interest in natural
pigments produced from microbial source. Fungi are an alternative source due to the
high productivity in fermentative processes, greater stability and solubility. In order to
explore the diversity and fungus potential of the Pampa Biome, we evaluated the
pigments production of three fungus (FA, FB, and FC) isolated from Sao Sepé-RS and
Dom Pedrito-RS. The fungi were cultivated in Petri dishes 28 ° C in PDA (Potato
Dextrose Agar) medium and in four synthetic liquid media (SM1, SM2, SM3 and SM4)
with different compositions. After 10 days of fermentation, yellow and red pigment
was obtained. Among the kinetic parameters, the highest radial growth rate was that
of the fungus FA, Vo = 0.0496 cm.hl. The maximum specific growth rate for FB
fungus was pmax = 0.0133 h1, the highest of the others. The FB fungus presented the
shortest generation time, 52h and the highest maximum cell productivity, Px =
0.2535 g.h'1. The results showed that the fungi are possible alternative source for
the production of the natural dyes.

KEYWORDS: Fungi; natural dye; pigment; fermentation.
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