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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski



SUMARIO

(03X = 1 U] 1 15 TR 1

A SOS BOX PATTERN FOR LEPTOSPIRA SPP.

Livia de Moraes Bomediano
Renata Maria Augusto da Costa
Ana Carolina Quirino Simdes

DOI 10.22533/at.ed.3771916011

(03X = 1 (U 1 1 SRR 7
ANALISE IN SILICO DO GENE LIPID TRANSFER PROTEIN SOB CONDIQOES DE ESTRESSE
ABIOTICO

Renan Gongalves da Silva
Joice de Oliveira Leite Silva
Lucas de Faria Nogueira
Cyro Bueno Neto

Sonia Marli Zingaretti

DOI 10.22533/at.ed.3771916012

(03X =] 1 U] 1 1< J 16
ANALISE DO POLIMORFISMO DE DELE(;AO DOS GENES GSTM1 EGSTT1 E DIABETES MELLITUS
EM IDOSOS: ESTUDO PILOTO

Layse Rafaela Moroti — Perugini
Luana Oliveira de Lima

Audrey de Souza Marquez
Regina Célia Poli-Frederico

DOI 10.22533/at.ed.3771916013

(03X =] 1 1 U] o 1 SR 25

CRISPR/CAS9 — UMA PROMISSORA FERRAMENTA DE EDICAO GENICA

Dalila Bernardes Leandro
Jessyca Kalynne Farias Rodrigues
Isaura Isabelle Fonseca Gomes da Silva

DOI 10.22533/at.ed.3771916014

(07X = 1 W U 1 o 1 J SRR 41

POLIMORFISMOS NO GENE DA LECTINA LIGANTE DE MANOSE (MBL2)

Carmem Gabriela Gomes de Figueiredo
Maria Soraya Pereira Franco Adriano
Claudenice Rodrigues do Nascimento
Luciane Alves Coutinho

Marizilda Barbosa da Silva

Patricia Muniz Mendes Freire de Moura

DOI 10.22533/at.ed.3771916015

(03X = 1 U] 1 1 52

SELECAO DE CARACTERISTICAS POR ALGORITMO GENETICO NA CLASSIFICACAO DA
CARDIOPATIA CHAGASICA

Lucas de Souza Rodrigues

Cristina Sady Coelho da Rocha

Murilo Eugénio Duarte Gomes

DOI 10.22533/at.ed.3771916016



(07X =1 1 5 U 1 Ty 20N 61

MICROCEPHALY BRAIN UNFINISHED

Cicera Paz da Silva
[talo Marcos Paz de Andrade

DOI 10.22533/at.ed.3771916017

CAPITULOD 8...eoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeessssesssssnsessesessessnsansesessssnssnsesseseesnssnsessssessnssnsensssnenes 67
O SUJEITO DA CLINICA E A CLINICA RELACIONAL: CONTRIBUIGOES PARA A CLINICA DE
ATENCAO BASICA DO SUS

Rita de Cassia Gabrielli Souza Lima

DOI 10.22533/at.ed.3771916018

(03X =] 1 U] o X TSR 79
AVALIAQAO DE TECNOLOGIA EM SAUDE: PERFIL DO USUARIO BRASILEIRO DO PROGRAMA
FARMACIA POPULAR COM HIPERTENSAO ARTERIAL DIAGNOSTICADA

Simone Bezerra Franco
Ronni Geraldo Gomes de Amorim
Marilia Miranda Forte Gomes

DOI 10.22533/at.ed.3771916019

(07X =1 11 ] 1o X5 1o 91
ENSAIO DE AGREGAQAO PLAQUETARIA COM SORO DO LATEX DE HIMATANTHUS SUCUUBA
Janeth Silva Pinheiro Marciano
Renan Gongalves da Silva

Juliana da Silva Coppede
Sonia Marli Zingaretti

DOI 10.22533/at.ed.37719160110

(03X =] 1 U e 15 s 98

PERFIL DO CONSUMO DE ALCOOL POR ESTUDANTES DE FISIOTERAPIA DEUMA UNIVERSIDADE
PRIVADA DE SALVADOR

Aisa de Santana Lima

Ana Paula Amaral de Brito

Atina Carneiro Rocha

Gleice de Jesus Oliveira

DOI 10.22533/at.ed.37719160111

(03X =] 1 U W o I -2 111

USO DE BIOMASSA FUNGICA PARA REMOGCAO DE FARMACOS

Caroline Aparecida Vaz de Araujo
Elidiane Andressa Rodrigues
Giselle Maria Maciel

Priscila Ayumi Sybuia

Wagner Mansano Cavalini
Cristina Giatti Marques de Souza

DOI 10.22533/at.ed.37719160112



CAPITULOD 13 eoeeeeeeeeeeee e eeeeeeesesesssmeesessssesnsesnessesassesssesnnesnesssesssesnsssnessnessnesnsssnnens 118

ANORMALIDADES ERITROCITICAS EM Sciades herzbergii E FATORES BIOTICOS E ABIOTICOS
NA AVALIACAO DA CONTAMINACAO DE RIOS DA ILHA DO MARANHAO

Natalia Jovita Pereira
Nayara Duarte da Silva
Sildiane Martins Cantanhéde
Janderson Bruzaca Gomes
Ligia Tchaicka

Débora Martins Silva Santos

DOI 10.22533/at.ed.37719160113

(03X =] 1 U 1o 1 1 130

AVALIA(;AO DOS EFEITOS DE Beauveria bassiana(HYPOCREALES: CORDYCIPITACEAE) E OLEOS
ESSENCIA]S DE Pogostemon cablin (LAMIALES: LAMIACEAE) SOBRE O DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO INICIAL DE Gallus gallus (GALLIFORMES: PHASIANIDAE)

Lucas Trentin Larentis

Taina dos Santos

Alanda de Oliveira

Patricia Franchi de Freitas

DOI 10.22533/at.ed.37719160114

(03X = 1 U] o 15 13NN 135

ATIVIDADE A,NTIFUNGICA DE EXTRATOS ORGANICOS DO ISOLADO JUANT028 NO CONTROLE
DE FITOPATOGENOS

Igor Shoiti Shiraishi

Wellington Luiz de Oliveira
Robert Frans Huibert Dekker
Aneli de Melo Barbosa-Dekker
Juliana Feij¢ de Souza Daniel

DOI 10.22533/at.ed.37719160115

CAPITULOD 16 cuueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeessesssnsesessssessssnsssnssssesssesnnssnssssesssesnsssnessessssssnsssnssnn 144

AVALIACAO DOS EFEITOS DE EXTRATO VEGETAL DE Cymbopogon winterianus SOBRE O
DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO INICIAL DE AVE

Gabirielly Cristina Galvéao
Juliana Marceli Hofma Lopes
Leticia Mencatto Bueno
Patricia Franchi de Freitas

DOI 10.22533/at.ed.37719160116

(03X =] 1 U] 1o 15 250 150

EXTRATO DE Fusarium gramin~earum E UMA ALTERNATIVA NAO TQXICA PARA USO COMO
CORANTE NATURAL: OBTENCAO, ESTABILIDADE E ATIVIDADE BIOLOGICA

Brenda Kischkel

Beatriz Paes Silva

Fabiana Gomes da Silva Dantas

Kelly Mari Pires de Oliveira

Terezinha Inez Estivalet Svidzinski

Melyssa Negri

DOI 10.22533/at.ed.37719160117



(07X =11 11 ] 1o T - 166
O USO DE HERBICIDAS A BASE DE GLIFOSATO NO BRASIL E NO MUNDO E SEUS IMPACTOS
AO MEIO AMBIENTE E SAUDE HUMANA

Yuri Dornelles Zebral

Adalto Bianchini

DOI 10.22533/at.ed.37719160118

(03X =] 1 U] 1 I - R 178
AVALIAQAO DE LINGUICA TOSCANA ADICIQNADA DE INULINA COMO SUBSTITUTO DA
GORDURA E INGREDIENTE FUNCIONAL PREBIOTICO

Fabiane Ferreira dos Santos
Rosires Deliza
Simone Pereira Mathias

DOI 10.22533/at.ed.37719160119

(03X = 1 U] o 1o SRR 191
QUALIDADE DA DIETA EM CRIANCAS E ADOLESCENTES COM TRANSTORNO DO ESPECTRO
AUTISTA

Olivia Farias dos Santos

Cecilia Fischer Fernandes
Cristielle Aguzzi Cougo de Leon
Fernanda Vighi Dobke

Sandra Costa Valle

Renata Torres Abib Bertacco

DOI 10.22533/at.ed.37719160120

CAPITULOD 27 ettt eeeeeteeeeeseessneesessssessesnessesassesssesnsesneeseesssesnsesnessnessnsansssnnens 199

CONSTRUINDO RELAQ()ES DE CUIDADO POR MEIO DE EDUCAQAO E SAUDE: O PAPEL DO
FISIOTERAPEUTA NA ESCOLA REGULAR

Maria Bethania Tomaschewski Bueno

Tatiane Barcellos Corréa

DOI 10.22533/at.ed.37719160121

(03X =] 1 U] 1o 102 209
ESTUDO DOS PADROES DE POLINIZAQL&O DE Apis mellifera L. EM PLANTAS DA CAATINGA,
COMO ESTRATEGIA PARA A CONSTRUCAO DE UM MATERIAL DIDATICO

Fernanda Kamila Oliveira de Aquino
Raiza Lorena Peixoto

Larissa Mércia Peixoto

George Machado Tabatinga Filho
lleane Oliveira Barros

DOI 10.22533/at.ed.37719160122

(03X =] 1 U W o 10X SRR 224

IMAGENS ANALOGICAS EM LIVROS DIDATICOS DE BIOLOGIA

Francisco Alves Santos
Andréa Pereira Silveira
Isabel Cristina Higino Santana

DOI 10.22533/at.ed.37719160123



CAPITULO 24 ..c.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeaseseesmssnsasesssssssmsenssssassasnssnsessssnessasnnensenesnnsnnnn 234
SITUACAO DA PREVENCAO DE DOENCAS EM CRIANCAS MENORES DE CINCO ANOS,
MORADORAS NA AREA DE ABRANGENCIA DE UM SERVICO DE ATENCAO PRIMARIA A SAUDE

Déborah Silveira Kénig
Juvenal Soares Dias da Costa
Denise Silva da Silveira

Cintia MUller Leal

Ubirajara Amaral Vinholes Filho

DOI 10.22533/at.ed.37719160124

(03X =] 1 U] 1o 13 239

UMA NOVA ABORDAGEM PARA A ORIENTACAO SEXUAL NA ESCOLA ESTADUAL NESTOR LIMA,
NATAL RN.

Francicleide Venancio Bezerra Alves
Gabriel Henrique Santana da Silva
Kaline Karla Gomes dos Santos
Rosangela Lopes Dias

DOI 10.22533/at.ed.37719160125

(03X =] 1 U] o 1 SRR 252

UTILIZACAO DE ESTUDO DE CASO NO TOPICO SISTEMA REPRODUTOR HUMANO NO ENSINO
MEDIO

Messias Rodrigues Arruda
Isabel Cristina Higino Santana
Andréa Pereira Silveira

DOI 10.22533/at.ed.37719160126

(03X = 1 W U o 1y AR SRR 263

INTERVENCAO PEDAGOGICA DO PIBID CIENCIAS BIOLOGICAS COM SALA DE RECURSO
MULTIFUNCIONAL

Emellyn Gabriela loris

Claudinei de Freitas Vieira

Leide Daiane Nascimento Mascarello
Michele Potrich

DOI 10.22533/at.ed.37719160127

(03X =] 1 U] o 1 268

UTILIZACAODOLUDICONOENSINODEBIOQUIMICA: JOGOSDEENCAIXE PARADEMONSTF}A(}AO
DIDATICA DE MUDANCAS ESTRUTURAIS DOS COMPOSTOS INTERMEDIARIOS DA GLICOLISE

Maria Julia Sousa da Fonseca
Rebeca Eller Ferreira
Luis Flavio Mendes Saraiva

DOI 10.22533/at.ed.37719160128

SOBRE A ORGANIZADORA........ccocimimmrmissrnrssss s s ssss s sssssnss 273



CAPITULO 17

EXTRATO DE Fusarium graminearum E UMA
ALTERNATIVA NAO TOXl(}A PARA USO COMO
CORANTE NATURAL: OBTENCAO, ESTABILIDADE E
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Universidade Estadual de Maringa, Departamento
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RESUMO: A obtencao de corantes naturais de
fungos apresenta algumas vantagens como ser
de fonte renovavel, de baixo impacto ambiental
e alta capacidade de biodegradacéo, sendo
mais harmonica com meio ambiente e menos
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ATIVIDADE BIOLOGICA

nociva a saude do que os corantes sintéticos. Os
pigmentos naturaistémamplaaplicacdoepodem
ser utilizados nas industrias téxtil, farmacéutica
e alimenticia. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver um bioprocesso simples para a
producéo e extracdo de pigmentos de Fusarium
graminearum, bem como avaliacao de possiveis
atividades biolégicas do extrato. Para otimizar
a producao de pigmento pelo fungo, este foi
exposto a fermentagdo submersa e semi-solida,
variando a composicao do meio, temperatura
e pH. Além disso, o extrato de pigmentos foi
exposto a diferentes condic¢des fisico-quimicas
e parametros de tingimento para avaliagcao de
sua estabilidade. A confiabilidade do extrato
foi determinada através de metodologias
para avaliagdo de atividade antibacteriana,
citotoxicidade e mutagenicidade. A producéao de
pigmentos pelo fungo apresentou potencial em
meio PDA semissolido, pH 6, incubado a 27 °C
na auséncia de luz. Os pigmentos obtidos foram
estaveis aos parametros testados: temperatura,
pH, vapor quente e condicdes de tingimento. O
extrato demonstrou baixa citotoxicidade, efeito
antibacteriano e nao apresentou potencial
mutagénico. Esses resultados s&o animadores,
pois atestam a confiabilidade do extrato para
uso industrial.
PALAVRAS-CHAVE:
semissolida, Pigmentos, Fungos, Bioprocesso,
Citotoxicidade.

Fermentacéo
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ABSTRACT: The obtaining natural dyes from fungi present some advantages as a
replaceable source, low environmental impact and high capacity for biodegradation,
being more harmonic with environment and less harmful to health than synthetic
dyes. The natural pigments have wide application and can be used in the textile,
pharmaceutical and food industries. This study aimed to develop a simple bioprocess
for the production and extraction of pigments from Fusarium graminearum, as well as
evaluation of possible biological activities of the extract. To optimize pigment production
by the fungus, it was exposed to submerged and semi-solid fermentation, varying the
composition of the medium, temperature and pH. In addition, the pigment extract was
exposed to different physicochemical conditions and dyeing parameters to evaluate
its stability. The reliability of the extract was determined through methodologies for
evaluation of antimicrobial activity, cytotoxicity and mutagenicity. The production of
pigments by the fungus presented potential in a semi-solid PDAmedium, pH 6, incubated
at 27 ° C in the absence of light. The pigments obtained was stable to the parameters
tested as temperature, pH, hot steam and dyeing conditions. The extract showed low
cytotoxicity, antibacterial effect and did not present mutagenic potential. These results
are encouraging since they attest to the reliability of the extract for industrial use.
KEYWORDS: Semi-solid Fermentation, Pigments, Fungi, Bioprocess, Cytotoxicity.

11 INTRODUCAO

Durante muito tempo a industrializacdo foi imprescindivel na sociedade e trouxe
consigo a deposicdo de materiais, produtos e substéncias potencialmente toxicos
ao meio ambiente, como os residuos de processos industriais (ZAGATTO, 2008).
Entre essas substancias encontram-se 0s corantes sintéticos utilizados em diversos
processos, como a coloracéo de tecidos, alimentos e cosméticos (AKILANDESWARI
& PRADEEP, 2016). Anualmente, sdo produzidas 700 mil toneladas de corantes e
estima-se que 50% dos corantes utilizados pela industria téxtil estejam depositados
em efluentes, que se nao tratados corretamente, podem prejudicar e modificar o
efluente (RANI et al., 2014). A presenca destes compostos interfere na absorcao de
luz e oxigénio pelas plantas e animais aquaticos (TEIXEIRA et al., 2014) alterando o
ecossistema circundante e interferindo na saude da populagéo, uma vez que possui
efeitos tdxicos, carcinogénicos, teratogénicos e mutagénicos (SURYAVATHI et al.,
2005; BABHITA, SOCCOL & PANDEY, 2007; KUMAR et al., 2017). Assim, a producao
de materiais que podem afetar diretamente a saude da populagéo, como a coloragcao
de alimentos e tingimento de roupas, especialmente roupas infantis, apresentam a
necessidade de utilizacdo de corantes ecoldgicos, nao-tdéxicos (SIVAKUMAR et al.,
2009).

Um conceito que atrai interesse na pesquisa é a biorrefinaria, que se trata
da conversao de substratos em produtos de valor agregado (BABHITA, SOCCOL
& PANDEY, 2007). Os produtos oriundos de fontes renovaveis e sustentaveis vém
ganhando destaque devido aos beneficios que trazem a salude e ao meio ambiente,
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como corantes naturais que podem ser obtidos através de plantas, insetos, minerais e
micro-organismos (SHARID, UL-ISLAM & MOHAMMAD, 2013). O crescente interesse,
por fontes alternativas, para a producéo de pigmentos tem incentivado a investigacéao
de fungos filamentosos como potenciais produtores (BLUMENTHAL, 2004), uma
vez que 0s pigmentos obtidos podem apresentar atividade biologica adicional, como
propriedades anticancerigenas (TORRES et al., 2016).

Os fungos filamentosos além de desempenharem papéis importantes na natureza,
produzem uma ampla gama de substancias metabolicamente ativas (SUN et al., 2011)
que sdo amplamente exploradas industrialmente como fornecedores de acido citrico,
glucénico e itacénico, além de enzimas, antibiéticos e pigmentos (FERREIRA et al.,
2016). Fungos ascomicetos como Monascus, Penicillium, Neurospora e Fusarium ja
foram importantes fontes de pigmentos (FERREIRA et al., 2016), sendo estes ultimos,
produtores eficientes devido a presenca de pigmentos de antraquinona, um grupo
de policetideos arométicos que sédo produzidos como metabdlitos secundarios pelos
fungos e responsaveis pelo fenébmeno da cor (VELMURUGAN et al., 2010a; DUVAL
et al., 2016).

A principal fonte de pigmentos naturais atualmente sédo as plantas, mas seu
uso tende a ser limitado (VELMURUGAN et al., 2010b) e ter algumas desvantagens
como quantidade disponivel, questdes ecoldgicas, uso do solo e trabalho intenso
(SANCHEZ, RUTZ & RODRIGUEZ-SANOJA, 2013). Em contrapartida, a obtencéo de
pigmentos de fungos apresenta vantagens como ser de fonte renovavel, baixo impacto
ambiental e alta capacidade de biodegradacdo, muito mais harménica com o meio
ambiente (MIRJALILI, NAZARPOOR & KARIMI, 2011). Em 2010, 40% dos corantes
disponiveis no mercado eram sintéticos, enquanto o restante representava corantes
naturais ou corantes idénticos aos encontrados na natureza. Desta forma, entende-
se que a fermentacdo de micro-organismos como os fungos, sédo uma fonte muito
prospera de pigmentos naturais, segundo Pagano e Dhar (2015), os corantes naturais,
devem substituir os corantes sintéticos no futuro.

Levando isso em consideracdo, este estudo teve como proposta padronizar
uma metodologia com melhor qualidade de pigmento natural sintetizado por Fusarium
graminearum, avaliando os pigmentos obtidos quanto a estabilidade aos parametros
de producdao, possibilidade de apresentar atividade antimicrobiana, efeitos citotoxicos
e genotdxicos.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismo

Fusarium graminearum foi isolado do campo de trigo da Cooperativa Central
de Pesquisa Agropecuaria (CODETEC) de Palotina - Brasil. A cepa foi gentiimente
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cedida pela professora Marialba A. Alves Castro Prado do Departamento de Ciéncias
Biologicas da UEM e atualmente esta armazenada no laboratério de Micologia Médica
da UEM.

2.2 Meio de cultura e condicoes iniciais para a producao de pigmentos

O fungo foi cultivado em dois meios de cultura: submerso (sais-glicose) e
semissOlido de batata (PDA semissélido). O meio de sais-glicose foi preparado
contendo por litro de agua deionizada 20 g de glucose; 848 mg NaNO,; 165 mg
MgSO,.7H,0; 300 mg KClI; 0,4 mg CuSO,.5H,0; 100 mg NaH,PO,; 40 mg CaCl,.H,O;
5,7 mg H,BO,; 5 mg FeS04.7H,0; 0,025 mg NaMoO,.2H,0; 3,1 mg MnSO,.2H,0; 4,4
mg ZnS0O,.7H,0. O segundo meio foi o PDA semissdlido, contendo 50 g de batata
por litro de dgua deionizada; 7,0 g de dextrose (D-glicose anidra; Synth; S&o Paulo,
Brasil) e 1,8 g de agar bacteriano (Kasvi; ltalia) em erlenmeyer. Ambos os meios foram
inoculados com pedacos do micélio (aproximadamente 12 mm de diametro) da cultura
de F. graminearum recém crescidos em agar batata e incubados a 28°C em condicoes
estacionarias e auséncia de luz por 4-6 semanas.

2.3 Avaliacao do pH e temperatura ideais para a melhor producao de pigmentos

Apo6s o periodo inicial de incubacédo, os meios que propiciaram a coloragao foram
selecionados para as etapas subsequentes. A avaliagcdo do pH foi realizada no meio
selecionado, em frascos diferentes, e em duplicata para cada faixa de pH (2, 3, 4, 5,
6 e 7). O efeito da temperatura foi avaliado no mesmo meio, com o pH que forneceu
pigmentos mais fortemente expressos em experimentos anteriores, sendo avaliada
a temperatura a 20 e 27°C (GUNASEKARAN & POORNIAMMAL, 2008; NAGIA, EL-
MOUHAMED, 2007). Todas as condi¢des de cultura foram incubadas durante 4-6
semanas na auséncia de luz.

2.4 Extracao do pigmento fungico e obtencao de biomassa

Posteriormente, os pigmentos foram extraidos de todas as culturas testadas,
bem como a retencdo da biomassa constituida pelo fungo. O micélio foi separado
por filtracdo em gaze estéril. Em seguida, uma solucéo a 95% (v/v) de etanol (Synth;
Sao Paulo, Brasil) foi adicionada ao filtrado. A mistura foi incubada em agitador (Nova
Etica, 430 - RDBP, Brasil) a 180 rpm a 30 °C por 30 min, centrifugada a 4000 rpm por
10 min, entdo o sobrenadante foi recuperado e filtrado em filtro Millipore 0,45 pm. O
extrato livre de células foi analisado em espectrofotémetro ultravioleta visivel (UV-Vis -
Quimis®; Sao Paulo, Brasil) a 530, pois representa a absor¢cdo maxima de pigmentos
vermelhos. O micélio foi incubado em estufa para secagem e obtencéo do peso seco.
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2.5 Estabilidade dos pigmentos

Os testes de estabilidade seguiram a metodologia descrita por Velmurugan et al
(2010b) e Perumal et al (2009). Apds a producgao e extracdo dos pigmentos (500 mL
da cultura fermentada otimizada), a solucéo extraida foi rotaevaporada e ao extrato
resultante, foram adicionados 150 mL de agua destilada. Nos tubos de ensaio foram
adicionados 3 mL do extrato de pigmento e cada tubo foi submetido a condicbes
diferentes. Os tubos foram submetidos a analise no espectrofotémetro UV-Vis antes
e apoOs a exposicao as seguintes condicdes: temperatura de 40, 50, 60, 70, 80, 90 e
100 °C por 10 min, mudanca de pH para 2, 4, 6, 8, 10 e 12, incubacgéo a 60 °C por 12
h, exposicao a luz solar por 2 h, exposi¢ao a solucéo salina de cloreto de sédio (NaCl;
Synth; Sao Paulo, Brasil) nas concentra¢des de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9
e 1% e solugéo acida de acido citrico (C,;H,O,; Synth; Sao Paulo, Brasil) sob faixa de
concentracéo de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 e 1%.

O percentual de estabilidade (S%) foi calculado usando a seguinte equacao:
S (%) = [(A0-A1) x 100] / 3 onde AOQ representa a absorbéncia do extrato antes dos
tratamentos e A1 representa a absorbancia do extrato ap6s os tratamentos.

2.6 Atividade antibacteriana do extrato de pigmento

Neste estudo, foram utilizadas cepas de referéncia de Enterococcus faecalis 51299
e Staphylococcus aureus 29213 da American Type Culture Collection (ATCC - Rockville,
MD, EUA). Para o teste de suscetibilidade, utilizou-se o método de microdiluicdo em
caldo, de acordo com os padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
M7-A6 para bactérias, com algumas modificagdes para produtos naturais.

Para determinar a concentragao inibitéria minima (CIM), o extrato foi diluido nas
concentracbes de 15;7,5; 3,75; 1,8; 0,9; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 e 0,02 mg/mL em placas de
96 pocos e em seguida foi adicionado o in6culo de cada bactéria preparado em caldo
Mueller-Hinton (MHB; Difco™, EUA) correspondente a 0,5 da escala de McFarland. As
placasforamincubadas a35 °C durante 24 h. Para determinaraconcentragéo bactericida
minima (CBM), apds o periodo de incubacao, os pogcos foram homogeneizados e 10
pL de cada pogo foram transferidos para placas de agar Muller-Hinton (MHA; Difco™,
EUA) e incubados novamente por 24 h. CIM foi considerada a menor concentragcdo em
que nao houve crescimento evidente de bactérias, tendo como referéncia os controles
positivos.

2.7 Ensaio de Citotoxicidade

Este ensaio foi utilizado para avaliar se o extrato obtido possui propriedades
nocivas as células. Utilizaram-se linhas celulares HelLa e SiHa, oriundas de carcinoma
cervical humano, mantidas no Laborat6rio Multiusuario de Cultura Celular e Tecidos
da Universidade Estadual de Maringa. As células foram mantidas em meio RPMI 1640
(contendo L-Glutamina, tamponada com 2 g/L de bicarbonato de sodio - Gibco, NY,
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EUA), suplementadas com 10% de soro fetal bovino (FBS; Life Technologies; Itapevi,
Brasil), 0,5 % de anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 0,5% de penicilina /
estreptomicina (Gibco; NY, EUA). Para realizar o ensaio, um in6culo de 2x10° células/
mL foi preparado em meio RPMI 1640 e 200 pL distribuidos em placas de 96 pocos.
A placa foi incubada a 5% de CO, durante 24 horas. Posteriormente, os pogos foram
lavados duas vezes com solucéo tampao de fosfato de sodio 0,1% (PBS, pH 7,4) e
adicionado o extrato diluido em RPMI 1640 nas concentracdes de 30; 15; 7,5; 3,75;
1,8;0,9; 0,4;0,2; 0,1 e 0,05 mg/mL.

Para avaliar a viabilidade celular foi utilizado o ensaio Cell Titer 96 (Promega,
Madison, WI, EUA), que consiste na reducao de MTS (3- [4,5- dimetiltiazol-2-il]
-5-[3-carboximetoxifenil).] -2- [4-sulfofenil] -2H-tetrazolio). O MTS foi diluido 1:10 em
DMEM isento de fenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), do qual foram adicionados
100 pL a cada pocgo. A placa foi incubada novamente na auséncia de luz por trés
horas. Apés, foi realizada a leitura da placa em leitor de microplacas ASYS (Biochrom,
Holliston, MA, EUA) a 490 nm. Pocos contendo apenas meio de cultura e meio de cultura
com células, foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. A
percentagem de viabilidade celular (CV%) foi calculada pela seguinte equacao: CV
CV% =[(A-B) x 100) / C+, onde (A), corresponde a amostra, e (B), o controle negativo.

2.8 Teste de mutagenicidade

O potencial mutagénico do extrato foi avaliado pelo método de microssuspensao,
com adaptacdes, proposto por Kado et al (1983). Os ensaios foram realizados com
cepas de Salmonella TA100 (hisG46 / rfa / AuvrB / pKM101 / ApR) na presenca e
auséncia de ativacdao metabdlica, a partir da fracao S9 (Molotoxic Molecular Toxicology
Inc., EUA).

Foi preparado um in6culo de 1-2 x 10° bactérias/mL em PBS 0,2 mM (pH 7,4). No
ensaio de ativagdo ndo metabdlica, foi adicionado 5 uL de diferentes concentragcbes de
extrato etandlico (22,5;7,5; 0,8 € 0,2 mg / mL), 50 pL da suspenséao bacteriana e 50 pL
de PBS 0,2 mM em cada tubo de ensaio. Para o ensaio de ativagcao metabdlica, foram
adicionados 50 pL da fracdo S9, substituindo o PBS. Subsequentemente, os tubos
foram pré-incubados durante 90 minutos a 37 °C. Apds a pré-incubacao, 2 mL de top
agar foram adicionados a solugcé@o e os tubos foram homogeneizados e vertidos em
placas com agar minimo glicado (MGA). O numero de coldnias revertentes por placa,
his+, foi mensurado em numero absoluto apds 66 horas a 37 °C.

O controle positivo utilizado nos testes sem ativacao metabdlica foi a azida sédica
2,5 pg/placa (Sigma-Aldrich, EUA). Nos ensaios de ativacdo metabdlica foi utilizado
0 composto 2-aminoantraceno 0,625 pg/placa (2-AA; Sigma-Aldrich, EUA). Controles
negativos foram realizados com o solvente da amostra, Etanol (5 mL/placa). O indice
de mutagenicidade (IM) também foi calculado de acordo com a seguinte férmula, em
que (N) corresponde ao Numero de revertentes e (C-) Controle negativo: IM = N/C-
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao do meio de cultura, pH e temperatura

Aexpressaodepigmentos pelofungo éinfluenciadadiretamente por suascondi¢des
de desenvolvimento, fatores externos como temperatura, pH e disponibilidade de
nutrientes, podem favorecer ou inibir a sua producao (AKILANDESWARI E PRADEEP
2016). Os processos de fermentacgao realizados neste estudo ocorreram sob a auséncia
deluz, considerando que aluztambém é umfator que pode influenciar significativamente
o crescimento e expresséo de pigmentos intracelulares e extracelulares. Resultados
satisfatorios com diferentes espécies de fungos incubados na escuridao total ja foram
relatados, enquanto a exposicao a diferentes comprimentos de onda da luz prejudicou
ou inibiu a producao de pigmentos (VELMURUGAN et al 2010Db).

O crescimento do fungo foi avaliado em dois meios de cultura: submerso (sais-
glicose) e PDA semissolido. Decorrido o periodo de incubagdo houve confirmacgéo
visual de pigmentos vermelhos no meio PDA semissolido. Enquanto, no meio submerso
nao houve produgao de pigmentos. Resultados divergentes dos encontrados para
F. oxysporum, no qual o meio artificial de sais-glicose foi eficiente para obtencao
de pigmento (NAGIA & EL-MOHAMEDY, 2007). Em culturas submersas, fungos
filamentosos podem apresentar caracteristicas morfoldgicas distintas (BEVORIC et
al., 1991; GMOSER et al., 2017) que podem influenciar na secrecéo de metabdlitos e
consequentemente na expressdo de pigmentos no meio, uma vez que pode interferir
na absorcéo de oxigénio e nutrientes (TORRES et al., 2016; CHOUDHARI et al., 2007;
LV et al., 2017). Em nosso estudo, F. graminearum exibiu caracteristicas morfolégicas
distintas nos dois meios, sendo que o meio PDA semissélido proporcionou maior
esporulacdao o que esta de acordo com a literatura (VINIEGRA-GONZALEZ, 1997;
ANWER, 2017). Esse tipo de crescimento esta associado com maior expressao de
metabolitos secundarios, confirmando ser a melhor das duas formulagdes (Machado
et al., 2013).

Afermentacéo de F. graminearum foi avaliada no meio PDA semissolido incubado
a 20 e 27°C (Figura 1A). A maior producéo de pigmentos vermelhos foi observado a
27°C, sendo a temperatura escolhida como ideal para o processo de producéo de
pigmentos e avaliado em pH 2, 3, 4, 5, 6, e 7 (Figura 1B). A produg¢ao de pigmentos
foi estimulada com o0 aumento do pH, desta forma, a menor absorbéancia foi observada
em pH 2 e maior em pH 7, apesar disso, visualmente no pH 6 apresentou pigmentos
vermelhos mais escuros, provavelmente porque a partir de preparacbes com pH 7 e
acima, foi observada maior turbidez n&o relacionada a pigmento, sendo descartada
deste estudo. A producéo de biomassa, em alguns casos, foi igualmente estimulada
conforme o0 aumento de pH.
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Figura 1. Producao de pigmentos por Fusarium graminearum em meio semissoélido de batatas
sob diferentes faixas de: A. Temperatura (20 e 27 °C), B. pH (2, 3, 4, 5, 6 e 7). * representa
valores de biomassa e pigmento estatisticamente diferentes comparado com todas as demais
faixas de temperatura ou pH testados de acordo com o Teste de Tukey (p <0,05).

Nossos resultados corroboram aos obtidos para producdo de pigmentos
vermelhos por Isaria farinosa, avaliada a 20, 27 e 35°C e pH 4, 5,6, 7,8 e 9, e
conseguiu maior rendimento de pigmentos a 27°C, em pH 5-6 e ainda, producéao de
biomassa mais elevada nesses parametros (VELMURUGAN et al., 2010b). Apesar
disso, a padronizagdo de variaveis como temperatura e pH, em relacéo ao tipo de
meio de cultura utilizado e a espécie de fungo em estudo, € de extrema importancia,
uma vez que os fatores ideais para producdo de pigmentos para cada espécie de
fungo podera ser diferente nessas condi¢des, assim como Penicillium purpurogenum
GH2, também investigado pela producao de pigmentos vermelhos, em meio submerso
foi observado maior producdo em pH 5, a 24°C (MENDEZ et al., 2011). Ao contrario do
observado em cultura sélida, no qual apresentou condi¢des 6timas de cultura a pH 10
e 24 °C (ESPINOZA-HERNANDEZ et al., 2013).

Méndez e colaboradores (2011) ressaltaram a importancia do controle de pH e
temperatura durante os processos industriais, ja que estes sao fatores capazes de
influenciar significativamente a biossintese de metabdlitos primarios e secundarios,
o crescimento celular e formagcao do micélio. Assim, em nosso estudo, as melhores
condicOes para expressao de pigmentos por F. graminearum foram padronizadas em:
incubacéo em meio PDA semissolido, em pH 6 a 27°C.

3.2 Teste de Estabilidade do extrato de pigmentos

Nas ultimas décadas observa-se uma busca a alternativas aos corantes
sintéticos, como os ecolbgicos, para serem incluidos na produgcédo de produtos que
podem afetar diretamente a saude da populagdo, como a coloragdo de alimentos
e tingimento de roupas, principalmente infantis (SIVAKUMAR et al., 2009). No
entanto, uma das desvantagens na aplicagdo de corantes naturais é que estes séao
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susceptiveis a degradacéo durante os processos de fabricacdo, e armazenamento
do produto produzido, interferindo assim, na cor final desejada do produto (SANTOS;
FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005). Deste modo, é de fundamental importancia a
determinacao da estabilidade de um corante natural.

Os resultados obtidos pela exposicao de aliquotas do extrato submetido a
condicoes extremas podem ser observadas na Tabela 1. A cor inicial do pigmento era
vermelha escura e um tom diferente de cor resultou apos exposicéo do extrato a luz
solar e ao vapor quente, onde adquiriu uma cor amarronzada. Nos demais parametros
testados como a temperatura, pH, solucéo acida (C.H.O.) e basica (NaCl), o extrato

6 87
se manteve mais estavel.

Parametros Propriedades

Solubilidade Soluvel em agua com adig¢éao de solventes organicos
Absorcao (nm) 500

Coloracao Vermelho escuro

Parametros Estavel em Estabilidade (%)
pH 2-14 98,8% + 0,55
Temperatura 40 - 90°C 97,6% + 2,45
Vapor quente - 94,2% + 0,04
Luz solar - 66,3% + 2,24
Cloreto de sodio 0,1-1% 97,7% + 1,61
Acido citrico 0,1-1% 96,4% = 1,05

Tabela 1. Propriedades do pigmento obtido de Fusarium graminearum e sua estabilidade a
diferentes tratamentos.

Conforme os dados encontrados, o pigmento produzido por F. graminearum pode
ser considerado estavel, diferentemente do pigmento vermelho de Isaria farinosa que
sofreu desnaturacdo em vérias faixas de pH e temperatura, apesar de estabilidade ao
vapor e a luz solar (VELMURUGAN et al., 2010b). Ainda, ha pigmentos produzidos
por fungos que se mantém estaveis em faixas restritas e especificas de pH, como o
pigmento produzido por Thermomyces, estavel apenas em pH 5 - 8 (POORNIAMMAL
& GUNASEKARAN, 2015) e Penicillium aculeatum, estavel a pH neutro (MAPARI et
al., 2009). Por outro lado, pigmentos produzidos por Monascus, um dos fungos mais
estudados para a producéo de pigmentos alimenticios, se mostrou estavel numa ampla
faixa de pH de 2-10 e estabilidade ao calor de autoclavagem (MAPARI, THRANE &
MEYER, 2010).

Os pigmentos fungicos tém sido relatados como sendo mais estaveis do que outros
pigmentos naturais extraidos de fontes vegetais (AGUILAR et al., 2018). No entanto,
ainda existem poucas cepas de fungos filamentosos no mercado como Monascus, e
que precisam buscar solu¢des para a melhoria da capacidade tintorial para estarem
aptos a competir com as demais fontes de pigmentos (GMOSER et al., 2017). Assim,
os resultados obtidos neste estudo se demonstram satisfatérios, uma vez que o extrato
produzido por F. graminearum apresentou grande estabilidade, uma caracteristica
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almejavel, quando exposto a condi¢des com diferentes faixas de temperatura, pH,
solugéo acida e basica, sem perda significativa de suas caracteristicas.

3.3 Atividade antimicrobiana do pigmento

Novas abordagens para o controle da contaminacdo microbiana tém sido
exploradas devido a riscos de transmissdo de doencas por alimentos contaminados
(HERNANDEZ-ORTEGA et al., 2012). Os pigmentos de origem microbiana, além
de fornecer uma fonte alternativa aos corantes sintéticos, apresentam vantagens
sobre eles, uma vez que podem apresentar propriedades biolégicas de interesse que
podem aumentar seu valor agregado como, atividade anticancerigena, antioxidante
e antimicrobiana (RAO et al., 2017). Desta forma, em nosso estudo foi realizado o
ensaio de susceptibilidade in vitro no intuito de determinar se 0s pigmentos em questao,
possuem potencial antibacteriano. A CIM foi considerada a menor concentracéo a qual
nao houve nenhum crescimento evidente de microrganismos, sendo observado uma
CIM e CBM de 3,75 mg/mL e 7,5 mg/mL de extrato para E. faecalis 51299 e S. aureus
29213, respectivamente.

A partir dos resultados obtidos € possivel considerar que o extrato de pigmentos
possui atividade antibacteriana satisfatoria, uma vez que para Rhodotorula glutinis, foi
necessario uma concentracao mais elevada do extrato de pigmentos para alcancar a
mesma eficiéncia sobre E. faecalise S. aureus, ambos com CIM a 16 mg/mL (ROSTAMI
et al., 2016). Por outro lado, o extrato acetato de etila de fungos endofiticos isolados
de Piper crocatum, demonstrou atividade antibacteriana contra cepas de B. subtilis, E.
colie S. aureus a 31,25; 125 e 250 ug/mL do extrato (ASTUTI et al., 2014).

O extrato de fungos e sua atividade como agente antimicrobiano ja foi explorado
por alguns autores (AVANISH et al., 2015; PHARAMAT et al., 2013). Assim, em nosso
estudo, ficou comprovado que o extrato de F. graminearum possui potencial atividade
microbicida, para ambos os isolados avaliados, mas em concentragdes diferentes.

3.4 Ensaio de Citotoxicidade e mutagenicidade

Diversos casos de reagbes alérgicas associadas aos corantes sintéticos vém
sendo relatados. Corantes como amaranto, tartrazina e eritrocina, demonstraram
em estudos in vitro, a capacidade de se ligar diretamente ao DNA, além disso ja é
bem conhecido o potencialmente carcinogénico, teratogénico e mutagénico de
outros corantes (BABHITA, SOCCOL & PANDEY, 2007). Um numero crescente de
pigmentos fungicos tém sido relatados na literatura, apesar disso, esses pigmentos
devem cumprir com alguns critérios como toxicidade (MALIK, TOKKAS & GOYAL,
2012). Portanto, a avaliacdo desses pigmentos quanto aos seus possiveis efeitos é
de extrema importancia, e explorado neste estudo, através de métodos para avaliar
a citotoxicidade e mutagenicidade, determinando se o exirato em estudo pode ser
considerado uma alternativa confiavel.
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Os resultados do ensaio de viabilidade celular foram obtidos através do método
colorimétrico utilizando o MTS. Ambas as células responderam de modo semelhante

ao extrato, apresentando IC, , na concentragéo de 3,7 mg/mL do extrato etandlico.

0%

Pode-se considerar que o extrato apresentou baixa toxicidade para linhagens
celulares uma vez que precisou de concentracao equivalente, necessaria para matar
todas as bactérias e atingir 50% de células HelLa e SiHa. Além disso, outros estudos

tém observado doses baixissimas para IC_,, como Wu, et al (2014), que demonstrou

50’
o efeito inibitério do extrato de Fomitopsis pinicola em células cancerosas de figado,
pulm&o, colorretale mama, com IC,  =7,4 ug/mL. Em nosso estudo foi possivel observar
que o extrato inibe o crescimento da linhagem celular de forma dependente da dose,
assim como observado para o extrato de fungos endofiticos contra linhagens celulares
T47D e WiDr com IC_,, de 37,43 pg/mL e 120,38 pg/mL, respectivamente (ASTUTI
et al., 2014). Liu et al (2009) observaram que o extrato etandlico de dois fungos, G.
lucidum e G. sinense apresentavam efeito de proliferacao antitumoral através da via
de apoptose e do efeito de parada do ciclo celular em linhagens de células tumorais.

Aavaliacdodaatividade mutagénicafoirealizadaseguindo ametodologiade AMES,
o teste consiste em avaliar a mutacao reversa de Salmonella sorovar Typhimurium para
detectar mutagdes induzidas por agentes fisicos e quimicos genotdxicos. A amostra
€ considerada com potencial mutagénico quando o indice de mutagenicidade (IM) for
igual ou maior que dois em pelo menos uma das concentracOes testadas e quando
houver uma relacéo de dose-resposta entre as concentracdes testadas e o numero de
revertentes induzidos (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).

Ap6s a contagem das colénias revertentes por placa foi observado que
0 composto ndo apresentou potencial mutagénico para alinhagem TA100 de Salmonella
typhimurium na presenca e auséncia de ativacao metabdlica, uma vez que o indice
de mutagenicidade foi inferior a 2 e os resultados ndo sugeriram uma relacéo de dose
resposta.

Tratamento TA100
(vg/placa) S9- S9+

0,0° 197,8 +13 207,219
275 172 + 27 (0,86) 219,33 + 11 (1,05)
850 159,67 + 11 (0,80) 215 + 25 (1,03)
2500 146 + 19 (0,73) 212 +£19 (1,02)
7500 151,33 + 4 (0,76) 187 + 26 (0,90)

22500 153,33 + 17 (0,77) 150 + 13 (0,72)
C+ 865 =10 888 =12

Tabela 2. Atividade mutagénica expressa pela média de revertentes/placa, desvio padrao
e indice de mutagenicidade (MI) do extrato de F. graminearum em cepas TA100 de S.
Typhimurium na presenca (+ S9) e auséncia (S9) de ativacdo metabdlica.

aControle negativo: DMSO; Controle Positivo (C +): Pazida sédica (2,5 ug/plate); °2-
aminoantraceno (1,5 pg/plate).
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Nossos resultados estdo de acordo com o observado por outros autores, como
Lopes (2015), que avaliaram a genotoxicidade e mutagenicidade de extratos brutos
produzidos pelos fungos P. stromaticum e Neofusicoccum sp., e observaram que estes
nao ocasionaram danos genotdxicos, e ndo induziram mutagenicidade para células.

Outros estudos ja relataram a capacidade de compostos antimicrobianos
serem toéxicos para canceres humanos (CUI, GUO & XIAO, 2011; SANTIAGO et al.,
2012; ROSTAMI et al., 2016). Apesar disso, muitos pigmentos microbianos ainda
séo proibidos em muitos paises. O melhor exemplo é o pigmento Monascus que
tem sido usado na Asia durante séculos como corante alimentar, mas proibido na
Europa e nos Estados Unidos devido a presenca de micotoxinas (DUFOSSE et al.,
2005). Nesse contexto, o fato do extrato em estudo apresentar baixa toxicidade, e nao
possuir potencial mutagénico, € animador uma vez que testes toxicolégicos apontam
a confiabilidade dos pigmentos organicos extraidos, como uma fonte alternativa mais
viavel em substituicdo aos corantes sintéticos, ja que uma das maiores preocupacdes
em relacdo aos corantes sintéticos estd ligada a toxicidade de alguns de seus
compostos (NAGIA & EL-MOHAMEDY, 2007).

41 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados € possivel concluir que a forma mais
adequada para maxima obtencdo de pigmentos por F. graminearum consiste na
fermentacdo utilizando meio PDA semissoélido, com pH 6, incubado a 27°C sob
condi¢cbes estacionarias e auséncia de luz. O extrato obtido apresentou estabilidade
aos parametros de producdo avaliados: temperatura, pH, vapor e condicbes de
tingimento. Nao apresentou atividade mutagénica ou citotOxica significativas e
demonstrou atividade antimicrobiana. Assim esses resultados s&o animadores uma
vez que atestam a confiabilidade do extrato para uso industrial.
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