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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
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RESUMO: Dentre as espécies exodticas invasoras de maior impacto na regiao sul do
Brasil destaca-se o capim annoni (Eragrostis plana Nees). Dados recentes afirmam
que aproximadamente 20% da vegetacao campestre do Rio Grande do Sul
encontram-se infestadas por essa invasora, introduzida acidentalmente na década
de 1950. O objetivo deste trabalho foi acompanhar a germinagao in vitro de
sementes de capim anonni em resposta a auséncia de luminosidade. Sementes da
espécie foram desinfestadas, semeadas em placas de Petri contendo meio MS, e
mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 °C + 2. Os tratamentos
consistiram na exposicao das sementes a diferentes periodos de escuro (0; 7; 14;
21 e 28 dias). Apos o tempo de escuro de cada tratamento, o material permaneceu




sob o fotoperiodo de 16/8 h L/E. Foram utilizadas 12 placas de Petri contendo seis
sementes por tratamento. Aos 40 dias apds a semeadura, foi avaliado o percentual
das sementes germinadas e o nimero médio de folhas por plantula. Os dados foram
submetidos a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (o= 0,05).
Sementes que permaneceram 28 dias no escuro apresentaram porcentagem de
germinagcao cerca de cinco vezes menor que aquelas que foram expostas ao
fotoperiodo de 16/8 L/E desde a semeadura no meio de cultura. De maneira
semelhante, o nimero médio de folhas reduziu significativamente com a exposicao
ao escuro. Esses resultados indicam que a luz é um fator que regula o potencial
germinativo de sementes de E. plana.

PALAVRAS-CHAVE: espécie exdtica invasora; luz; fatores abidticos; ressurgéncia.

1. INTRODUCAO

A conservacao de um dos importantes biomas brasileiros, o bioma Pampa,
esta em risco. Este bioma possui uma area de 176,5 mil Km2, aproximadamente 2%
do territorio brasileiro e 63% do Rio Grande do Sul (RS), além de abranger territorios
da Argentina e do Uruguai (PILLAR et al., 2009). Entre os anos de 1970 e 2005,
estima-se que 4,7 milhdes de hectares de pastagens nativas do RS foram
convertidos em outros usos agricolas, como lavouras e silvicultura (PILLAR, 2012).
Nao obstante, a degradacao associada a adocao de estratégias inadequadas de
manejo do pastejo e a invasao de espécies exodticas fazem com que somente 39%
da area total do bioma Pampa permaneca constituida por remanescentes de campos
naturais (PILLAR et al., 2009; PILLAR apud BUCKUP, 2007).

Dentre as espécies exoticas invasoras de maior impacto encontra-se o capim
annoni (Eragrostis plana Nees) (Figura 1). Esta espécie, originaria do sudoeste da
Africa, foi introduzida acidentalmente no Brasil na década de 1950, como
contaminante de sementes de capim-de-rhodes (Chloris gayana Kunth) e capim-
chorao (Eragrostis curvula Schrader) (MEDEIROS e FOCHT, 2007; ZENNI e ZILLER,
2011).

Figura 1: Touceira de Eragrostis plana em area de solo degradado no bioma Pampa no
municipio de Santa Maria. Fonte: os autores.

O capim annoni € uma graminea Cs de clima tropical, perene e aloctone. Sua
planta alcanca de 0,5 a 1 m de altura e forma densas touceiras devido ao intenso
perfilhamento. As folhas desta espécie caracterizam-se pelo alto teor de fibra.




O produtor rural Ernesto Josué Annoni, foi pioneiro no cultivo e propagacao de
E. plana. Considerando a resisténcia as flutuacoes climaticas e a alta prolificidade, a
planta foi enaltecida chegando-se a acreditar que poderia ser a solu¢cao da escassez
de alimento para os bovinos. Entdo, em 1970, através do Grupo Rural Annoni, foram
cultivadas e comercializadas sementes com o nome “Capim Annoni-2”, para 0s
estados do Rio Grande do Sul, Parana, Mato Grosso do Sul e Distrito Federal
(FERREIRA, 2011). Entretanto, em marco de 1979, através da portaria MA n° 205 do
Ministério da Agricultura, foi proibida a comercializagao, o transporte, a importacao
€ a exportacao de sementes e mudas no Rio Grande do Sul.

Com o avangco das pesquisas sobre a espécie, foram descobertas
caracteristicas indesejaveis, sendo entao classificada como planta invasora. Dentre
essas caracteristicas destaca-se a rejeicao pelos animais, em funcao do alto teor de
fiboras e baixo valor nutricional (SCHEFFER-BASSO et al., 2016); rapido
desenvolvimento, fase reprodutiva extensa, alta producao de sementes, presenca de
substancias alelopaticas potencialmente prejudiciais as espécies forrageiras nativas
(COELHO, 1986; FAVARETTO et al., 2011); alta resisténcia a tracao mecanica e baixa
producao animal. Apos estas constatacoes, ficou evidente que a espécie € inapta
para producao de pastagens (ALFAYA et al., 2002).

A similaridade botanica do capim annoni com as espécies forrageiras nativas
ou cultivadas dificulta o seu controle em pastagens naturais. Soma-se a isso o fato
de a producao de sementes dessa espécie ser muito alta, podendo um Unico
individuo gerar mais de 300.000 sementes (REIS, 1993; LORENZI, 2000). A alta
dorméncia das sementes também favorece sua manutencao no banco de sementes
do solo, proporcionando reinfestacoes continuas. Outro agravante € o fato de o
capim annoni apresentar efeitos alelopaticos capazes de influenciar a germinacao
ou limitar o crescimento das forrageiras nativas, reduzindo a capacidade de
regeneracao da vegetacao nativa do bioma Pampa (COELHO, 1986), o que reflete
diretamente na reducao da biodiversidade deste importante ecossistema natural
que fornece armazenamento de carbono no solo, controle da erosao, infiltracao de
agua no solo, disponibilidade de polinizadores e producao de forragem (PILLAR et al.,
2009). Assim, o alto poder de infestacao do capim annoni representa um risco
ambiental para a integridade do bioma Pampa.

Os métodos convencionais de controle de E. plana tem como base o controle
quimico e a realizagdo da rotacao com culturas anuais e plantas forrageiras
cultivadas (REIS e COELHO, 2000), o que implica na supressao e em alguns casos
na eliminacao total do campo nativo, além da possibilidade de reinfestacao da area
pelo rico banco de sementes de capim annoni (GOULART et al., 2009). Algumas
dessas praticas de controle desenvolvidas sao relativamente eficientes, porém nao
tem como principio a preservacao da vegetacao nativa, sendo, portanto, limitadas do
ponto de vista da conservacgao da biodiversidade (MEDEIROS e FOCHT, 2007).

No anseio por métodos alternativos eficientes, um fator importante a se
considerar € o0 conhecimento limitado que se tem sobre a fisiologia do
desenvolvimento do capim annoni e suas respostas a condicoes de adversidades.
Essas informacdes sao importantes para que se possam elucidar aspectos de
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resisténcia e vulnerabilidade, para que entao sejam elaboradas estratégias pontuais
de combate a essa planta invasora. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
germinacao, in vitro, de sementes de capim anonni em resposta a diferentes
periodos de escuro.

Os dados apresentados neste capitulo fazem parte de um projeto aprovado
pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) visando
compreender melhor a fisiologia do capim annoni e suas respostas as condicoes de
estresse, com o propodsito de buscar alternativas sustentaveis de manejo que
contribuam para o processo de prevencao e controle da expansao desta espécie no
bioma Pampa.

2. MATERIAL E METODOS

Sementes maduras de capim anonni foram coletadas manualmente na regiao
fisiografica da Campanha do Rio Grande do Sul, nos municipios de Hulha Negra e
Sao Gabriel, durante a primavera do ano de 2014. As sementes foram secas a
temperatura ambiente, em local ventilado sem controle de temperatura e umidade.
0 excesso de impurezas foi separado manualmente e com o auxilio de peneiras.

Previamente a instalacao dos ensaios in vitro, as sementes passaram por um
processo de desinfestacao, definido em testes preliminares. A desinfestacao
consistiu de uma lavagem com agua destilada e autoclavada adicionada de uma
gota de detergente (neutro) comercial para cada 100 mL de agua durante dois
minutos, seguida de lavagem com hipoclorito comercial (2,5%) e agua na proporcao
1:1 durante cinco minutos e finalizada com cinco enxagues com agua destilada e
autoclavada.

Apos a desinfestacao, as sementes foram distribuidas em placas de Petri (90
mm) contendo 20 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
suplementado com 30 g L1 de sacarose, 0,1 g L'1 de mio-inositol e 7 g L1 de agar e
autoclavado por 20 minutos a 120°C e 1 atmosfera.

O material foi mantido em sala de crescimento climatizada com temperatura
de 25 °C + 2 durante todo o periodo do experimento. A condicao de luminosidade
variou conforme os tratamentos utilizados.

Os tratamentos consistiram na exposicao das sementes a diferentes periodos
de escuro (0; 7; 14; 21 e 28 dias). Apos o tempo de escotofase estipulado para cada
tratamento, o material permaneceu sob o fotoperiodo de 16/8 h L/E, ou seja, as
placas permaneciam completamente no escuro, conforme cada tratamento, até
serem expostas ao fotoperiodo da sala (16/8 h L/E), irradiancia de 60 pmol m2 s1,

Utilizaram-se 12 placas de Petri contendo seis sementes por tratamento. Aos
40 dias apds a semeadura, foi avaliado o percentual das sementes germinadas e o
nimero médio de folhas por plantula. Os dados foram submetidos a ANOVA e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (x= 0,05), com o auxilio do software
BioEstat 5.3.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora a porcentagem de germinacao, de um modo geral, tenha sido baixa,
como € possivel observar no préprio controle (exposto desde a inoculagao ao
fotoperiodo de 16/8 luz/escuro), a manutencao das sementes em periodos
continuos de escuro influenciou negativamente a germinacao do capim annoni
(Figura 2). A baixa porcentagem de germinacao pode ser atribuida ao fato de nao ter
sido aplicado tratamento de escarificacao e tampouco selecao das sementes. Ja no
primeiro periodo de exposicdo ao escuro (sete dias) ocorreu uma reducao
significativa (quase 50%) na germinagao das sementes em relacdo ao controle. Este
efeito foi mais intenso para as sementes pertencentes ao tratamento com 28 dias
de escuro, onde se observou uma reducao de aproximadamente 75% na germinacao

(Figura 2).
a
b
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Figura 2: Efeito dos tempos de escuro na taxa de germinagao de Eragrostis plana Nees aos 40
dias de condicao de cultivo in vitro.

A germinacao é um processo fisioldgico complexo que se inicia com a entrada
de agua na semente quiescente e termina com a emergéncia de parte do eixo
embrionario de dentro dos envoltérios seminais (LABOURIAU, 1983; BEWLEY, 1997).
Este processo é influenciado por mecanismos inerentes a prépria semente ou ainda
por condicoes ambientais inadequadas, como foi observado no presente estudo pela
reducao da germinacao mediante a auséncia de luz.

Neste sentido, os resultados do presente estudo indicam que o
sombreamento pode ser determinante na germinagao das sementes de capim
annoni. Observacoes informais destacam que o capim annoni € uma planta que
necessita consideravel luminosidade para o seu desenvolvimento, além de ser muito
resistente a restricao hidrica, ou seja, suporta periodos de seca. Essa relativa
resisténcia confere o sucesso da espécie em areas em que 0 campo nativo é mais
baixo, mais exposto ao dessecamento e com boas condi¢cdes de luminosidade (OTT

12



e AMARAL, 2016), como ocorre nas pastagens naturais do bioma Pampa. Talvez este
seja um dos fatores responsaveis pela elevada ressurgéncia a campo do capim
annoni apds tentativas de controle quimico, quando nao ha especificidade de
controle, sendo o banco de sementes presente no solo exposto diretamente a
luminosidade natural, a qual contribui para a germinacao.

Uma parceria entre FEPAGRO (Fundacao Estadual de Pesquisa Agropecuaria);
FZB (Fundacao Zoobotanica) e EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria) Pecuaria Sul resultou na conducao de um estudo com a utilizacao do
principio do sombreamento por silvicultura, utilizando bosques de acacia (Acacia
mearnsii) para o controle do capim annoni. Apdés quatro anos de implantacao, os
autores observaram que o sombreamento nao apenas diminuiu a infestacao por
capim annoni, mas também suprimiu o restante da vegetacao (AMARAL et al., 2016).
Na segunda fase deste estudo, foi realizado um desbaste nas plantas de acacia,
através do corte de algumas linhas de plantio, para permitir a entrada de luz. Apés o
desbaste, poucas plantas de capim annoni vigoraram, embora a presenca de outras
invasoras tenha sido registrada pelos autores (AMARAL et al., 2016).

Para varias espécies vegetais a luminosidade € um fator importante para a
promocao da germinacao das sementes, nestes casos € dito que tais espécies
apresentam fotoblastismo positivo. Por outro lado, ha espécies em que o
comportamento de germinacao das sementes € melhorado na auséncia de luz, estas
apresentam fotoblastismo negativo (LABOURIAU, 1983). Com base nessas
informacoes, € possivel sugerir que existe uma tendéncia ao fotoblastismo positivo
em sementes de E. plana.

Considerando as teorias da ecologia populacional, sabe-se que a germinacao
de plantas pioneiras e tardias difere principalmente em relacao a quantidade de luz
e qualidade espectral (BAZZAZ e PICKET, 1980). O requisito de energia luminosa para
uma germinacao eficiente de E. plana ajuda a explicar sua ampla dispersao e
cobertura no bioma Pampa, pois neste bioma existem amplas extensdes de campo
nativo contendo areas com solo descoberto que fornecem grande incidéncia
luminosa.

O namero médio de folhas das plantulas de capim annoni, aos 40 dias de
cultivo in vitro, foi reduzido significativamente (p<0,05) pelo tempo de manutencao
no escuro. Esta reducao foi drastica com o aumento nimero de dias em exposicao
ao escuro (Figura 3). Quanto maior o tempo de permanéncia no escuro, além do
maior nimero de sementes nao germinadas, foi observado que, dentre as plantulas
germinadas, as folhas emitidas apresentavam-se visivelmente estioladas (dados nao
mostrados) nestes tratamentos.
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Figura 3: Numero médio de folhas de plantulas de Eragrostis plana Nees em resposta ao tempo
de exposi¢ao ao escuro aos 40 dias de condi¢ao de cultivo in vitro.

Aluz é um fator de fundamental importancia no crescimento inicial de plantas.
Diferentes condicdes de luminosidade provocam alteracoes morfofisiolégicas como
forma de adaptacao as diferentes condicdes. Esta adaptacao esta relacionada a um
ajuste do seu aparelho fotossintético, de modo que a luminosidade ambiental seja
utilizada de maneira mais eficiente possivel. Neste sentido, o niimero e a area foliar
sao, em geral, variaveis que podem ser alteradas em respostas a variacoes na
luminosidade.

Lopes (2003) reporta que a maioria das plantas forrageiras tropicais sao
plantas de sol e nao apresentam tolerancia desenvolvida ao sombreamento. Esse
comportamento justificaria a reducdo no crescimento em condigcdes onde a
competicao por luz ocorrer devido ao sombreamento pelas plantas vizinhas. GAUTIER
et al. (1999) verificaram que o efeito quantitativo do sombreamento (reducao de
fluxo fotossintético) reduziu a taxa de aparecimento de folhas, por outro lado o efeito
gualitativo do sombreamento (reducao da razao V/VD) nao teve efeito na taxa de
aparecimento de folhas.

Alguns estudos indicaram que o sombreamento diminui a altura da planta de
E. plana e o perfilhamento, reduzindo assim o diametro do agregado e,
possivelmente, a producao de sementes (FRANTZ et al., 2015; MARTINS et al.,
2010). No entanto, esses estudos anteriores nao fornecem informacoes sobre o
efeito do sombreamento na germinacao das sementes e nossos resultados mostram
que a falta de luz retardou a germinagao do capim annoni, o que pode ser Gtil em
programas para conter esta espécie invasora.

Nossos resultados confirmam o comportamento oportunista do capim annoni,
ja que ocorre, por exemplo, em solo desnudo, onde a frequéncia e a escala da
perturbacao deixam o sistema fragilizado e exposto a alta incidéncia luminosa. Assim
€ possivel sugerir que 0 manejo da luz pode ser um fator determinante na reducao
da regeneragao do capim annoni, visto que em condigoes de sombreamento sua
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capacidade competitiva pode ser reduzida em relacao a vegetacao nativa.

4. CONCLUSAO

A luz é um fator condicionante para a germinacao e o crescimento inicial de
Eragrostis plana Nees e pode ser considerado no planejamento de futuras
estratégias de controle desta espécie invasora no sul do Brasil, em especial no bioma
Pampa.
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ABSTRACT: Among the invasive exotic species with the greatest impact in the
southern region of Brazil, the annoni grass (Eragrostis plana Nees) stands out. Recent
data indicate that approximately 20% of the rural vegetation of Rio Grande do Sul is
infested by this invasive species, introduced accidentally in the 1950s.The objective
of this work was to evaluate the in vitro germination of anonni grass seeds in
response to lack of light. Seeds of annoni grass were disinfested, seeded in Petri
dishes containing MS medium, and kept in a growth room with a temperature of 25
° C = 2. The treatments consisted in exposing the seeds to different periods of
darkness (0, 7, 14, 21 and 28 days). After the dark time of each treatment the
material remained under the photoperiod of 16/8 h L/D. Twelve petri dishes
containing six seeds per treatment were used. At 40 days after sowing, the
percentage of germinated seeds and the average number of leaves per seedlings
were evaluated. The data were submitted to ANOVA and the means were compared
by the Tukey test (o« = 0.05). Seeds that remained 28 days in the dark presented
germination percentage about five times lower than those exposed to the
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photoperiod of 16/8 L/D from seeding. Similarly, the mean number of leaves
significantly reduced with dark exposure. These results indicate that the light is a
factor that regulates the seed germination potential of E. plana.

KEYWORDS: Invasive exotic species; light; abiotic factors; resurgence.
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RESUMO: A pesquisa foi desenvolvida em areas de preservacao de recursos hidricos
(nascentes) na Bacia Hidrografica do Arroio Andréas, RS, implantadas através do
Pagamento de Servicos Ambientais (PSA). Tradicionalmente, a avaliacao de impactos
ambientais neste ecossistema € realizada pela medicao de variaveis fisicas,
guimicas e microbiol6gicas, contudo, cabe destacar a importancia da utilizacao de
novas metodologias, como ensaios de ecotoxicidade e genotoxicidade. Neste
contexto, a presente pesquisa objetivou avaliar a qualidade da agua de nascentes
na Bacia do Arroio Andréas, RS, através de ensaios ecotoxicologicos e
genotoxicologicos, utilizando o Ensaio Cometa (EC) com o organismo-teste Daphnia
magna (STRAUS, 1820). Foram avaliados 20 pontos, nos meses de setembro e
dezembro de 2015 e marc¢o e junho de 2016. D. magna foi empregada nos testes
de exposicao aguda conforme a norma técnica brasileira NBR-12713. A aplicacao de
EC permitiu o calculo de Frequéncia de Dano (FD) e o Indice de Dano (ID) no ADN
(Acido Desoxirribonucleico). Empregou-se a prova nao paramétrica de Mann-Whitney
com um nivel de significancia de 5%. Os resultados apontaram as maiores
genotoxicidades nos pontos P10, P11, P12, P17 e P20, entretanto, pelas analises
convencionais fisicas, quimicas e microbiologicas, 65% destes pontos foram
classificados com um indice de Qualidade da Agua (IQA) “bom”, chancelando a
importancia da utilizacdo de ensaios genotoxicoldgicos (EC) como ferramentas
complementares na avaliacao da qualidade da agua, uma vez que detecta alteracoes
mesmo em aguas consideradas de boa qualidade.

PALAVRAS - CHAVE: Pagamento por Servicos Ambientais (PSA), preservacao de
recursos hidricos, ensaios ecotoxicolégicos, ensaios genotoxicolégicos, Bacia do
Arroio Andreas, RS
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1. INTRODUCAO

No Brasil a agua é considerada um recurso natural abundante quando
comparada a atual demanda, embora existam areas muito secas onde a agua € tao
preciosa que é utilizada apenas para atender as necessidades humanas. Apesar de
detentor de 8% de toda a agua doce do mundo, a situacao no pais € delicada. A
maioria do volume disponivel (80%) esta na regiao amazébnica, € 0 remanescente
(20%), encontra-se desigualmente dividido entre as demais regides, nas quais vivem
95% da populacao brasileira (UNEP-IETEC, 2001). Na regiao Sul ha escassez de agua
apesar dos rios de grande porte e vazao. Essa escassez se deve aos efeitos
cumulativos dos processos ambientais e usos multiplos que sao de amplo espectro:
agricultura, industrias, piscicultura, navegacao e recreacao (TUNDISI, 2000).

Neste sentido, dentre as alternativas complementares de desenvolvimento
local-sustentavel, o Pagamento por Servicos Ambientais (PSA) vem se destacando
como uma politica recente e inovadora de conservacao ambiental. Define-se PSA
como a transferéncia voluntaria de recursos financeiros de beneficiarios de tal
Servico a pessoas que exercem praticas para um manejo adequado do meio
ecossistémico onde tal servico é exercido ou compensado (WUNDER, 2008). O PSA,
por ser um conceito e uma WUNDER para avaliar a qualidade da agua das nascentes
do Arroio Andréas, desde as analises fisicas e quimicas convencionais até enfoques
biologicos, com destaque para a utilizacao de bioindicadores na avaliagao da
qualidade da agua como, por exemplo, o uso do microcrustaceo Daphnia magna
(STRAUS, 1820), popularmente chamado de “pulga d’agua”, comumente utilizado
em ensaios ecotoxicolégicos para avaliagcao de impactos ambientais, nos quais se
testam os impactos potencialmente deletérios de substancias ou compostos
quimicos que agem como poluentes sobre os organismos vivos, possibilitando a
definicao de padrdes de qualidade da agua.

Cabe destacar, entretanto, que outros testes podem ser empregados a fim de
complementar os dados obtidos pelos testes ecotoxicolégicos, como testes
genotoxicologicos, com destaque para o Ensaio Cometa (EC), teste que vem se
mostrando uma importante ferramenta uma vez que detecta alteracdes no material
genético passiveis de reparo, e que nao afetam a viabilidade nem a vitalidade do
organismo teste, ou seja, capaz de detectar alteracoes antes mesmo que essas
causem a mortalidade dos seres vivos em estudo.

Neste contexto, a presente pesquisa visa avaliar a qualidade da agua de
nascentes na Bacia Hidrografica do arroio Andréas, RS, através de ensaios
ecotoxicologicos e de genotoxicidade, utilizando o Ensaio Cometa, tendo como
organismo-teste o microcrustaceo Daphnia magna, visando fornecer subsidios
tecnologicos ao enfoque toxicolégico de avaliacao ambiental.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo/amostragem

A bacia do Arroio Andréas esta localizada no municipio de Vera Cruz, RS, e
tem fundamental importancia como manancial para abastecimento de agua do
mesmo. Apresenta uma area de drenagem de 80,2 km2, valor que classifica esta
bacia como “pequeno arroio de ordem 2-5”, seguindo a classificagao descrita em
Chapman (1992). O municipio tem 25.700 habitantes e uma area territorial de
309.621 kmZ2 (IBGE, 2016).

Ao longo desta bacia foram selecionados 20 pontos de coleta em areas de
preservacao (nascentes), tendo havido coletas trimestrais nos meses de setembro e
dezembro de 2015 e marco e junho de 2016 (Fig. 1). E valido lembrar que esta
pesquisa vincula-se a um projeto de maior envergadura denominado “Protetor das
Aguas", projeto que conta com a parceria da UNISC, Empresa Universal Leaf Tabacos
e Fundacion Altadis, e visa proteger as nascentes e areas riparias da referida bacia,
garantindo a preservacao dos recursos hidricos mediante o pagamento aos
agricultores de pequenas propriedades pelo fornecimento de servicos ambientais
(PSA) de protecao das nascentes e areas riparias que se situam em suas
propriedades.

2.2 Daphnia magna

Para a realizacao dos ensaios, neonatos de D. magna (Fig. 2) foram cultivados
no Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade de Santa Cruz do Sul (UNISC), de
acordo com a norma técnica brasileira 12713 (ABNT, 2009). Os neonatos foram
empregados nos testes com idade entre 2 a 26 horas. Os individuos foram cultivados
em agua reconstituida com foto-periodo de 16 horas luz e 8 horas escura, a uma
temperatura de aproximadamente 20°C + 2°C; sendo alimentados diariamente com
algas da espécie Desmodesmus subspicatus.

Para afericao do sucesso do cultivo de D. magna , realizou-se um teste de
sensibilidade, para tal uma amostra do lote de individuos foi submetida ao teste de
sensibilidade de Dicromato de Potassio, conforme as recomendacdes da norma da
ABNT NBR 12713 (ABNT, 2009). Os resultados indicaram que o cultivo de D. magna
estava apto para a utilizagao nos testes.

2.3 Testes ecotoxicologicos com Daphnia magna

Testes ecotoxicoldégicos com D. magna foram realizados em duplicata.
Consistem na exposicao de 10 individuos em 25 ml da amostra. A exposicao foi do
tipo aguda e apds 48 horas foi realizado o levantamento de individuos sobreviventes
e conforme os resultados encontrados a amostra foi enquadrada em seu grau de
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toxicidade, seguindo a norma 12713 (ABNT, 2009), que classifica uma amostra
como nao toxica quando esta apresentar uma taxa de sobrevivéncia superior a 80%.

Figura 1 - Mapa da area de estudo mostrando a localizagao da bacia do Arroio Andréas, em relacao
ao Estado do Rio Grande do Sul, destacando os pontos de coleta selecionados.
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Figura 2 - Representacao de Daphnia magna
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2.4. Testes genotoxicologicos com Daphnia magna

Para a realizacao do teste genotoxicologico adotou-se o EC, sendo que
neonatos de D. magna foram submetidos ao teste de exposicao aguda de 48 horas
com 20 individuos por amostra, utilizando 25 ml de amostra para cada 10
exemplares. Para cada teste utilizou-se um Controle Negativo (CN) composto por
agua reconstituida.

Apdbs a exposicao, os neonatos foram transferidos com o auxilio de pipetador
automatico e armazenados em solucao contendo 850 ul de tampao fosfato salino
(PBS com pH 7,4), 20mM de acido etileno diamino tetra-acético (EDTA) e 50 ul de
Dimetilsulféxido (DMSO).

Posteriormente o material foi macerado e centrifugado por 10 minutos, a uma
temperatura de 4°C e a velocidade de 2.100 rpm, sendo o sobrenadante removido
e descartado. O EC foi desenvolvido com base no trabalho de Park e Choi (2007),
com alteragdes necessarias para a utilizacao de D. magna , conforme Zenkner
(2012). Nesta etapa o material foi exposto em 5 laminas pré-cobertas e acrescido de
agarose, sendo 20yL de material e 80 yL de agarose de baixo ponto de fusao,
mantida aquecida a 37°C.

A suspensao celular juntamente com a agarose foi disposta sobre a lamina e
recoberta por laminula. Apdés 10 minutos sobre a refrigeracao, retiraram-se as
laminulas e as laminas foram submetidas a uma solugao de lise por 1 hora, processo
esse que consiste no rompimento das membranas, tanto a celular, quanto a nuclear,
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expondo assim o material genético.

A solucao de lise é composta de 2,5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA e 10 mM
TRIS, com pH 10, no momento de uso se adiciona 1% Triton X-100, e 10% DMSO.
Inicia-se entao a eletroforese alcalina (pH>12), para tal as laminas foram submersas
durante 15 minutos em tampao eletroforese para que ocorresse o desnovelamento
do DNA. A seguir, deu-se seguimento a eletroforese (0,7 V/cm; 300 mA) com duracao
de 20 minutos. Terminada a eletroforese as laminas foram neutralizadas (Tris 0,4M),
lavadas com agua destilada e postas para secar naturalmente. Apds foram fixadas e
secas novamente, para receberem a coloracao a base de nitrato de prata.

No processo de coloracao, as laminas foram reidratadas com agua destilada,
posteriormente submersas em uma solucao a base de nitrato de prata para que
ganhassem cor, foram acondicionadas em shaker com agitacao de 120 RPM, a 37°C
por 35 minutos, seguindo a metodologia descrita em Nadin, Vargas-Roig e Ciocca
(2001). Apds o processo de coloracao as laminas foram entdao analisadas em
microscopia optica convencional (aumento de 400x), para cada lamina se
contabilizou 100 nucledides, totalizando 500 nucledides por amostra para D. magna

Os nucledides foram quantificados e classificados em 5 tipos de danos (O, 1,
2, 3 e 4), quanto maior o dano maior o digito correspondente, sendo a classe O
destinada para nucleéides livres de dano (Fig. 3).

Figura 3 - Classes de Danos dos nucledides. Em sequéncia nucledides de dano 0, 1, 2,3 e 4
(aumento de 400x).

Com a classificacao dos nucledides é possivel obter dois tipos de informacgodes
o indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano (FD), ambos comparados ao Controle
Negativo (CN) do teste. O ID corresponde ao total do resultado da multiplicacao entre
o digito denominador de cada classe (0, 1, 2, 3 e 4) e 0o niUmero de nucledides de
cada classe. Ja a FD é calculada como a porcentagem de todos os nucledides
danificados (classe 1 até 4) em relacao ao total de nucledides contados.

Visando a padronizacao dos resultados de modo a poder compara-los ao
longo do tempo e entre as diferentes amostras, os valores de FD e ID foram
estandartizados em relacao a respectiva média do grupo CN. O valor padronizado foi
obtido pela razao entre a FD (ou ID) de cada amostra pela respectiva FD (ou ID) da
média do grupo CN de cada teste.

No processamento da informacao, empregou-se a estatistica descritiva para
a tabulacao dos dados (CALLEGARI-JACQUES, 2006). As diferencas estatisticas
foram estabelecidas utilizando a prova estatistica nao paramétrica de Mann-Whitney.
Trabalhou-se com niveis de significancia de 5% (p<0,05). As analises foram
processadas utilizando-se o programa estatistico GraphPadPrism6.01 (GraphPad,
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2012).

2.5 Analises fisicas, quimicas e microbioldgicas

Além das coletas para as analises ecotoxicologicas e genotoxicologicas,
coletaram-se amostras para medicao de variaveis fisicas, quimicas e
microbiolégicas, recohidas na superficie utilizando-se frascos de vidro e/ou
polietileno, de 300 a 1000 ml, acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo e
analisadas no dia seguinte a coleta. As técnicas utilizadas na coleta das amostras e
na determinacao analiticas das variaveis fisicas, quimicas e microbiolégicas
encontram-se descritas em APHA (2005).

Para a avaliacao ambiental foram consideradas como parametros variaveis:
temperatura, pH, turbidez, oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio
apos cinco dias, nitrato, nitrito, nitrogénio amoniacal total, fosfato, sélidos totais
dissolvidos e coliformes termotolerantes.

Com base nas analises ambientais, a avaliacao da qualidade da agua foi feita
utilizando o Indice de Qualidade da Agua (IQA), originalmente desenvolvido pela
National Sanitation Foundation (NFS) dos Estados Unidos, e adaptado aos sistemas
I6ticos sul brasileiros por Moretto et al. (2012). Os calculos do IQA forma feitos
utilizando o programa IQAData, desenvolvido por Posselt et al. (2015). A tabela 1
apresenta as faixas de qualidade da agua para interpretacao do valor de I1QA.

Tabela 1. Faixas de qualidade de agua para o IQA. Retirado de Posselt et al. (2015).

Faixas de IQA Classificagdo da qualidade da agua
0-25 Muito Ruim
26 - 50 Ruim
51-70 Regular
71-90 Bom
91 - 100 Excelente

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Testes ecotoxicolbgicos

No teste ecotoxicologico com exposicao aguda (48h) de D. magna (20
individuos/amostra) encontrou-se mortalidade em algumas amostras (Tab. 2).

Tabela 2 - Taxa de Sobrevivéncia em D. magna utilizando Ensaio Ecotoxicolégico referente as
amostras.
Sobrevivencia - %
Amostras Set/15 Dez/15 Mar/16 Jun/16
P1 100 100 100 95
P2 100 100 100 95
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P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20

95
100
100
100
100
100
100
100
100

90
100

95
100
100

85

90

0

95

90
100
100
100
100
100
100
100
100
100

90
100

90

80

90
100

90
100

95
95
100
100
100
95
100
100
100
100
90
90
100
95
90
100
90
90

95
100
100
100
100

85
100
100
100
100
100

85

95
100

90

90

90

90

A norma brasileira ABNT 12713 (2009), classifica as amostras “nao ‘toxicas”,
guando D. magna apresentar sobrevivéncia superior a 80%. Ou seja, com execao de
P19 na coleta de Setembro de 2015, nenhuma amostra foi enquadrada como toxica
conforme a mesma.

3.2 Testes genotoxicologicos

Os testes genotoxicologicos realizados através do EC em D. magna revelam
genotoxicidade para algumas amostras, tanto para FD quanto para ID (Tab. 3, 4,5 e

0).

Tabela 3 - Resultados de FD (Frequéncia de Dano) e ID (indice de Dano) em D. magna referente ao
Controle Negativo (CN) e as amostras para a amostragem de Setembro de 2015.

Set/15
FD ID

Amostras Média DP Mediana P Média DP  Mediana P
CN 1 + 0,1642 1,061 1 + 0,2999 1,059
P1 1,97 + 0,375 1,97 0,0079** 1,929 + 0,4911 1,765 0,0079**
P2 1,727 + 0,2235 1,818 0,0079** 1,776 + 0,3206 1,824 0,0159*
P3 1,636 + 0,3151 1,515 0,0079** 1,541 + 0,2833 1,529 0,0238*
P4 1,485 + 0,6746 1,364 0,1746 1,471 + 0,8161 1,294 0,4444
P5 1,576 + 0,1642 1,667 0,0079** 1,482 + 0,1523 1,471 0,0238*
P6 2,364 + 0,1809 2,348 0,0079** 2,176 + 0,2461 2,118 0,0079**
P7 2,303 + 0,6352 2,273 0,0079** 2,224 + 0,6582 2 0,0079**
P8 1,561 + 0,6574 1,742 0,127 1,388 + 0,6663 1,471 0,2063
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P9 2,227 + 0,6122 2,045 0,0079** 2,071 + 0,5724 1,765 0,0079**
P10 2,515 = 0,4094 2,652 0,0079** 2,541 + 0,554 2,529 0,0079**
CN 1 + 0,1708 0,9929 3,07 + 0,6234 3,158

P11 1,064 + 0,252 1,064 0,7381 3,526 + 1,114 3,333 0,5873
P12 1,078 + 0,2452 1,028 0,8016 3,702 + 1,105 3,596 0,5
P13 0,8582 + 0,2384 10,8865 0,3095 2,667 + 0,6924 2,632 0,3889
P14 0,9574 + 0,1893 0,922 0,6825 3,228 + 0,5832 2,895 0,7302
P15 1,064 + 0,2352 1,028 0,7302 4,105 = 0,8737 3,947 0,1111
P16 0,9504 + 0,283 10,7801 0,6905 3,228 + 0,9103 2,719 0,881
P17 1,142 + 0,2104 1,17 0,246 4,211 + 1,099 4,298 0,0952
P18 1,156 + 0,3799 0,922 0,8492 4,281 + 1,499 3,596 0,2381
P20 1,248 + 0,09179 1,206 0,0476 5,018 + 0,6517 5,475 0,0079**

Utilizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando cada amostra contra o CN (*p<0,05; **p<0,01
**%p<0,001, ****p<0,0001).

Observa-se que as amostras, P1, P2, P3, P5, P6, P7, P9 e P10, foram capazes
de gerar alteracoes ao material genético do organismo-teste, tanto em FD como para
ID, além de P20 somente para ID. Levando em consideracao apenas os valores da
FD de cada amostra e comparando os mesmos com a FD do CN, verifica-se que P10
apresentou a maior resposta genotoxicologica (2,5 vezes maior). Em relacdo a ID, a
amostra com diferenca mais relevante em comparacao ao CN foi P20 (5 vezes
maior).

Tabela 4 - Resultados de FD (Frequéncia de Dano) e ID (indice de Dano) em D. magna referente ao
Controle Negativo (CN) e as amostras para a amostragem de Dezembro de 2015.

Dez/15

FD ID
Amostra Média DP Meglan p Média DP Meglan p
CN 1 + 0,2248 0,9052 1 + 2’278 1,242
0,172
P1 1,302 + 0,1234 1,293 0,0952 1,265 + 7 1,424 0,0952
0,154
P2 1,069 + 0,1196 1,078 0,381 1,02 + 5 0,9934 0,6667
P3 0'962 + 0,1542 0,9052 0,9365 1,007 + 8’193 0,894 0,8016
0,364
P4 1,121 + 0,3448 1,034 0,6508 1,179 + 7 1,192 0,4444
P5 0'88; + 0,2869 0,9914 >0,9999 0,894 <+ 2’319 0,9934 0,8492
P6 0'732 + 0,1056 0,7759 0,0238 O,SOé + 2’174 0,7616 0,2063
P7 0’958 + 0,2031 0,9483 0,8175 0’992 + 2’311 0,8278 0,8968
P8 0,896 + 0,0934 0,8621 0,6508 0,953 + 0,187 0,8278 0,9048
6 5 6 9
P9 1,095 + 0,3087 1,164 0,5 1,172 + 0,442 1,258 0,5317
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1
0,870 0,940 0,328

P10 7 + 0,28 0,8621 0,5159 4 * 3 0,9934 0,8016
CN 1 + 0,1016 0,9804 1 = 8’:98 1,015
0,284
P11 1,441 + 0,3053 1,471 0,0238* 1,511 % 3 1,579 0,0317*
* *
P12 1,51 + 0,1487 1,52 0'0(179 1,526 * 3’216 1,617 0’0279
0,573
P13 1,343 + 0,4051 1,225 0,0397* 1,474 = 5 1,316 0,0317*
0,125
P14 1,078 + 0,1511 1,127 0,3889 1,023 3 1,015 0,7302
0,254
P15 1,078 + 0,2219 1,127 0,6905 1,113 £ 4 1,165 0,4921
0,120
P16 1,176 + 0,104 1,176 0,0556 1,135 % 1 1,053  0,1984
P17 0'94;' + 0,1527 0,8824 0,4762 0'86;1 + 0,148 10,8271 0,1429
P18 0'803 * 2’0890 0,8333 0,0238 0'75; * 2’109 0,7895 0,0159
P19 0'91; + 0,2154 0,9804 0,754 0'84?_ * 2’238 0,9399 0,254
0,310
P20 1,225 + 0,1733 1,176 0,0397* 1,286 = 5 1,203  0,0794

Utilizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando cada amostra contra o CN (*p<0,05; **p<0,01
***p<0,001, ****p<0,0001).

As amostras com potencial genotdxico em Dezembro de 2015 foram, P11,
P12 e P13, tanto para FD como ID, e P20 somente para FD. O ponto com o valor da
FD mais alterado foi P11 (1,44 vezes maior que CN), ja para ID o valor mais alto foi
para o P12 (1,5 vezes maior que CN).

Tabela 5 - Resultados de FD (Frequéncia de Dano) e ID (fndice de Dano) em D. magna referente ao
Controle Negativo (CN) e as amostras para a amostragem de Marco de 2016.

Mar/16
FD ID

Amostras Média DP Mediana P Média DP  Mediana P
CN 1 + 0,1667 1 1 + 0,1532 1,009
P1 1,244 + 0,2026 1,222 0,0794 1,246 + 0,3064 1,228 0,1746
P2 1,122 + 0,1438 1,111 0,373 1,14 + 0,1886 1,053 0,3333
P3 1,189 + 0,1648 1,167 0,1429 1,237 + 0,171 1,316 0,0714
P4 1,033 + 0,2767 1,056 0,6429 1,026 + 0,2968 1,053 0,5238
P5 1,333 + 0,08784 1,333 0,0079** 1,325 + 0,1135 1,36 0,0159*
P6 1,333 + 0,3447 1,278 0,0476* 1,281 + 0,3528 1,272 0,1349
P7 1,167 + 0,3664 1,167 0,4127 1,132 + 0,4594 1,053 0,8889
P8 1,344 + 0,35 1,333 0,0873 1,298 + 0,3032 1,36 0,1111

s
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PO 1,467

+

0,3841 1,389 0,0556 1,447

+

0,4241 1,184 0,0556

P10 1,044 + 0,09938 1,056 0,5952 1,026 + 0,1101 1,009 0,8889
CN 1 + 0,2266 0,9906 1 + 0,1329 0,9295

P11 1,717 + 0,155 1,792 0,0079** 1,885 + 0,3492 1,891 0,0079**
P12 1,66 + 0,2779 1,604 0,0079** 1,603 + 0,3149 1,731 0,0317*
P13 1,472 + 0,3735 1,509 0,0794 1,936 + 0,8936 1,955 0,119

P14 1,632 + 0,3031 1,651 0,0079** 1,686 + 0,4513 1,731 0,0317*
P15 1,519 + 0,1126 1,462 0,0079** 1,628 + 0,3372 1,538 0,0079**
P16 1,179 + 0,1916 1,085 0,1429 0,9487 + 0,1371 0,8974 0,4444
P17 1,934 + 0,1796 1,887 0,0079** 2,436 + 0,4572 2,372 0,0079**
P18 0,7519 + 0,1096 0,7895 0,0079 1,731 + 0,3813 1,603 0,0079**
P19 1,151 £ 0,2177 1,179 0,4127 1,071 + 0,2836 1,154 0,873

P20 1,387 + 0,2575 1,321 0,0079** 1,442 + 0,5958 1,218 0,0397*

Utilizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando cada amostra contra o CN (*p<0,05; **p<0,01
***p<0,001, ****p<0,0001).

Na coleta de Marcgo de 2016, os pontos enquadrados como genotoxicos foram
P5, P11, P12, P14, P15, P17 e P20, tanto para FD como para ID, e P6 somente para
FD e P18 somente para ID. Dentre esses, mais uma vez P11 apresentou a maior FD
(1,7 vezes maior que CN), para ID, P17 obteve o maior valor (2,4 vezes maior que
CN).

Tabela 6 - Resultados de FD (Frequéncia de Dano) e ID (indice de Dano) em D. magna referente ao
Controle Negativo (CN) e as amostras para a amostragem de Junho de 2016.

Jun/16

FD ID
Amostras Média DP Mediana P Média DP Mediana P

CN 1 + 0,2175 1,116 1 + 0,2551 1,08
P1 1,041 + 0,1969 1,033 0,5079 0,9877 + 0,1328 1,049 0,9841
P2 1 + 0,1443 0,9091 >0,9999 0,9938 + 0,1298 0,9568 >0,9999
P3 1,066 + 0,1287 1,033 0,6905 1,154 + 0,1754 1,204 0,3333
P4 1,025 + 0,1383 1,033 0,9683 1,167 + 0,2712 1,08 0,4524
P5 1,008 + 0,1294 1,033 >0,9999 1 + 0,1126 0,9877 >0,9999
P6 0,9256 + 0,1389 10,9504 0,4603 0,9815 + 0,1981 0,9568 0,6667
P7 0,9835 + 0,1473 10,9917 >0,9999 1,037 + 0,1983 1,019 0,9365
P8 1,14 + 0,2455 1,24 0,1984 1,346 + 0,355 1,142  0,1587
P9 1,116 + 0,07731 1,116 0,6746 1,302 + 0,192 1,296  0,1429
P10 1,116 + 0,1054 1,116 0,5079 1,401 + 0,2357 1,265 0,0556
P11 1,24 + 0,1132 1,24 0,0635 1,29 + 0,09613 1,327 0,0397*

P12 1,479 £+ 0,4549 1,322 0,1111 2,284

+

1,186 2,253 0,0159*
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P13 1,132

+

0,4507 1,074 0,5952 1

+

0,754 1,049 10,8571

P14 1,14 + 0,719 1,457 0,2857 1,253 + 0,266 1,327 0,119

P15 1,174 + 0,22v5 1,457 0,4127 1,272 + 0,3814 1,235 0,2302
P16 1,339 + 04579 1,198 0,2143 2,025 + 0,9126 1,975 0,0238%*
P17 1,231 + 0,1287 1,198 0,227 1,463 £ 0,2031 1,574 0,0238*
P18 0,7438 + 0,1371 10,7025 0,0873 0,7099 =+ 0,18 0,6481 0,0317
P19 1,322 £+ 0,337 1,24 0,1111 2,043 = 1,014 1,759 0,0397*
P20 1,442 + 0,5958 1,218 0,0952 1,442 + 0,5958 1,218 0,2063

Utilizou-se o teste de Mann-Whitney, comparando cada amostra contra o CN (*p<0,05; **p<0,01
***p<0,001, ****p<0,0001).

Em junho de 2016, os pontos, P11, P12, P16, P17 e P19 apresentaram
genotoxicidade somente para ID. Dentre esses se destacou P12, com ID 2,3 vezes
maior que CN.

De forma evidente, os resultados apontaram diferencas de toxicidade em
relacao aos testes de ecotoxicidade e genotoxicidade. A ecotoxicidade aguda
enquadrou apenas uma amostra, o ponto de coleta P19, e para apenas um periodo,
setembro de 2015, como toxica. Entretanto, do ponto de vista das analises
convencionais fisicas, quimicas e microbioldgicas, este ponto de coleta, nesta época
do ano, foi classificado como tendo um indice de Qualidade da Agua (IQA) “bom”,
que corresponde a aguas das Classes de Uso 1 e 2 do CONAMA (KLAMT et al., 2017),
caracterizadas como aguas de boa qualidade apropriadas para o consumo humano,
apos tratamento convencional, a protecao das comunidades aquaticas e a recreacao
de contato primario (balneabilidade), dentre as suas principais caracteristicas
(BRASIL, 2005).

Os resultados obtidos nos ensaios agudos, que enquadraram apenas uma
amostra como toxica, diferem dos resultados obtidos aplicando o Ensaio Cometa,
que mostraram genotoxicidade em todos os pontos de coleta, em pelo menos um
periodo de amostragem, com excecao dos pontos de coleta P4 e P8. Estes resultados
coincidem com aqueles de Palma et al. (2016), onde os autores concluiram que o
ensaio agudo nao € um bom indicador para a classificacao do estado da qualidade
de aguas, pois € dependente da presenca de concentracboes suficientemente
elevadas, que se traduzam no comprometimento da sobrevivéncia do organismo.
Isto nao € sindnimo da auséncia de tais substancias, nem da ineficacia da sua acao.
Klaassen e Watkins (2012), por sua vez, reforczam a necessidade da
complementacao de testes ecotoxicolégicos com genotoxicologicos, uma vez que
somente a avaliagao da toxicidade aguda pode nao detectar produtos quimicos de
baixa toxicidade capazes de gerar efeitos cancerigenos ou teratogénicos.

Do ponto de vista das analises convencionais, os pontos de coleta P4 e P8
gue nao apresentaram genotoxicidade, foram classificados como tendo um IQA
“bom”, com excecado do ponto P8 em setembro de 2015 e margo de 2016, que foi
classificado como tendo um IQA “regular”. Este IQA corresponde a aguas da Classe
de Uso 3 do CONAMA (KLAMT et al., 2017), que apresenta usos bem mais restritivos
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do que as Classes 1 e 2, limitando-se ao consumo humano, apds tratamento
convencional ou avancado, recreacao de contato secundario e dessedentacao de
animais, dentre as suas principais caracteristicas.

Em relacao as coletas que apresentaram as maiores genotoxicidades, tanto
para ID como para FD, em todas as épocas do ano, destacaram-se os pontos P10,
P11, P12, P17 e P20, tendo atingidos valores que variaram de 1,4 a 5 vezes o
controle negativo (CN). Conforme Bright et al. (2011), geralmente um aumento entre
duas e trés vezes da intensidade do dano, em relacao ao controle negativo (CN),
pode ser classificado como um resultado biologicamente significativo, condicao que
evidéncia a presenca de substancias com efeito genotoxico.

Estes pontos de coleta caracterizaram-se por apresentar a maior
genotoxicidade, entretanto, do ponto de vista das analises convencionais, nestas
quatro épocas do ano, 65% destes pontos de coleta foram classificados como tendo
um IQA “bom”, que corresponde a aguas das Classes de Uso 1 e 2 do CONAMA,
caracterizadas como aguas de boa qualidade (KLAMT et al., 2017). Apenas os 35%
restantes foram classificados como tendo um IQA “regular”, que corresponde a
aguas da Classe de Uso 3 do CONAMA, considerados como pontos de coleta criticos
(KLAMT et al., 2017). Estes pontos foram o P10 (dezembro de 2015), P12 (setembro
e dezembro de 2015 e marco de 2016), P17 (setembro de 2015 e junho de 2016),
P20 (marco de 2016).

Estes resultados demonstram, claramente, a importancia da utilizacao de
ensaios de genotoxicidade como ferramenta de avaliacao ambiental, destacando o
Ensaio Cometa, uma vez que permitem avaliar danos no DNA passiveis de reparo e
que nao alteram a vitalidade e viabilidade do organismo-teste, detectando alteracoes
mesmo em aguas consideradas de boa qualidade, como verificado nos 65% dos
pontos de coleta que foram classificados como tendo um IQA “bom”, caracterizados
como aguas de boa qualidade, enquanto que do ponto toxicologico estes pontos
apresentaram a maior genotoxicidade. Desta forma, a genotoxicidade observada nao
se associa as variaveis que foram determinantes para a boa qualidade da agua
verificada pelas analises convencionais (demanda bioquimica de oxigénio, oxigénio
dissolvido, fésforo, turbidez, nitrato e coliformes termotolerantes), uma vez que nao
constituem um fator genotoxico.

Neste contexto, a genotoxicidade observada poderia ser explicada
considerando a lixiviacao de insumos agricolas empregados em lavouras proximas
aos pontos de coleta amostrados. Vera Cruz tem sua agricultura baseada no cultivo
de tabaco, na qual as principais empresas de processamento de tabaco estao
instaladas, juntamente com as cidades de Santa Cruz do Sul e Venancio Aires
(SILVEIRA, 2015). O cultivo de tabaco se caracteriza pelo uso intensivo de agrotoxicos
gue no intuito de combater pragas, controle de doencas e otimizacao da producao,
sao aplicados em larga escala no Brasil (GOULART e CALLISTO, 2003; TORRES, 2006;
VALE, 2016).

De fato, numa pesquisa feita em municipios da Regiao do Vale do Rio Pardo,
RS, onde foram selecionadas 146 unidades familiares de fumicultores de Santa Cruz
do Sul, Gramado Xavier e Sinimbu, durante novembro de 2000 a marco de 2001,
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Lobo et al. (2006) demonstraram que 100% das oito amostras do sistema float
apresentaram toxicidade ao organismo-teste, variando de pouco toxica a
extremamente toxica, e comprovando, desta forma, a alta toxicidade dos insumos
utilizados para a producao. Segundo Lima (2000), devido as pressoes de organismos
internacionais para a eliminacao do uso do brometo de metila das atividades
agricolas, o complexo agroindustrial fumageiro desenvolveu um novo pacote
tecnologico para a producao de mudas chamado de sistema “float”, onde as mudas
sao produzidas em bandejas que flutuam sobre uma lamina de agua previamente
fertilizada e que dispensa o uso do brometo. Entretanto, os demais agrotoxicos
recomendados para as sementeiras continuam sendo utilizados, com a soma de
mais um produto especifico do novo sistema (cobre Sandoz BR). Se o manejo for
inadequado, a agua do sistema float escorre pelo terreno, contaminando o solo,
podendo atingir rios e arroios.

Dados retirados da literatura (LIMA, 2000, HERMES, 2000) mostram que dos
agrotoxicos utilizados no sistema float, os fungicidas Manzate ou Dithane
(mancozeb), sao considerados altamente toxicos, sendo aplicados 135g, de 5 a 6
vezes na sementeira. O fungicida Rovral (iprodione), também é considerado
altamente toxico sendo aplicados 30g, de 4 a 5 vezes em 45m2 na sementeira. Ja o
inseticida Orthene (acephate), também utilizado para as bandejas do sistema float,
€ considerado moderadamente toxico para Daphnia magna e sao utilizados 60g de
3 a4 vezes por 45m=2,

Ainda, segundo 0os mesmos autores, dos pesticidas utilizados na lavoura nos
municipios de Santa Cruz do Sul, Gramado Xavier e Sinimbu, o Doser ou Lorsban 480
BR (clorpirifés) € considerado extremamente toxico ao organismo-teste, sendo
necessarios apenas 0,10ppb para causar efeito de imobilidade, sendo usados até
1L por hectare e aplicado até duas vezes por safra. O pesticida Solvirex (disulfoton),
também é extremamente toxico, sendo necessario apenas 13ppb para causar efeito
deletério a Daphnia magna, utilizando-se na lavoura 15Kg por hectare por safra. Este
também é o caso do Carbaryl Fersol p6 75 ou Sevin (carbaryl), que € aplicado
conforme a incidéncia de insetos, usando-se 15Kg por hectare por safra, sendo
necessarios apenas 6,4ppb para apresentar toxicidade ao organismo-teste. Ainda, o
herbicida Herbadox 500 CE (pendimethalin) é extremamente toxico e o herbicida
Poast (sethoxydim), altamente toxico para Daphnia magna, sendo aplicados 1,5 -
3,0L e 1,25 - 2,0L, respectivamente, por hectare, por safra.

Verificou-se, portanto, que sao estes insumos agricolas que apresentam a
maior probabilidade de serem os agentes toxicos da regiao devido a fumicultura.
Embora o reconhecimento dos avancos tecnolégicos advindos da implementacao do
sistema float, tais como as condicoes ideais para o desenvolvimento das mudas
através de um substrato especial, a partir dos dados obtidos por Lobo et al. (2006)
pode-se verificar a alta toxicidade da agua do sistema float para os organismos-teste.
Esta agua do float na maioria das vezes é descartada pura ou misturada com calcario
diretamente no solo, ou, fica dentro do sistema até evaporar por completo ou ser
lavada pelas chuvas tendo o mesmo destino. Embora tenha sido desenvolvido para
utilizar uma menor quantidade de agrotoxicos, particularmente a eliminagao do
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brometo de metila, a agua do sistema float ainda apresenta uma alta concentracao
de agrotoxicos altamente toxicos, o que torna a agua residual do sistema float
altamente toxica.

Desta forma, pode-se inferir que ha uma alta probabilidade de que o uso de
agrotoxicos empregados em lavouras proximas aos pontos de coleta amostrados
tenha colaborado com valores significativos observados de genotoxicidade. De fato,
agrotoxicos em geral (herbicidas, fungicidas, inseticidas) sao misturas quimicas
muito complexas e heterogéneas, sendo que varios dados experimentais revelaram
gue muitas destas substancias podem induzir alteracées cromossémicas, mutacoes
e danos ao DNA ou as proteinas de sua estrutura em organismos vivos (GARAJ-
VRHOVAC e ZELJEZIC, 2001).

Segundo Pra et al. (2005), o Ensaio Cometa apresenta alta sensibilidade na
deteccao de lesbes mesmo em organismos expostos a baixas concentracoes de
toxinas, o que explica as diferencas nos graus de toxicidade observados pelo
emprego de ensaios genotoxicoldgicos. Observou-se que dos quatro periodos de
coletas, setembro de 2015 foi o periodo que enquadrou o0 maior nimero de pontos
como toxicos, atingindo 50% das amostras. Nesta época as lavouras de tabaco
recebem o transplante das mudas de fumo, ha o preparo do solo com a adubacao,
guimica e organica (esterco) e uma aplicacdo de agrotoxicos. Os agrotoxicos
aplicados na lavoura nesta etapa da safra sao para inibir o crescimento de ervas que
possam diminuir ou prejudicar o desenvolvimento do fumo. No entanto, a
genotoxicidade foi encontrada em todos os periodos amostrados, sendo valido
ressaltar que o fumo tem suas atividades estendidas por quase todo o ano. Além
disso, na maioria das propriedades no periodo de entressafra as lavouras de tabaco
dao espaco para outros cultivos, principalmente milho e feijao (BELING, 2006).

Verificou-se, portanto, que a genotoxicidade variou ao longo do tempo,
havendo uma alta probabilidade de que influencias antropicas, tais como o uso de
agrotoxicos e insumos agricolas empregados em lavouras proximas as areas
amostradas tenha causado esse problema. Desta forma, Lobo et al. (2006)
argumentam que ha uma necessidade de trabalhos educativos junto aos agricultores
por parte dos complexos agroindustriais fumageiros, e destacam ainda, que o
monitoramento ambiental € de extrema importancia para garantir a preservacao do
meio ambiente e da saude do trabalhador, condicao que foi destacada, também, por
Etges (2006) na sua pesquisa sobre aspectos socioecondmicos e possibilidades de
diversificacao entre os produtores de tabaco na Bacia Hidrografica do Rio Pardinho,
RS.

4. CONCLUSOES

Do ponto de vista da avaliagcao toxicolégica d’agua das nascentes do Arroio
Andreas, RS, os resultados apontaram diferencas de toxicidade em relacao aos
testes de ecotoxicidade e genotoxicidade. A ecotoxicidade enquadrou apenas uma
amostra, ponto de coleta P19 em setembro de 2015, como toxica. Ja através do
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Ensaio Cometa, observou-se genotoxicidade em todos os pontos de coleta, em pelo
menos um periodo de amostragem, com excecao dos pontos de coleta P4 e P8.

Os pontos de coleta P10, P11, P12, P17 e P20 destacaram-se por apresentar
as maiores genotoxicidades, entretanto considerando as analises convencionais
fisicas, quimicas e microbiologicas, 65% destes pontos de coleta foram classificados
como tendo um IQA “bom”, que corresponde a aguas das Classes de Uso 1 e 2 do
CONAMA, caracterizadas como aguas de boa qualidade. Assim, a genotoxicidade
observada nao se associa as variaveis que foram determinantes para a boa
qualidade da agua verificada pelas analises convencionais (demanda bioquimica de
oxigénio, oxigénio dissolvido, fésforo, turbidez, nitrato e coliformes termotolerantes),
uma vez que nao constituem um fator genotoxico.

Desta forma, pode-se inferir que ha uma alta probabilidade de que o uso de
agrotoxicos empregados em lavouras proximas aos pontos de coleta amostrados
tenha contribuido com os altos valores observados de genotoxicidade. O municipio
de Vera Cruz tem sua agricultura baseada no cultivo de tabaco, caracterizado pelo
uso intensivo de agrotoxicos que no intuito de combater pragas, controle de doencas
e otimizacao da producao, sao aplicados em larga escala no Brasil.

Neste contexto, os resultados obtidos nesta pesquisa vém chancelar a
importancia da complementacao de testes comumente empregados para a
avaliacao da qualidade da agua, como os testes fisico-quimicos convencionais e de
ecotoxicidade, com testes genotoxicoldgicos, destacando o Ensaio Cometa como
importante ferramenta de avaliacao ambiental, uma vez que permitem avaliar danos
no DNA passiveis de reparo e que nao alteram a vitalidade e viabilidade do
organismo-teste, detectando alteracoes mesmo em aguas consideradas de boa
qualidade.
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ABSTRACT: The research was conducted in water resources preservation areas
(springs) in Andreas Stream Hydrographic Basin, RS, established through the
Payment for Environmental Services (PES). Traditionally, the environmental impacts
evaluation in aquatic ecosystems have been realized through the measurements of
physical, chemical and microbiological variables, however, it's important to highlight
the utilization of new methodologies, such as the ecotoxicological and
genotoxicological approaches. In this context, this research aimed at evaluate the
water quality of springs in Andreas Stream Basin, RS, through ecotoxicological and
genotoxicological tests, using the Comet Assay (CA) and having as a test-organism
the microcrustacean Daphnia magna (STRAUS, 1820). In total, 20 sampling points
were evaluated in September and December 2015 and March and July of 2016.
Neonates of D. magna were submitted to acute exposition bioassay following the
Brazilian Technical Standard NBR-12713. The CA test allowed the calculation of
Damage Frequency (DF) and the Damage Index (DI) in the DNA (Deoxyribonucleic
Acid). The Mann-Whitney non parametrical test with a significant level of 5% was
used. The results indicated the highest genotoxicity in sampling points P10, P11,
P12, P17 and P20, however, from the conventional physical, chemical and
microbiological analyses, 65% of these sampling points were classified as having a
Water Quality Index (WQI) “good”, reinforcing the importance of genotoxicological
assays (CA) utilization as tools complement for water quality evaluation, since it
detect changes even in waters considered as having good quality.

KEYWORDS: Payment for Environmental Services (PES), water resources
preservation, ecotoxicological assay, genotoxicological assay, Andreas Stream
Hydrographic Basin, RS.
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RESUMO: Atualmente, antibiéticos e outros produtos farmacéuticos tem recebido
atencao especial em estudos ambientais, devido a sua extensa utilizacao por seres
humanos e na producao animal. Os residuos destes compostos, ainda que
metabolizados, de uma forma ou de outra podem contaminar sistemas aquaticos e
terrestres. O aporte destes residuos no meio ambiente pode favorecer a resisténcia
de micro-organismos, além de ocasionar efeitos toxicos em plantas e animais nao
alvos. Neste presente trabalho foi avaliada a fitotoxicidade do antibiético Cefalotina
(cefalosporina de 12 geracao) utilizando o ensaio de toxicidade aguda em sementes
de alface (L. sativa). As sementes de alface foram expostas em placas de Petri (n=
20 sementes por placa), em triplicata, a diferentes concentracbes de cefalotina
sodica (0, 1, 10, 100, 1000 e 10000 mg/L). Apds cinco dias, foi medida a taxa de
germinacao e os pesos fresco e seco das plantulas. Nenhuma concentracao de
cefalotina parece ter causado prejuizos em nenhum dos parametros mensurados da
espécie testada. Desta forma, conclui-se que a cefalotina tem potencial fitotoxico
nulo nas condicoes testadas, mas chamamos atencao de que outros produtos
farmacéuticos podem causar prejuizos aos organismos.

PALAVRAS-CHAVE: contaminantes emergentes, toxicidade aguda, irrigacao.

1. INTRODUCAO

Entre as importantes fontes de poluicdo ambiental estao os residuos animais,
antibidticos e hormonios, produtos quimicos de curtumes, fertilizantes e pesticidas
utilizados nas terras cultivaveis e sedimentos provenientes de pastagens erodidas.
Nidmeros globais nao estao disponiveis, mas nos Estados Unidos, estima-se que o
gado é responsavel por 55% da erosao e sedimentos nas terras cultivaveis, 37% da
utilizacao de pesticidas, 50% do uso de antibiético, quase um terco das cargas de
nitrogénio e fosforo despejados em recursos de agua doce (SOUZA, 2010). A
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exposicao direta dos alimentos de origem animal e vegetal aos residuos dos
antibioticos tem sido motivo de atencao dos 6rgaos regulamentadores e de pesquisa
(PALERMO-NETO e ALMEIDA, 2006). Os estudos sobre a farmacodinamica e
farmacocinética de antibiéticos sao muito bem conhecidos e averiguados. Em
contrapartida, os seus efeitos em organismos nao-alvo expostos em condicoes
ambientais ainda sao pouco conhecidos (CAPLETON et al. 2006), despertando assim
o interesse de conhecer seus efeitos em diferentes organismos-teste e a
potencializacao destes na cadeia trofica.

A metabolizacao dos antibiéticos normalmente nao € completa, sendo
excretados na urina e nas fezes, tanto na forma do composto original ou ja
parcialmente metabolizados (KEMPER, 2008). Uma vez no ambiente, os residuos de
antibioticos podem acumular-se no solo, sofrer lixiviacdo ou ainda serem
transportados, via escoamento superficial, para os corpos hidricos (DIAZ-CRUZ et al.
2003). Por outro lado, residuos de farmacos podem ser absorvidos e se acumular
nas plantas, resultando em risco a salide humana quando da colheita e consumo de
alimentos de origem vegetal (MIGLIORE et al. 2003; BOXALL et al. 2006). O destino
e 0 comportamento ambiental desses compostos, assim como de outros produtos
farmacéuticos, sao influenciados por uma variedade de fatores, como as
propriedades fisico-quimicas da molécula e do solo e as condigcdes ambientais e de
manejo prevalecentes (KEMPER, 2008).

Alguns trabalhos tém sido realizados visando avaliar os efeitos fitotoxicos de
farmacos, especialmente antimicrobianos, e os resultados tem mostrado alta
variabilidade (MIGLIORE et al. 2003, HILLIS et al, 2011). O antibidtico utilizado neste
experimento (cefalotina) tem como caracteristica quimica ser um antibitico
semissintético do grupo das cefalosporinas de primeira geracao e que possui um
mecanismo de acao similar a penicilina. Por ser um antibiético considerado de
amplo espectro, a cefalotina € muito utilizada para tratar diferentes infeccées como
pulmonar e 6ssea. Em sua composicao, a cada 1g de cefalotina usa-se como tampao
30mg de bicarbonato de sédio, para que o pH varie entre 6,0 e 8,5. Nesta faixa de
tamponamento nao ha formacao de cefalotina acida livre, o que o torna ainda mais
solavel (NOVAFARMA, 2015).

A principal via de eliminacao deste farmaco é representada pelos rins, através
da filtracao glomerular, acrescida de secrecao tubular e o figado acaba por ter um
papel muito delimitado. A cefalotina em especial € degradada no organismo,
transformando-se em uma forma desacetilada, inativa. As concentragoes urinarias
destes produtos alcangam niveis alarmantes, atingindo 600mg/ml até 5.000/ml,
sendo 80% a 100% excretados apds a sua utilizacao (SILVA, 2013). Apés a sua
excrecao, a cefalotina acompanha o curso da agua sendo transportada por longas
distancias contaminando diferentes trechos do corpo hidrico (CZERNIAWSKA-KUSZA
e KUSZA, 2011). Devido a isto € crescente a preocupagcao com o potencial poluidor
de diferentes substancias a corpos d’agua que recebem efluentes domésticos ou
industriais (RODRIGUES et al. 2013).

Atualmente os testes de ecotoxicidade sao muito utilizados e servem de
extrema importancia quando tratamos de contaminacao ambiental. Os testes que
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utilizam plantas superiores sao muito eficientes para avaliar € monitorar o efeito
toxico de diferentes poluentes. (FERNANDES et al. 2007; CZERNIAWSKA-KUSZA e
KUSZA, 2011). A principal vantagem de utilizar estes testes esta na sua ampla
variedade de parametros de toxicidade que sao contemplados, como a taxa de
germinagcao e tamanho de plantulas além de apresentarem baixo custo. A alface
Lactuca sativa é muito utilizada em ensaios de fitotoxicidade que avaliam
principalmente efluentes domésticos (ZALTAUSKAITE e CYPAITE, 2008). Partindo
disto o objetivo deste estudo foi avaliar a fitotoxicidade do antibi6tico Cefalotina
utilizando o ensaio de toxicidade aguda em sementes de alface (L. sativa).

2. MATERIAIS E METODOS

O ensaio de fitotoxicidade foi realizado com sementes comercial de alface
mimosa (Lactuca sativa). O farmaco avaliado foi a Cefalotina sédica, um antibidtico
do grupo das cefalosporinas de primeira geracao.

Para avaliacao da toxicidade aguda em sementes de alface foram avaliadas
diferentes concentracoes de cefalotina (1, 10, 100, 1000 e 10000 mg/ml) diluida
em agua destilada estéril. Como controle negativo foi utilizado apenas agua
destilada. Cada concentracao foi testada em trés réplicas, utilizando 20 sementes
de alface distribuidas em placas de Petri descartaveis contendo filtro de papel e
adicionando 3 ml da solucao correspondente. Ao final de cinco dias de exposicao, foi
avaliada a taxa de germinacao, peso fresco e peso seco das plantulas.

Os resultados foram expressos com a média + desvio padrao. Para
comparacao das médias foi realizada analise de variancia (ANOVA) e quando
necessario foi aplicado o teste a posteriori (Tukey) para comparacao entre 0s grupos,
a 5% de significancia estatistica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de germinacao de sementes de alface ap0s cinco dias de exposicao
nao foi alterada pela exposicao a cefalotina, variando entre 83 e 97% de germinacao,
enquanto o controle teve uma taxa média de germinagcao de 95% (Figura 1). De
maneira semelhante a taxa de germinacao, os parametros relativos ao crescimento
inicial das plantulas (peso fresco e seco) nao foram alterados pela adicao de
cefalotina, em nenhuma das concentracoes (Figuras 2a e 2b), indicando que este
antibiotico nao causa toxicidade a espécie testada, considerando as condicoes
experimentais utilizadas no estudo. Embora nossos resultados sejam preliminares,
estes sao os primeiros dados referentes a toxicidade deste antibiético para plantas
superiores. Qutros parametros e condicdes experimentais deverao ser utilizados
para avaliar a existéncia de efeitos subletais da cefalotina em L. sativa.

Outros estudos ja tém demonstrado que a alteracao na taxa de germinacao
tem respondido pouco a antibioéticos (HILLIS et al. 2011). Em um destes estudos foi
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observado que ha efeitos toxicos da enrofloxacina, a partir de concentracoes de 100
b g L -1, sendo percebidos prejuizos no desenvolvimento de raizes, cotilédones e
folhas de varias espécies vegetais cultivadas, como feijao, pepino, alface e rabanete;
ainda, as plantas foram capazes de converter parte da enrofloxacina absorvida em
seu metabdlito, a ciprofloxacina (MIGLIORE et al. 2003). Sendo assim parametros
relativos ao crescimento parecem ser sensiveis a este grupo de compostos, mas os
estudos tém avaliado estas alteracoes em um tempo mais prolongado (30 dias).

Alteracoes no desenvolvimento do vegetal exposto a contaminantes
ambientais tém relacao com inumeros fatores, tais como: natureza do composto,
concentracoes envolvidas, cinética de sorcao e mobilidade do produto (JJEMBA,
2002). A exemplo disto temos que em um estudo com os compostos florfenicol,
levamisole e trimetoprina foram observados que 0s mesmos foram encontrados em
folhas de alface, enquanto os compostos diazinon, enrofloxacina, trimetoprina e
florfenicol foram detectados apenas nas raizes de cenoura. Entretanto, todas as
concentracoes que foram encontradas situaram-se abaixo dos valores de ingestao
diaria aceitavel, representando um risco baixo aos consumidores (BOXALL et al.
2006). Devemos salientar que a grande maioria dos estudos relatando efeitos
negativos no desenvolvimento vegetal foi realizada in vitro, sendo exposto em
concentracoes pouco provaveis de serem encontradas em condicoes normais de
campo (JJEMBA, 2002).

Em um estudo sobre a absorcao de antibidticos, as espécies vegetais
Panicum miliaceum (pain¢o), Pisum sativum (ervilha) e Zea mays (milho)
acumularam alta quantidade de sulfadimetoxina (até 2.070u gg -1 de material
vegetal). Percebeu-se ampla diferenca entre a acumulacao nas raizes e na parte
aérea, sendo esta Ultima acumulava concentragoes de 2 a 20 vezes maiores nas
raizes (MIGLIORE et al. 1995). Esses trabalhos enfatizam a importancia de se
monitorar a ocorréncia de residuos de antibioticos no ambiente terrestre (nos solos),
pelo menos devido ao potencial de fitotoxidez e de bioacumulacao em plantas
cultivadas.

Em outro estudo avaliando o efeito dos antibidticos acido nalidixico,
cloranfenicol e estreptomicina na cultura do abacateiro in vitro, o cloranfenicol
apresentou o maior efeito fitotoxico; houve reducao da massa de calos a partir da
concentracao de 12,5 mg L -1 e na formacao de calos a partir de 50 mg L -1 (BIASI,
1995).

Existem inUmeras lacunas no conhecimento a respeito da relevancia da
absorcao de antibidticos pelas plantas. Nesse sentido, mais pesquisas sao
necessarias a fim de avaliar as quantidades de antibiéticos absorvidas pelas
diferentes culturas, as transformacoes dessas moléculas nos tecidos vegetais, a
possivel influéncia desses compostos no desenvolvimento das plantas e por fim, as
reais implicacoes dessa via de exposicao para a saude humana (DOLLIVER et al.
2007).
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Figura 1. Taxa de germinacao de sementes de alface em diferentes concentracdes de cefalotina,
apos cinco dias de exposicao.
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Figura 2. (A) Peso fresco e (B) peso seco de plantulas de alface germinadas em diferentes
concentracoes de cefalotina, apds cinco dias de exposicao.

4. CONCLUSAO

Avaliando a taxa de germinacgao e crescimento inicial de plantulas, concluiu-se
que o antibidtico cefalotina ndo é toxico a sementes de alface mimosa (L. sativa),
mas nao descartamos a possibilidade de que outros farmacos possam ter acao
toxica sobre as plantas e outros organismos nao-alvo. Estudos desta natureza devem
ser estimulados a fim de elucidar os reais efeitos aos quais 0s organismos estao
expostos em seus ambientes naturais.
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ABSTRACT: Antibiotics and other pharmaceuticals have received special attention in
environmental studies, due to extensive use by humans and animal production.
Residues of these compounds, although metabolized, in one form or another can
contaminate aquatic and terrestrial systems. The contribution of these residues to
the environment can favor the resistance of microorganisms, in addition to causing
toxic effects in plants and non-target animals. In this study, the phytotoxicity of the
antibiotic cephalotin (1st generation cephalosporin) was evaluated using the acute
toxicity test in lettuce seeds (L. sativa). Lettuce seeds were exposed in petri dishes (n
= 20 seeds per dish) in triplicate at different concentrations of cephalothin sodium
(0.1, 10, 100, 1000 and 10000 mg / L). After 5 days, the germination rate and the
fresh and dry weights of the seedlings were measured. No cephalothin concentration
appears to have caused damage in any of the measured parameters of the tested
species. Thus, it is concluded that cephalothin has no phytotoxic potential under the
conditions tested, but we would like to point out that other pharmaceutical products
can cause damage to organisms.

KEYWORDS: Emergent contaminants, acute toxicity, irrigation.
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RESUMO: O controle da contaminacao exégena é um dos desafios nos cultivos in
vitro, principalmente quando se trata de germinacao. ContaminacOes sao
responsaveis pelos baixos indices de germinagcao e sobrevivéncia das plantulas.
Apesar de abundante literatura alusiva a assepsia de sementes de eucalipto e outas
Myrtaceae para cultivos in vitro, o baixo percentual de germinagao parece ser uma
constante. Este estudo visa estabelecer um protocolo de assepsia de sementes de
Eucalyptus grandis que garanta bons percentuais germinativos e de sobrevivéncia
das plantulas. Para isso, sementes peletizadas foram lavadas com agua corrente
e/ou esterilizada, imersas em etanol 70%, hipoclorito de sédio 1; 2,5 e 5% e em
solucao fungicida Maxim 1%, em diferentes sequéncias e tempos, perfazendo cinco
tratamentos. Apds assepsia, cada semente foi colocada em um tubo de ensaio
contendo meio Murashige & Skoog. O experimento foi mantido em sala de
crescimento por 64 dias, com fotoperiodo e temperatura controlados. Percentual de
germinacao, contaminacao, enraizamento e de sobrevivéncia foram analisados
através de delineamento experimental inteiramente casualizado.

PALAVRAS-CHAVE: assepsia, sementes; eucalipto, contaminacao.
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1. INTRODUCAO

O eucalipto (Figura 1) € uma planta arb6rea lenhosa originaria da Australia
gue possui grande importancia econdmica. Seu uso industrial € uma das atividades
que mais se expande no setor florestal mundial. Diferentes espécies de eucalipto e
seus hibridos estdao entre as principais fontes de biomassa lenhosa com alto
potencial de utilizagdo como matéria-prima para diversos setores, como o de papel
e celulose (devido a baixa concentracao de lignina e fibras de alta resisténcia),
madeireiro e energético, sendo uma alternativa as florestas nativas (Almeida et al.,
2010; Grattapaglia e Kirst, 2008).

Caracteristicas como o rapido crescimento, adaptabilidade a diferentes tipos
de solo e clima e presenca de fibras de alta qualidade contribuem para o crescente
interesse nesta arvore (Paiva et al., 2011). Além disso, o interesse nessas espécies
tem aumentado devido ao seu potencial para uso em setores emergentes, como o
de biocombustiveis e biomateriais (Bozell et al., 2007), além dos usos comuns
citados anteriormente. E. grandis, por sua vez, € a espécie mais comumente plantada
no Brasil (Canettieri et al., 2007). Estima-se que as plantacoes de eucalipto ocupem
mais de 20 milhdes de hectares ao redor do mundo (Iglesias-Trabado e Wilstermann,
2008).
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Figura 1 - (A) Aspecto geral do tronco lenhosos de Eucalyptus grandis evidenciando a "saia" éspéra
que ocorre na porcao inferior; (B) Frutos secos; (C) Sementes; (D) Aspecto geral das folhas; (E) e (F)
Flores e frutos.

Cultivos in vitro envolvendo inimeras espécies de eucalipto tem sido
relatados pela bibliografia, revelando que assepsias em explantes (segmentos
nodais, folhas e ramos, etc) oriundos diretamente da natureza oferecem dificuldades
praticas e sao, geralmente, ineficazes na producao de plantulas assépticas,
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principalmente quando a meta € se obter uma grande populacao de eucalipto.
Protocolos de cultura de tecidos de plantas devem, independente- mente do fim a
que se destinam, proporcionar plantas uniformes, produtivas e livres de toda classe
de patégeno (Cid e Zimmermann, 2006).

Um dos maiores desafios dos cultivos in vitro de plantas é a contaminacao
exdgena. Contaminacoes sao, em grande parte, responsaveis pelos baixos indices
nas taxas de germinacao de sementes e de desenvolvimento e sobrevivéncia das
plantulas. O estabelecimento de uma cultura asséptica € a fase mais critica da
micropropagacao. Os meios de cultura sao ricos em compostos organicos como
acucares, aminoacidos e vitaminas, os quais proporcionam condicdes favoraveis
para o desenvolvimento de bactérias e fungos (Fermino Junior et al., 2009).

Em principio, existem quatro fontes de contaminacao: a fonte de explante,
meio nutritivo, 0 ambiente e o operador (habilidade). Outro fator relacionado a
contaminacao na propagacao in vitro € o tamanho da semente (Pierik, 1997). O mais
importante destes é a fonte de explante que deve ser desinfestada antes da
inoculacao in vitro a fim de eliminar microrganismos exégenos. Contaminacdes por
fungos e bactérias comprometem potencial germinativo das sementes e podem
gerar plantulas anormais, (Corder e Borges Jr., 1999). Sendo assim, para que a
plantula formada a partir da germinacao in vitro possa ser fonte de explante
confiavel, os métodos de desinfestacao devem ser eficazes, proporcionando total
auséncia de agentes patologicos.

Detergentes neutros, surfactantes e tensoativos sao frequentemente
utilizados apos pré-lavagens. O etanol € o desinfetante mais empregado. Além da
acao germicida, o etanol tem acao surfactante e facilita a acao de outros produtos
sendo utilizado em concentragcoes de 70 a 80%. Dentre as varias substancias
germicidas a base de cloro utilizadas para desinfestacao de explantes, dentre eles,
as sementes, as mais comuns sao o hipoclorito de sodio, ou o hipoclorito de calcio.
Outras substancias tém sido adicionadas ao meio de cultivo a exemplo de
reguladores de crescimento, antibioticos, fungicidas, carvao ativo, na tentativa de
minimizar o problema. (Couto et al., 2004; Bandeira et al., 2006; Dutra et al., 2009;
Effegem et al., 2014; Houllou et al., 2014; Mamedes e Silva, 2010; Nascimento et
al.,, 2007; Sousa et al.,, 2007; Teixeira et al., 2008). Aqui, optou-se pelo uso do
fungicida Maxim e o problema que surge € quando a populacao a ser gerada se
destina aos estudos in vitro de micorrizacao, como é o caso da linha de pesquisa em
nosso laboratério. Micorrizas sao associacoes simbidtico-mutualisticas entre fungos
e raizes de plantas hospedeiras e fungos dos géneros Pisolithus e Scleroderma sao
simbidticos/mutualistas com varias espécies de Eucalyptus, os quais seriam
“contaminantes” endégenos (Rachid et al., 2015).

Em decorréncia da natureza asséptica dos cultivos in vitro, tratamentos que
visam a eliminacado dos contaminantes podem exterminar estes (micro) organismos,
tao necessarios para a germinagao de sementes e desenvolvimento das espécies
hospedeiras, provocando baixos indices germinativos e de crescimento vegetal.
Portanto, o0 controle da contaminacao, nesse caso deve atingir apenas
contaminantes exdgenos.

s
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Dessa forma, para obtencao de uma grande populacao de Eucalyptus grandis
in vitro para posteriores experimentos e destinos de infinitas naturezas, a
germinacao in vitro se coloca como um alentadora alternativa na clonagem desta
espécie, uma vez que sua semente é de facil enraizamento natural (Moura e
Guimaraes, 2003), somado ao fato de que explantes sao de dificil assepsia, além de
que aqueles provenientes das demais espécies de Eucalyptus, bem como aqueles
da maioria das espécies lenhosas, exibem recalcitrancia ao enraizamento (Almeida
et al., 2010; Batista et al., 2014; Browse, 1978; Dias et al., 2012; Fermino Junior e
Scherwinski-Pereira, 2012; Hartmann et al., 2002; Mantovani et al., 2001; Xavier et
al., 2003Xavier e Otoni, 2009).

A despeito da existéncia de varios protocolos de assepsia de sementes para
germinacao das espécies de Eucalyptus, o baixo rendimento germinativo parece ser
uma constante (Alcantara et al., 2011; Brondani et al.,, 2009; Dutra et al., 2009).
Assim sendo, este trabalho visa estabelecer protocolo de assepsia de sementes
peletizadas de E. grandis de facil, rapido e reproduzivel método de germinacao in
vitro que garanta bons percentuais germinativos, de enraizamento e sobrevivéncia
das plantulas para posterior estudos de micorrizacao.

2. MATERIAL E METODOS

Sementes peletizadas de E. grandis, foram lavadas com agua (H20) corrente
e/ou deionizada, destilada esterilizada em autoclave, imersas em etanol (EtOH) 70%,
hipoclorito de sédio (HCIO) 1%, 2,5% ou 5% e em solucao fungicida Maxim 1%, em
diferentes sequéncias e tempos de imersao, perfazendo cinco tratamentos de
assepsia (Tabela 1); todos baseados na literatura (Alcantara et al., 2011; Brondani
et al., 2009; Dutra et al., 2009; Mamedes e Silva, 2010; Nascimento et al., 2007).

Tabela 1 - Resumos dos tratamentos de assepsia de sementes peletizadas de E. grandis

Tratamentos, ~
e Lavagem Imersao ~ - Lavagem em H20
Especificagdes Imersdao em Imersao em . .
em H20 em EtOH . deionizada, destilada e
tempos e NaClO Maxim 1%
corrente 70% autoclavada
Ordens
1 1° 2° 3° 4° 5°
Amin. 1min. 5%/10min. 10 min. 3 lavagens/1min. cada
T2 10 20 30 _ 40
Imin. Imin. 5%,/15min. - 6 lavagens/1min. cada
3 1° 2° 3° 4° 5°
Imin. 2min. 2,5%/20min. 10 min. 3 lavagens/1min. cada
T4 10 20 30 40 50
Imin. Imin. 1%/10min. 20 min. 3 lavagens/1min. cada
T5 10 20 30 _ 40
1min. 2min. 1%/5min. - 6 lavagens/1min. cada
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Todas as etapas de assepsia foram realizadas em camara de fluxo laminar, a
excecao das lavagens com agua corrente e confeccao das solucoes dos
desinfetantes. Ap6s a assepsia, cada sementes foi colocada em um tubo de ensaio
(1 semente/tubo), contendo 15 mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) a 50%
da concentracao de sais e suplementado com 20g de sacarose pH ajustado para 5,8
antes da adicao de 6g.L'! de agar, vedados com tampa de papel aluminio e
autoclavados (20 minutos, a 121°C. e 1,0 Atm de pressao). Na composicao original
do meio MS, sao usados 30g.L'1. Aqui, optou-se pelo uso reduzido de sacarose
(20g.L1), com objetivo de auxiliar a diminuicao da contaminacao. Reducao da oferta
de fonte de carbono provoca efeito deletério mais contundente em microrganismos
do que nas sementes e/ou plantulas (Damiani e Schuch, 2009; Erig e Schuch, 2005).

O cultivo foi mantido por 64 dias em camara de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas/luz (lampadas brancas frias) e temperatura de 25+2°C., quando foram
tomadas as avaliacoes. A data de término do experimento foi determinada quando
75% das plantulas atingiram a tampa de aluminio do tubo de ensaio, estabelecida
em experimentos anteriores (dados nao mostrados). Os parametros avaliados foram:
percentual (%) de germinacao, de contaminacdo, de enraizamento e de
sobrevivéncia. Cada tratamento contou com 40 repeticoes e o0 experimento foi
realizado em triplicata. O delineamento experimental adotado foi inteiramente
casualizado. Os softwares utilizados foram Excell, para a confeccao dos graficos e
SPSS for Windows 22.0 para o calculo das ANOVAS, com valor critico de p<0.05 para
teste de Duncan na comparacao das médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes deram inicio a germinacao aos quatro dias apods a inoculacao,
independente do tratamento de assepsia a que foram submetidas. O pellet nada
influenciou nos resultados, pois durante as lavagens com agua corrente ele foi
totalmente removido. Foram consideradas germinadas as sementes que emitiram
radicula, conforme Souza e Cardoso (2000).

Tabela 2 - Resumos dos tratamentos de assepsia de sementes peletizadas de E. grandis

A Contaminagéo Enraizamento Sobrevivéncia
Tratamentos Germinacgao (%) %) %) %)
T1 66,67+0,48 a* 20,83+0,41 a 78,73+0,41 a 92,50+0,27 a
T2 36,67+0,49 ¢ 0,83+0,05 b 90,95+0,37 a 100,00+0,00 a
T3 00,00+0,00 e 0,00+0,00 ¢ 0,00+0,00 b 0,00+0,00 b
T4 28,33+0,45 d 0,00+0,00 ¢ 88,38+0,32 a 100,00+0,00 a
5 41,67+0,49 b 0,00+0,00 ¢ 96,08+0,16 a 98,04+0,00 a

* Os valores representam as médias de trés replicatas independentes + DP (n = 40,
barras de erros = +DP). ANOVA aplicada com valor critico de p<0.05 e Teste de
Duncan adotado para comparacao das médias. Letras iguais nao apresentam
diferenca estatistica significativa.
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De acordo com a Tabela 2, observa-se claramente que o Tratamento 1 (T1)
foi o que apresentou os melhores rendimentos em termos de percentual de
germinacao (66,67+0,48), mas o pior em termos de percentual de contaminacao
(20,83+0,41). Mesmo assim, a contaminacao nao influenciou nos demais quesitos,
onde percentual de enraizamento e sobrevivéncia (estabelecimento das plantulas)
nao houve diferenca significativa entre os tratamentos, a excecao de T3, que
apresentou percentual de germinacao 00,00+0,00%, apesar do mesmo valor para
percentual de contaminacao. Estes resultados sao fortemente respaldados pelos
experimentos de assepsia de Alcantara et al. (2011), também com sementes de E.
grandis.

O tratamento 3 (T3), que emprega o maior tempo em imersao em NaClO (20
min.), embora na concentracao mediana (2,5%) nao permitiu a germinacao de
nenhuma semente, apesar de, igualmente nao exibir nenhuma contaminacao. Dessa
forma conclui-se, que o tempo de imersao das sementes de eucalipto em hipoclorito
€ um fator limitante para germinacao dentre os demais protocolos utilizados neste
experimento, desde que nao ultrapasse 15 minutos, mesmo estando o NaClO em
concentracoes comerciais (2,5%). A soma dos fatores tempo de imersao em EtOH
70% e em NaClO nos tempos mais elevados, dois € 20 minutos, respectivamente,
pode ter contribuido para o total fracasso de T3 para producao de plantulas, muito
embora tenha apresentado um percentual de 0% de contaminacao. Resultado muito
semelhante foi relatado por Mamedes e Silva (2010), em que sementes com ala
membranacea de Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae) foram desinfetadas com
EtOH 70% por 15 minutos, seguida de desinfeccao com NaClO 2% por 50 minutos,
rendendo 0% de germinacao e, apenas, 4% de contaminacao. Tempos prolongados
de imersdo em mais de um tipo de desinfetante, mesmo em concentracoes usuais,
parecem ter efeito deletério na germinacao de sementes.

A resposta negativa proveniente da aplicacao de mais de um tipo de
desinfetante pode ser explicada por resultado oposto obtido por Nascimento et al.
(2007): sementes de Parapiptadenia rigida (Fabaceae) desinfetadas por
concentracoes moderada (2,5%) e alta (5,0%) de NaClO por tempos elevados 30 e
15 minutos, respectivamente, forneceram os melhores resultados em termos de
percentual de germinacao e os menores percentuais de contaminacao, mas sem uso
de qualquer outro agente desinfetante. Experimentos de assepsia em sementes de
Tabebuia impetiginosa (Bignoniaceae), mas com ala membranacea realizados por
Mamedes e Silva (2010) também apresentaram bons resultados quando as
sementes eram submetidas a longos tempos de imersao em, apenas, um produto.

Em concentracoes mais altas de NaClO (5%), como no caso de T1, mas tempo
de imersao inferior a 15 minutos, as sementes respondem positivamente ao
percentual de germinacao, tornando este tratamento o melhor em termos de
percentual de germinacdo. Portanto, concentracbes de NaClO 5% podem,
perfeitamente, ser aceitaveis, desde que, o tempo de imersdo nao ultrapasse 15
min., como em T2, o terceiro melhor resultado no ranquiamento germinativo
(36,67+0,49). Estes resultados podem ser corroborados por experimentos similares
com sementes de Parapiptadenia rigida (Fabaceae) desinfetadas com NaClO (Couto
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et al., 2004; Nascimento et al., 2007). Cabe salientar que T1 e T2, além da imersao
em NaClO 5% em tempos de 10 e 15 minutos de imersao, respectivamente, contam
com imersao em EtOH 70% durante 1 minuto. Mas em T5, este tempo se eleva para
2 minutos, o que lhe confere o grau de segundo melhor tratamento (41,67+0,49).
Neste caso, a reducao na concentracao (1%) e no tempo de imersao (5 min.) em
NaClO no T5 é compensada pelo aumento de tempo de imersao em EtOH 70%
(2min.), quando se compara com T2. Mas tal compensacao nao € o suficiente
quando se compara com T1. Mesmo assim, T1 que apresenta os melhores
rendimentos na germinacao, foi também o tratamento que apresentou o mais alto
indice de contaminacao, indicando que a presenca do fungicida foi irrelevante na
contencao da contaminacao fungica exégena no experimento, uma vez que nos
tratamentos T2 e T5 este produto nao foi incorporado ao protocolo de assepsia.

Combinando estes resultados, podemos inferir que o maior percentual de
germinacao de T1 pode ser creditado a presenca do fungicida Maxim 1%. O fungicida
pode ter controlado contaminantes durante o processo germinativo, permitindo a
germinacao das sementes, mas perdendo a forca de acao ao longo dos 64 dias de
cultivo, e por isso T1 apresentou altos indices de germinagcao e contaminacao. Estes
resultados sao extremamente semelhantes aos encontrados por Alcantara et al.
(2011), mas estes autores optaram pelo uso de Benomyl, um fungicida sistémico. A
escolha por Maxim em detrimento do uso de Benomyl, decorre do fato de que este
ultimo é indicado como fungicida sistémico para folhas e outras partes aéreas, e, por
isso, um fungicida muito agressivo, enquanto que Maxim é um fungicida de contato
de amplo espectro com atividade residual e tem uma limitada absorcao pela
semente e uma pequena translocacao dentro da plantula, empregado para
tratamento de doencas da semente.

Tal incoeréncia destes resultados, ou seja, apresentacao dos maiores
percentuais de germinacao e contaminacao em um mesmo tratamento (T1), mesmo
nas concentracoes mais altas de NaClO (5%) por tempo moderado (10 min.) pode
ser explicada pelo fato de que, apesar dos processos de desinfestacao utilizarem
substancias que normalmente promovem a eliminacao de contaminantes
microbianos da superficie dos explantes, os endofiticos nao sdo eliminados (Houllou
et al.,, 2014). Estudos sobre germinacao in vitro de sementes de varias espécies
arboreas nativas da mata atlantica brasileira revelaram que percentual de
contaminacao das sementes durante o estabelecimento in vitro demonstrou que
cada espécie apresenta microbiota endofitica especifica e sendo assim, o sucesso
no estabelecimento in vitro e resgate de sementes pode variar a depender da
condicao fitossanitaria natural das sementes (Houllou et al., 2014).

Em estudos com desinfestacao de sementes de mogno (Swietenia
macrophylla King), Couto et al. (2004) observaram 89% de contaminacao quando as
sementes nao eram submetidas ao tratamento com substancias desinfetantes.
Outros pesquisadores desinfestaram as sementes de mogno com etanol 70% e
hipoclorito de sédio comercial na concentracao de 5,5% (Valverde-Cerdas et al.,
1998). Com Cedrela fissilis as sementes foram desinfestadas com hipoclorito de
sodio a 2,5% (Nunes et al.,, 2002). Tais contaminacdes, apés 0 processo de
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desinfestacao das sementes, podem ser decorrentes da existéncia de colbnias
endofiticas dos microrganismos nao expostas as substancias utilizadas na
desinfestacao das sementes. (Houllou et al., 2014)

Além do tipo e fonte do explante, meio de cultura, qualidade do ambiente e
operador (manipulagao/ habilidade), o tamanho do explante/semente também se
converte em mais uma fonte de contaminacao nos cultivos (Pierik, 1997). Sementes
de E. grandis sao muito pequenas (Fig. 1 C) e, durante os procedimentos de assepsia
e inoculacao das sementes ao meio de cultura, grandes quantidades de material
inerte sao geradas como resultado da dificil manipulagao, o que pode contribuir para
inoculacao simultanea de microrganismos ao meio (Alcantara et al.,, 2011). Na
desinfestacao de sementes de eucalipto, McComb e Bennett (1986) relatam que a
desinfestacao depende do tamanho e espessura do revestimento da casca.
Termignoni et al. (1996) utilizaram hipoclorito de sédio a 0,12 % por 15 minutos na
desinfestacao de sementes de E. dunnii. Ja para E. marginata, que possui sementes
grandes e com revestimento mais espesso, pode-se tratar as sementes com 5 % de
hipoclorito de sodio por 1 hora (Cahill et al., 1992). Portanto, o pequeno tamanho
das sementes de E. grandis também pode ter contribuido para os resultados obtidos
no presente trabalho.

Os demais tratamentos apresentaram bons resultados na desinfeccao em
decorréncia do aumento dos tempos de imersao em EtOH 70% (T3 e T5) e/ou NaClO
(T2 e T3) e/ou fungicida (T4). Assim sendo, tratamentos que exibiram os maiores de
tempos em exposicao aos desinfetantes (T2, T3, T4 e T5) foram mais eficazes na
assepsia, mas 0s mais prejudiciais ao processo germinativo das sementes.
Sementes selecionadas comerciais de E. grandis apresentam um potencial
germinativo entre 87 a 97% na natureza, o que Ihes confere a caracteristica de facil
germinacao (Aguiar et al., 1988; Moura e Guimaraes, 2003). Com frequéncia,
desinfetantes podem apresentar um efeito abrasivo ou de escarificacao no
tegumento da semente, lesando o embridao, 0 que explicaria os menores indices
germinativos exibidos pelos tratamentos de assepsia mais eficientes (T2, T3, T4 e
T5) (Corder e Borges Jr., 1999; Sousa et al., 2007). E isso pode ser a explicacao do
motivo pelo qual tratamentos mais drasticos aplicados as sementes de E. grandis
proporcionaram os piores resultados em termos de percentual de germinacao.

O préximo parametro a ser discutido € o percentual de enraizamento. A
avaliacao deste parametro de crescimento é relevante no caso de assepsia de
sementes de eucalipto em vista de que varias espécies do género Eucalyptus exibem
enraizamento recalcitrante (Almeida et al., 2015; Dutra et al., 2009; Corréa et al.,
2005), o que inviabiliza o estabelecimento das culturas, mesmo em cultivos in vitro.
Dessa forma, a sobrevivéncia das plantulas depende, em muito, desta fase de
crescimento vegetal. E necessario, portanto observar e estudar o enraizamento das
sementes de E. grandis ap0s assepsia e avaliar seu potencial de enraizamento, uma
vez que, na natureza, suas sementes sao de facil germinagao e enraizamento (Aguiar
et al., 1988; Almeida et al., 2015; Moura e Guimaraes, 2003) devido a, pelo menos,
ampla faixa de temperatura 6tima de germinacao: de 17 a 33°C. (Souza e Cardoso,
2000).
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Uma vez que os trabalhos em nossos laboratoérios envolvem estudos alusivos
a formacao de micorrizas in vitro, mais precisamente, alusivos as substancias
produzidas pelos fungos simbi6tico-mutualistas que promovem e incrementam o
enraizamento de suas hospedeiras (Ek et al., 1993; Lei et al., 1995; Mitchell et al.,
1996), os tratamentos de assepsia nao devem interferir no desenvolvimento normal
das plantulas a partir da germinacao e por isso enraizamento deve ser garantido. De
modo geral, cultivos in vitro de espécies lenhosas apresentam recalcitrancia ao
enraizamento (Almeida et al., 2015; Batista et al., 2014; Browse, 1978; Dias et al.,
2012; Dutra et al., 2009; Corréa et al., 2005; Fermino Junior e Scherwinski-Pereira,
2012; Hartmann et al., 2002; Mantovani et al., 2001; Xavier et al., 2003; Xavier e
Otoni, 2009), mas in natura ele é fortemente influenciado pela presenca de
micorrizas, devido o teor de auxinas e outras substancias promotoras de
enraizamento presentes nos fungos micorrizicos (Ek et al., 1993; Lei et al., 1995;
Mitchell et al., 1996; Scagel e Linderman, 1998). Estudos recentes revelam que a
auséncia desta relacao simbidtico-mutualistica é que parece ser excecao dentro do
reino vegetal (Bonfante e Anca, 2009; Houllou et al., 2014).

Ademais, enraizamentos recalcitrantes requerem adicao de hormoénios
vegetais ao meio de cultura para seu desenvolvimento, o que prejudicaria a avaliacao
da influéncia das micorrizas. O enraizamento adventicio € uma das etapas-chave na
clonagem in vitro. Para evitar tais problemas, adotou-se a espécie E. grandis, que
apresenta capacidade de enraizamento maior que as demais (Almeida et al., 2010,
Almeida et al., 2015; Bandeira et al., 2006).

Os tratamentos utilizados nao provocaram qualquer efeito no percentual de
enraizamento, ou seja, nao houve diferenca significativa entre os tratamentos
quando se avalia o percentual de enraizamento. Também pode-se observar que a
contaminacao presente nos tratamentos T1 (20,83+0,41%) e T2 (0,83+0,05%),
branda o suficiente de modo a nao causar, pelo menos estatisticamente, danos ao
enraizamento, nos tratamentos supracitados. Experimentos de germinacao de
sementes de E. grandis prévios (dados nao mostrados) visando a influéncia da
concentracao de sacarose na germinacao e estabelecimento das plantulas
demonstrou nao afetar a germinagcao, nem o0 enraizamento. Estes dados sao
respaldados por experimentos de Erig e Schuch (2005) e Damiani e Schuch (2009).
Estes autores revelaram que, mesmo em condicoes de micropropagacao
fotoautotroficas de varias espécies agricolas, a diminuicdo ou remocao dos teores
da fonte de carbono (sacarose e outros tipos de aclcares) nao s6 contribui para
aumento do enraizamento, do nimero e comprimento de raizes, massa fresca total
e sobrevivéncia das plantulas, mas também para forte reducao do risco de
contaminacao microbiana (Erig e Schuch, 2005; Damiani e Schuch, 2009).

Comumente, microrganismos infectantes e sementes e/ou plantulas
competem pelos nutrientes do meio de cultivo (Fermino Junior et al., 2009; Sousa et
al.,, 2007). Além disso, patégenos podem produzir ocasionalmente substancias
toxicas, que podem interferir negativamente na germinacao, bem como no
crescimento e desenvolvimento dos explantes, o que inclui o enraizamento e
formacao de partes aéreas (Sousa et al., 2007). Em adicao aos fatores abioticos
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(temperatura, luminosidade, fotoperiodo, composicao do meio nutritivo, entre
outros), fatores bidticos como presenca de herbivoros, patdgenos e parasitas sao
capazes de produzirem aleloquimicos prejudiciais ou ndo a germinacao de sementes
ou no crescimento e desenvolvimento das plantulas cultivadas in vitro. Estresses
bidticos podem estimular a sintese de aleloquimicos nas plantas, como defesa
vegetal, o que deslocaria o metabolismo primario no sentido do secundario,
ocasionando perdas nos parametros de crescimento vegetal. E como resultado,
taxas de crescimento e desenvolvimento tendem a decrescer (Scognamiglio et al.,
2013; Nascimento e Fett-Neto, 2010). Ademais, baixas concentracoes de aglcares
como fonte de carbono e energia, tentem a afetar mais drasticamente a
sobrevivéncia dos microrganismos patogénicos do que a sobrevivéncia das
plantulas, na competicao por nutrientes (Erig e Schuch, 2005; Damiani e Schuch,
2009; Fermino Junior et al., 2009; Sousa et al., 2007).

No caso deste experimento (Tabela 2), a branda contaminagao de T1
(20,83+0,41%) e T2 (0,83+0,05%), apesar de serem as mais altas obtidas neste
experimento, nao se mostrou de maneira ameacadora na disputa pelo alimento, na
fase de plantulas, quando se compara percentual de germinacao versus percentual
de contaminacao. Mas foi mais nociva para o processo de germinacao, quando se
relaciona percentual de germinacao versus percentual de contaminacao. Além disso,
sementes de E. grandis sao de facil germinagao e enraizamento (Aguiar et al., 1988;
Moura e Gumaraes, 2003).

Coerentemente, meios €/ou sementes menos contaminados (T2, T3, T4 e T5)
proporcionaram os maiores valores absolutos de sobrevivéncia das plantulas, muito
embora sem diferenca significativa entre si e entre T1, a excec¢ao de T3, que nao
permitiu qualquer germinacado. Castellani et al. (1996) ressaltaram que a
contaminacao das sementes pode afetar, de forma severa, a qualidade fisiolégica e,
em alguns casos, inibir por completo a capacidade germinativa das sementes.

Em experimentos muito similar ao aqui presente, realizados por Alcantara et
al. (2011) com sementes de E. grandis, suportam largamente nossos resultados: 1°
lavagem com 1°) imersao em agua estéril/30 seg.; 2°) imersao em EtOH
70%/30seg.; 3°) imersao em NaClO 2,5%/20 min.; 4°) imersao em Benomyl
1%(fungicida) /20 min. e 5°) trés lavagens com agua esterilizada, foi o tratamento
que apresentou o melhor resultado em estabelecimento da cultura in vitro, ou seja,
sobrevivéncia. Mesmo assim, a escolha por Maxim rendeu resultados ainda
melhores no quesito percentual de sobrevivéncia: independente do tratamento (a
excecao de T3) a que as sementes foram submetidas, os valores variaram entre
92,50+0,27 e 100,00+0,00%, enquanto que Alcantara et al. (2011) conseguiram
87,5%. Fermino Junior et al., (2009) trabalhando com cultivos in vitro, concluiu que
a lavagem dos frutos seguida por desinfestacao em alcool 70% e hipoclorito de sédio
2,5% mostrou-se eficiente para os fatores avaliados percentual de contaminacao,
com menor oxidacdo e maior sobrevivéncia independente da espécie ser uma
lenhosa ou palmeira. O sucesso da técnica de micropropagacao tem como ponto de
partida a recomendacao de um protocolo de assepsia e estabelecimento in vitro com
0 maior niumero de explantes assépticos, menor producao de compostos fendlicos
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(oxidacao) e maior sobrevivéncia dos explantes para as etapas seguintes. Segundo
Grattapaglia e Machado (1998), o estabelecimento de uma cultura asséptica € a
fase mais critica da micropropagacao.

4. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

O uso de sementes peletizadas de E. grandis nao interferiu em nenhum dos
parametros avaliados, uma vez que foi totalmente removido durante o processo de
assepsia das sementes. Os resultados aqui obtidos nao diferem significativamente
daqueles encontrados na literatura que usam sementes nao-peletizadas e os
protocolos de assepsia adotados nao foram capazes de ocasionar incrementos no
percentual germinativo, mas o foram para eliminar totalmente a contaminacao,
garantindo excelentes rendimentos em termos de enraizamento e sobrevivéncia das
plantulas germinadas. Além disso, o uso de fungicida Maxim nao prejudica o
processo germinativo, desde que o tempo de imersao seja inferior a 20 minutos, e é
fortemente indicado em substituicao ao Benomyl. Tempos superiores a 1 minuto de
imersao em EtOH 70% devem ser evitados, pois podem reduzir o potencial
germinativo.
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ABSTRACT: The control of exogenous contamination is one of the challenges in in
vitro cultures, especially when it comes to germination. Contaminations are
responsible for the low germination and survival rates of the seedlings. Despite the
abundant bibliography alluding the in vitro cultures asepsis of Eucalyptus seeds and
other Myrtaceae, the low germination percentage rate is a constant. This study aims
to establish an aseptic protocol to a good germination and seedling survival rates of
Eucalyptus grandis seeds. Thus, the pelleted seeds were washed with tap water
and/or sterilized, followed by immersion in 70% ethanol, immersion in 1, 2.5 or 5%
sodium hypochlorite, and then, immersion in 1% Maxim fungicide solution, in
different sequences and times, making five treatments. After this, each seed was
placed in a test tube containing Murashige & Skoog medium. The experiment was
maintained in a growth room for 64 days, at controlled photoperiod and temperature.
Percentages of germination, contamination, rooting and survival were analyzed by a
completely randomized experimental design.

KEYWORDS: asepsis; seeds; Eucalyptus, contamination.
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RESUMO: Otimizar a producao de biomassa de cepas de Aspergillus sp. para estudos
de adsorcao pode indicar um possivel emprego de microrganismos na biossorcao de
constituintes do tabaco presentes nos efluentes. Para isso, esporos de amostras de
Aspergillus sp. foram suspensos em solucao 0,02% de agar bacterioldgico. Dessa
solucao, 0,5 mL foi aplicada em placa de Petri contendo 5 mL de agar Sabouraud
preparado com extrato pé-de-fumo. As placas foram incubadas a 30°C por 48 h até
iniciar a cobertura da superficie do agar. A producao de biomassa se deu por
fermentacao em superficie liquida e fermentacao submersa em 24 erlenmeyers de
50 mL contendo 15 mL de caldo extrato p6 de fumo, e inoculados com 1 mL de uma

suspensdo padronizada de esporos (1x109 UFC/mL) incubadas a 30°C por 8 dias
em estufa estatica e com agitacao. Amostras foram coletadas a cada 48 h, e
filtradas. Maiores produtividades de biomassa foram atribuidas ao crescimento sob
agitacao. Os espectros de infravermelho do caldo revelaram uma tendéncia de
diminuicao da intensidade da absorcao das amostras apos 192 horas de contato. A
confirmacao de modificacoes quimicas no caldo e na biomassa deu-se pela analise
multivariada dos dados (PCA e HCA), e permitiram verificar similaridades entre os
conjuntos de dados associado ao caldo de p6 de fumo como meio nutritivo. Conclui-
se que as espécies de Aspergillus estudadas apresentam comportamentos
diferenciais frente ao meio extrato de fumo, sendo as amostras A. niger as mais
adaptadas as condicoes nutricionais fornecidas pelo p6 de fumo.

PALAVRAS-CHAVE: Efluentes.P6 de fumo. Aspergillus. Biossorcao.

1. INTRODUCAO

Em virtude das quantidades e de certas caracteristicas das substancias
poluidoras, como persisténcia e toxicidade, a poluicao ambiental representa um
perigo para a saude humana, de animais e de plantas, além de comprometer a
habilidade ambiental para sustentacao da vida. Os meios aquaticos recebem altas
quantidades de residuos domésticos e rejeitos industriais, que comprometem a
gualidade ambiental de fauna e flora, estando ligados diretamente as necessidades
e a salude humana.

A utilizacao de organismos vivos para remover ou reduzir poluentes no
ambiente tem sido muito pesquisada e recomendada como meio ecologicamente
mais adequado para o tratamento de areas contaminadas, indicada para aguas
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superficiais, subterraneas, solos, residuos e efluentes industriais e também aterros
(GAYLARDE et al, 2005). O emprego de microrganismos tem se destacado por ser
uma tendéncia em expansao na biotecnologia ambiental, como demonstram
Ferreira-Leitdo (2010), pela reducao potencial poluidor agregadado aos materiais
organicos quando indevidamente dispersos nas matrizes ambientais por agao micro-
organismos; Mancera-Lopez et al. (2015) pelos estudos de biorremediacao de solos
contaminados com trinitrotolueno empregando fungos da podridao branca -
Gymnopilus luteofolius, Kuehneromyces mutabilis, e Phanerochaete velutina. Nesse
trabalho foi possivel observar a grande capacidade do fungo P. velutina que foi capaz
de degradar 80% do poluente em 2,5 meses.

Da mesma forma, Yang et al. (2016) demonstraram a capacidade potencial
de fungos isolados de um corrego na China na remocao de diferentes corantes
sintéticos. Gola et al. (2016) comprovaram a capacidade de biorremediacao de
diferentes metais pesados utilizando o fungo entomopatogénico B. bassiana através
de observacao de mudancas estruturais na célula utilizando diferentes analises
microscopicas.

Segundo Evans e Furlong (2003), os microrganismos apresentam capacidade
de degradar as mais perigosas e recalcitrantes substancias presentes no ambiente
gracas a mecanismos naturais de degradacao existentes. Esta aplicacado estende-se
aos residuos soélidos e liquidos, além de sua aplicabilidade em técnicas de
remediacao de meios contaminados pelos mais diversos poluentes (HOGG, 2005).

Em virtude de sua elevada tolerancia a concentracoes poluentes em
comparacao as bactérias, os fungos vém sendo investigados desde meados de 1980
em termos da sua capacidade de remediacao (GADD et al, 2005) e muitos estudos
sao conduzidos na intencao de demonstrar o potencial dos fungos em aplicacoes de
biorremediagao, em particular do género Aspergillus.

A producao de tabaco € uma das atividades agroindustriais de maior
importancia econémica e social na regiao Sul do Brasil, representando grande
significancia na regiao do Vale do Rio Pardo. Como toda atividade industrial,
necessita de grandes volumes de agua em Seus processos.

Segundo Souza Cruz (2009), o processamento industrial do tabaco envolve a
passagem do produto por cilindros onde sao adicionados agua e vapor. A etapa
seguinte € a separagao mecanica da lamina e do talo realizada pelos separadores e
debulhadores. A agua adicionada € descartada, sendo enviada a estacao de
tratamento. A agua saturada possui coloracao marrom escura devido aos
constituintes do talo que sao extraidos durante o processo (SOUZA CRUZ, 2009).

Neste sentido, otimizar a producao de biomassa de cepa de Aspergillus sp.
selecionada para estudos de adsorcao (producao de biossorvente), no que se refere
a variaveis de processo como fermentacao submersa ou em superficie, indicaria em
possivel emprego de microrganismos na biossor¢cao de constituintes do tabaco
presentes em efluentes resultantes do processo industrial.
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2. METODOLOGIA
2.1 Crescimento das amostras de Aspergillus sp.

Amostras de Aspergillus sp. foram inoculadas em tubos de ensaio com 5 mL
de agar Sabouraud (Oxoid) inclinado e incubadas a 30 °C até formacao de micélio
reprodutor (7 dias). Os esporos foram suspensos em solucao 0,02% de agar
bacteriolégico (Himedia) e 0,5 mL desta solucao foi aplicada em placa de Petri de 7
cm de didmetro contendo 5 mL de agar Sabouraud preparado com extrato po-de-
fumo (65 g/L de caldo). As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h até iniciar a
cobertura da superficie do agar.

2.2 Produgao de biomassa

A preparacao do caldo extrato de p6-de-fumo se deu através de 1 litro de agua
deionizada para cada 100 g de p6 de fumo. A producao de biomassa através das
cepas se deu por fermentacao em superficie liquida e fermentacao submersa em 24
erlenmeyers de 50 mL contendo 15 mL de caldo extrato p6-de-fumo, e inoculados

com 1mL de uma suspensdo padronizada de esporos com 1x109 UFC/mL, com
incubacao a 30 °C por 8 dias em estufa de cultura bacterioldégica Quimis modelo
Q316M5 (fermentacao em superficie liquida) e estufa com agitacao e circulacao de
ar modelo Marconi MA- 420 a 170 RPM (fermentacao submersa).

Amostras de culturas foram coletadas em triplicata a cada 48 h, sendo o
contelddo de cada frasco filtrado a vacuo com auxilio de papel filtro previamente
tarado apos secagem em estufa a 40 °C por 24 h. Apos a filtracao, o papel filtro foi
pesado, repetindo-se a operacao de secagem. Finalmente o material seco ser pesado
e a diferenca entre o peso inicial e 0 peso final resultou no valor do peso seco da
biomassa.

3. RESULTADOS
3.1 Analise do caldo preparado de fumo e efluente

Conforme a natureza vegetal do efluente e do caldo de fumo, residuos
moleculares da estrutura da clorofila deveriam estar presentes, uma vez que o caldo
foi preparado por meio de um material de origem vegetal, classificado pela industria
fumageira como residuo. Em termos estruturais a clorofila € uma molécula complexa
e sob certas condicOes é degradada gerando estas formas residuais (STREIT et al.,
2005).

Estas estruturas residuais moleculares foram confirmadas pela observacao
dos espectros de infravermelho. A existéncia de uma banda mais intensa na regiao
de 3300 cm possivelmente esta associada ao residuo fitol que possuem em sua
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extremidade um grupamento OH, enquanto os estiramentos observados na regiao
de 1610 cm™ que correspondem a ligacao C=N, e 1081 cm™? que corresponde a
ligacao C-O do éster alifatico, ambos pertencentes a estrutura do anel porfirina
associado a molécula de clorofila.

3.2 Ensaio e otimizagao da produgao de biomassa
A evolucao da produtividade de biomassa, em diferentes tempos de

avaliacao, tanto em condicao de incubacao estatica e agitada, pode ser visualizadas
pelas figuras 1 e 2.
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—e—A.niger USP 9
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—w—A.niger 898
A.carneus CMMI 01
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—*—A. flavus USP 279
—e—A.ochraceus USP 169
—o—A. fumigatus USP 2
—+—Aspergillus sp. CMMI 13
—><—A. fumigatus CMMI 14
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Figura 1- Variagao de peso seco em estufa, sem agitacao.
0,14

Peso seco (g)

Tempos de medigdo a cada 2 dias

Figura 2 - Variacao de peso seco em estufa, com agitacao.

Na estufa sem agitacao a maior producao de biomassa foi atribuida a amostra
a Aspergillus sp. CMMI 17 seguida pela amostra A. niger USP 9. Para a condicao
agitacao, verificaram-se menores variacoes de peso seco para as diferentes
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amostras de Aspergillus sp., com maiores produtividades relacionadas as amostras
A. niger CMMI 02 e A. niger USP 9, corroborando os resultados obtidos pelo
crescimento micelial radial.

A diferenca encontrada na comparacao dos resultados de crescimento
micelial e peso seco na condicao estatica pode ser atribuida ao comportamento de
fungos nao adaptados ao meio apresentam maiores taxas de crescimento buscando
colonizar novos meios com nutrientes mais adequados. A velocidade de crescimento
micelial, portanto, nao foi utilizada como critério para a selecao de da cepa mais
adequada ao ensaio de biossorcdo. Esta selecao se deu a partir da producao de
biomassa.

Outra diferenciacao entre as condicoes de crescimento quando agitada ou
estatica esta atribuida a produtividade de biomassa nestas diferentes condicoes.
Maiores produtividades de biomassa foram atribuidas ao crescimento sob agitacao,
que apresentou 0,103 g como maior valor de peso seco, enquanto que na condicao
estatica o maior valor de peso seco foi de 0,093 g e foi bem superior os demais
valores de peso seco nestas condicoes.

Além da producao de biomassa e, conseqlientemente, sua atribuicao na
forma de peso seco, foi avaliada qualitativamente também a capacidade de
absorcao de pigmentos presentes no meio de cultura liquida. As amostras retiradas
da estufa agitada, no quarto tempo de medicao (192 horas), que apresentaram
melhor evidéncia de absorcao foram as amostras A. niger CMMI 01, A. niger CMMI
02, A. niger USP 898 e A. niger USP 9, conforme visualizado na figura 3.

Figura 3- Cor residual do caldo de pé-de-fumo apés 192 horas de cultivo de algumas cepas de
Aspergillus sp. (1) A. niger CMMI 03, (2) A. niger USP 9, (3) A. niger CMMI 02, (4) A. niger USP 898,
(5) A. niger CMMI 01 e (6) caldo de pé-de-fumo em inoculacao

Pela figura se observa uma reducao gradual da cor do caldo de p6-de-fumo
principalmente para as amostras A. niger CMMI 01, A. niger CMMI 02 e A. niger USP
898. As demais amostras também apresentaram reducao da coloracao do caldo
sendo esta mais discreta quando comparado ao caldo puro, sem inoculagao.

Pela observacao dos espectros de infravermelho para o caldo verificou-se

—————————————————
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uma tendéncia de diminuicao da intensidade da absorcao das amostras apos 192
horas de contato com o caldo, indicando um consumo pelos microrganismos dos
componentes residuais da molécula de clorofila, utilizados para seu
desenvolvimento como fontes de carbono e nitrogénio.

Situacao similar pdde ser observada nos espectros de infravermelho do caldo
onde as amostras de biomassa permaneceram em contato com o caldo por 24 horas,
sendo verificadas mudancas no meio pela diminuicao de algumas bandas de
absorcao. Assim, afirma-se intuitivamente que ja existe uma boa adaptacao as
condicoes do meio caldo de po-de-fumo em apenas 24 horas de contato.

A confirmacao destas modificacdoes quimicas no caldo bem como na
biomassa, procedeu-se com a analise multivariada dos dados por meio de PCA e
HCA. Estudo via PCA permitiu a verificacao de similaridades entre os conjuntos de
dados associado ao caldo de po-de-fumo utilizado durante 192 horas como meio
nutritivo para o desenvolvimento das amostras de Aspergillus sp.

Considerando toda a faixa de comprimento de onda por meio de um diagrama
bidimensional de scores, houve a formacao de dois grupos distintos, mostrados pela
figura 4. As trés primeiras componentes (PC1, PC2 e PC3) permitiram a clara
separacao de dois grupamentos, nao havendo necessidade pela consideracao das
demais componentes principais. Estas trés primeiras componentes descrevem
76,73% dos dados.

@

Factor2

R o OB o 90
= % o

Factor3

Factor1 Factor2

Figura 4 - Grafico de scores de PCA de espectros FTIR (4000 a 600 cm1) de caldo de pé-de-fumo
apo6s 192 horas de cultivo de cepas de Aspergillus sp.. Amostras em verde: cepas cujos caldos
apresentaram maior remocao qualitativa de cor; amostras em vermelho: demais cepas.

A HCA mostrou a distingao entre os dois principais grupos ja verificados pela
PCA quando observado o caldo apés 192 horas de contato com a biomassa. Quando
analisamos toda a regiao de absorcao de infravermelho (4000 a 600 cm3), o
dendograma obtido mostra a formacao de dois grupos com similaridade préxima de
0,300. Um deles esta relacionado a amostras de maior biossorcao, com indice de
similaridade de 0,585, enquanto o outro grupo apresenta muitas extensdes sem
aparente tendéncia a formacao de grupamentos em funcao das diferencas em
termos de absorcao pelas amostras.
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4. CONCLUSOES

Verificou-se que as espécies de Aspergillus estudadas apresentam
comportamentos diferenciais frente ao meio extrato de fumo, sendo as amostras A.
niger as mais adaptadas as condigcdes nutricionais fornecidas pelo p6é de fumo.

O ensaio de producao de biomassa demonstrou qualitativamente a reducao
da cor para o meio liquido formado pelo caldo preparado de fumo. Estes resultados
estimularam o emprego da biomassa na remocao de pigmentos presentes em
efluente de indastria fumageira. A analise multivariada permitiu a comprovacao de
diferencas existentes entre aquelas amostras que apresentaram taxas de absorcao
distintas durante a fase de fermentacao.

O seu emprego como bioprocesso pode ser somado ao tratamento de
efluentes de industrias fumageiras que enfrentam problemas na reutilizacao de
seus residuos liquidos, atribuidos a sua coloracao.

Em adicao, o meio preparado com extrato de fumo pode se tornar um meio
seletivo para espécies distintas de fungos, uma vez que a formacao do halo se deu
para algumas das espécies estudadas, como foi verificado por Khan et al (2004)
no estudo e diferenciacao de duas espécies de Candida pelo uso de meio
preparado com pd de fumo.

Espera-se ainda estudar a viabilidade de emprego do residuo p6é de fumo
como fonte alternativa para a producao de bioprodutos de alto valor agregado.
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ABSTRACT: Optimize the biomass production of Aspergillus sp. For adsorption studies
may indicate a possible use of microorganisms in the biosorption of tobacco
constituents present in the effluents. For this, spores of Aspergillus sp. Were
suspended in 0.02% bacteriological agar solution. From this solution, 0.5 mL was
applied in Petri dish containing 5 mL of Sabouraud agar prepared with powdered
smoke extract. The plates were incubated at 30 ° C for 48 h until the surface cover
of the agar began. Biomass production was by fermentation on a liquid surface and
submerged fermentation in 24 mL 50 mL Erlenmeyer flasks containing 15 mL of
broth extract smoke powder and inoculated with 1 mL of a standard suspension of
spores (1x105 CFU / mL) incubated at 30 ° C For 8 days in a static greenhouse with
agitation. Samples were collected every 48 h and filtered. Higher biomass yields were
attributed to growth under agitation. Infrared broth spectra revealed a tendency to
decrease the absorption intensity of the samples after 192 hours of contact.
Confirmation of chemical modifications in the broth and biomass was made by the
multivariate analysis of the data (PCA and HCA), and allowed to verify similarities
between the data sets associated to the smoke powder broth as a nutrient medium.
It is concluded that the species of Aspergillus studied presented differential behaviors
against the medium smoke extract, and the A. niger samples were the most adapted
to the nutritional conditions provided by the smoke powder.

KEYWORDS: Effluents. Smoking powder. Aspergillus. Biosorption.
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PROSPECGAO DE GENES DE REFERENCIA PARA qPCR EM PEIXE-REI (Odontesthes
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RESUMO: Utilizados como controle interno da técnica de gPCR, os genes de
referéncia devem obrigatoriamente exibir um padrao de constitutiva para a obtencao
de um resultado fidedigno. As actinas sao proteinas altamente conservadas e a
evolucao desta familia génica tem sido bastante estudada, tendo o gene da isoforma
B recebido destaque devido ao seu carater de manutencgao. Dentre as espécies de
teledsteos com potencial aquiculo, destaca-se o peixe-rei (Odontesthes humensis), o
qual pertence a familia Atherinopsidae, sendo extremamente exigente em termos de
qualidade de agua. Sendo assim, este animal vem recebendo atencao de
pesquisadores, pois, quando submetido a uma situagao de estresse, 0 mesmo acaba
respondendo de maneira em que sua maquinaria molecular seja direcionada a sua
sobrevivéncia. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo a clonagem
molecular, o sequenciamento e a caracterizacao do gene da B-Actina em peixe-rei.
Foi realizado a confeccao de primers especificos para a amplificacao da B-Actina.
Apos, foi realizada a clonagem molecular deste gene através da PCR com gradiente
de temperatura e posterior sequenciamento do mesmo através do método de
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Sequenciamento de Sanger automatizado.
PALAVRAS-CHAVE: Genes de referéncia, PCR, B-Actina e Sequenciamento

1. INTRODUCAO

A Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica de amplificacao in
vitro de sequéncias de DNA. Ela foi desenvolvida pelo bioquimico americano Kary
Mullis e seus colaboradores e apresentada oficialmente ao publico em 1986
(MULLIS et al., 1986). A PCR logo revolucionou a ciéncia e rendeu a Mullis o prémio
Nobel de Quimica de 1993. Atualmente a PCR subsidia a grande maioria dos estudos
sobre o codigo genético nas mais diversas areas do conhecimento. Com a PCR bem
estabelecida, surgiram variacoes desta técnica, como a Reacao em Cadeia da
Polimerase quantitativa (qPCR) em tempo real, a qual foi descrita por Higuchi e seus
colaboradores. Esta técnica permite o acompanhamento da amplificacdo da amostra
molde, a cada ciclo de amplificacao, sendo um método de deteccao e quantificacao
extremamente confiaveis.

A utilizacao da qPCR para realizar a quantificagcao absoluta ou relativa dos
niveis de transcricao de RNAs mensageiros (MRNAs) inovou a compreensao de
respostas celulares através do entendimento de interacdes moleculares. Devido ao
seu custo, especificidade, sensibilidade e simplicidade, esta técnica molecular tem
sido amplamente utilizada para verificar alteracoes de expressao de um ou mais
genes de interesse. Além das vantagens citadas acima, a qPCR possui suas
interacdes quimicas e analise de dados bem estabelecidas, oferecendo uma gama
de vantagens em comparacao aos métodos tradicionais, tais como Nothern blot e
PCR semi-quantitativo.

Como a gPCR é uma técnica extremamente precisa, que permite a deteccao
de pequenas alteracées na expressao génica entre as amostras, € de extrema
importancia que se possua um grande cuidado em cada etapa anterior da gPCR,
tanto de preparagcao da amostra quanto de processamento. Mesmo com o extremo
cuidado, variacoes metodoldgicas podem acontecer, para isso é utilizado uma forma
de normalizacao dos dados, visando minimizar ou corrigir variacoes experimentais
inevitaveis. No método de quantificacao absoluta da qPCR, o nivel crescente de sinal
fluorescente emitido pelos produtos amplificados pela reacao é comparado a uma
curva padrao. Porém, quando realizada a quantificacao relativa da expressao génica,
utiliza-se a seguinte formula matematica: 2 -2ACT, mas para isso € necessario a
utilizacao de genes de referéncia para realizar o calculo.

Os genes de referéncia devem exibir uma expressao constitutiva para a
obtencao de um resultado confiavel. Esses genes, sao utilizados como controle
interno da qPCR, possuindo sequéncias de DNA diferentes do gene alvo que esta
sendo analisado. Para que um gene seja estabelecido como referéncia confiavel, ele
deve possuir caracteristicas notaveis de expressao, como a nao variabilidade de
expressao causada por fatores experimentais. Ainda, este gene deve manter a sua
expressao regular em todo e qualquer tecido e estado fisiologico do organismo. Além
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disso, € desejavel que este gene demonstre a menor variabilidade resultante em
relacao a diferentes tecnologias utilizadas em procedimentos de preparacao de
amostra, como a utilizagao de kits comercias e reagentes de diferentes marcas, por
exemplo. Além disso, este gene deve possuir expressao estavel em diferentes
concentracoes e tratamentos em um experimento especifico. E sabido que genes de
metabolismo basico exercem o desempenho perfeito dessas condicoes, e que por
definicao, estdo envolvidos em processos essenciais para a sobrevivéncia das
células, devem ser expressos em um nivel constante e nao regulado constantemente
e de fato, eles foram primeiro examinados como genes de referéncia (THELLIN et al.,
1999). Assim, é necessario validar varios genes de referéncia para varias espécies
e seus estagios de desenvolvimento em diferentes tecidos, bem como para cada tipo
de condicao ambiental controlada (LIVAK e SCHMITTGEN 2001; ZHENG e SUN
2011).

Todavia, ndo é isso que encontramos em trabalhos relacionados a
quantificacao da expressao génica relativa em teledsteos. Grande parte dos
trabalhos utilizam genes normalizadores bem estabelecidos em espécies de
mamiferos. Os principais genes de referéncia de mamiferos que tém sido utilizados
em espécies de teledsteos sao a B-Actina (CHOI; AN, 2008; NAWATA et al., 2010),
EF1a (NILSEN et al.,, 2007; PATTERSON; BODINIER; GREEN, 2012; SCOTT et al.,
2004; SINHA et al., 2015), GAPDH (LIN et al., 2004),18S (SINHA et al., 2015), entre
outros.

A subunidade ribossdmica 18s € um constituinte da pequena subunidade
ribossomal eucaribtica 40s, portanto, € um componente basico de todas as células.
Porém, o gene que codifica para essa subunidade ribossémica possui menor grau de
conservacao da sua sequéncia entre as espécies do que GAPDH e as actinas. Apesar
do seu menor grau de conservacao, esse gene € utilizado para reconstruir ou elucidar
historias evolutivas dos organismos. Além disso, este gene tem sido utilizado como
referéncia principalmente para analises filogenéticas e analises de marcadores para
biodiversidade ambiental.

O fator de alongamento 1 Alfa (EF1-a) € uma isoforma da subunidade alfa
complexa de eEF-1. E uma proteina codificada pelo gene eEF1al e expressa em
célula eucaridticas, o qual desempenha seu papel na traducao proteica, além de
participar no processo de proliferacao celular, envolvendo a organizagao do
citoesqueleto e a transducao de sinal. Além disso, este fator de alongamento é
relatado como mediador de recrutamento de aminoacil-tRNA durante a sintese
proteica. O grau de conservacao deste gene é comparado com o alto grau de
conservacao do gene B-actina, sendo considerado um gene de referéncia confiavel.

0 tetramero glicolitico gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) é uma
proteina que catalisa a conversao do gliceraldeido 3-fosfato em D - glicerato 1,3-
bisfosfato, fornecendo energia e moléculas de carbono para a célula. Além da sua
funcao catalisadora, esta proteina regula processos nao metabdlicos, tais como,
ativacao da transcricao, apoptose e transporte axoplasmatico. Comparando esta
proteina com a familia de proteinas actina, o GAPDH possui um menor nimero de
copias em regides de codificacao intraespecificas, no entanto, sua sequéncia €
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suficientemente conservada entre os diferentes tipos de filamentos animais,
tornando um gene confiavel para ser utilizado como referéncia.

As actinas sao proteinas altamente conservadas responsaveis por
desempenhar papéis importante nas células, tais como, fluxo citoplasmatico,
alteracoes na motilidade e forma celular, divisao celular e fagocitose. Além disso,
essas proteinas sao o principal componente dos microfilamentos citoplasmaticos em
células eucaridticas. A evolucao desta familia génica tem sido bastante estudada e
0 gene da isoforma B tem sido amplamente estudado em diversas espécies de
mamiferos, crustaceos e peixes, devido ao seu carater de manutencao e sua
utilizacao em pesquisas na area de transgénese.

Dentre as espécies de teleésteos com potencial aquicula esta o peixe-rei
(Odontesthes humensis de Buen, 1953). Esse peixe pertence a familia
Atherinopsidae, sendo normalmente encontrados em lagoas costeiras e areas
estuarinas de paises como a Argentina, Brasil e Uruguai. Por sua origem marinha, é
um peixe exigente em termos de qualidade de agua, ocupando ambientes de agua
doce e agua salobra. Visto isso, este peixe vem recebendo atencao de
pesquisadores, pois, quando submetido a determinados tipos de estresse, acaba
respondendo de maneira em que sua maquinaria molecular seja em resposta a sua
sobrevivéncia.

Dessa forma, buscando subsidiar estudos futuros de toxicologia molecular em
espécies aquaticas, utilizando a técnica da gPCR, considerada “padrao ouro” para
analises de expressao génica, € notavel a necessidade de um gene de referéncia
especifico para a espécie Odontesthes humensis. Dessa maneira, o gene da B-Actina,
o qual apresenta uma alta taxa de conservacao entre inimeras espécies e com
funcao bem elucidada na literatura, torna-se um 6timo candidato para referéncia.
Sendo assim, este trabalho tem como objetivo a clonagem molecular, o
sequenciamento e a caracterizacao do gene da [-Actina em peixe-rei.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Desenho de Primers

Foram confeccionados primers especificos para a amplificacao do gene da [3-
Actina. Como a sequéncia deste gene em peixe-rei (Odontesthes humensis) ainda
nao havia sido elucidado na literatura, houve a necessidade de desenhar primers, 0s
quais foram baseados em sequéncias estruturais de outros organismos proximos
filogeneticamente ao peixe-rei, ja depositadas no banco de dados Genbank®. Os
primers foram desenhados com auxilio do software online Prifi (http://cgi-
www.cs.au.dk/cgi-chili/PriFi/main), o qual baseia-se no alinhamento das sequéncias
utilizadas, a fim de encontrar uma determinada regiao génica com o maior grau de
conservacgao possivel as sequéncias utilizadas como data input.
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2.2 Coleta Tecidual

A coleta de tecidos de peixe-rei foi realizada no municipio de Arroio Grande
(RS), no Laboratério de Piscicultura na Barragem do Chasqueiro - UFPel. Os animais
utilizados no estudo foram mantidos em tanques cilindricos de 1.000 L, alimentados
trés vezes ao dia (Supra, 38% de proteina bruta) até a saciedade, com agua em pH
7,5+ 0,3 e 19 * 0,3°C para aclimatacao.

Os animais foram submersos em uma solugao de anestesia composta de
benzocaina a 50mg/L, até a perda total de equilibrio, enquanto anestesiados, os
mesmos foram eutanasiados por meio de seccao medular e excisao cerebral,
visando a posterior retirada dos tecidos de interesse, tais como, tecido branquial,
cerebral, hepatico e renal, de acordo com as Diretrizes da pratica de eutanasia do
Controle de Experimentacao Animal (CONCEA). Os tecidos foram criopreservados em
N2 (-196°C) até a sua utilizacao.

Todos os procedimentos descritos acima foram aprovados pelo Conselho de
Etica em Experimentacdo animal da Universidade Federal de Pelotas, sob o n° de
processo 7018/2015-85.

2.3 Extracao de RNA

As amostras de tecido hepatico criopreservados em Nz foram descongeladas
sob temperatura de refrigeracao (4°C) e em seguida, foram utilizados pistilos para a
lise fisica do tecido juntamente ao reagente TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, USA)
para lisar as células quimicamente. Logo apds, foi utilizado o Cloroférmio (Sigma-
Aldrich, USA) para a separacao dos acidos nucléicos, proteinas e lipidios em fases
diferentes. ApOs o isolamento do acido nucléico de interesse, a molécula foi
submetida ao reagente Isopropanol (Sigma-Aldrich, USA) para precipitacao da
mesma e em seguida, submetida a lavagens com Etanol 70% (Sigma-Aldrich, USA)
para a retirada de algum resquicio de moléculas nao desejaveis na extracao, sendo
o RNA eluido em agua livre de nucleases posteriormente.

2.4 Quantificagao por Espectrofotometria de luz UV e Sintese de DNA Complementar
(cDNA)

Apbs a etapa de extracao de RNA, as amostras foram quantificadas por
espectrofotometria de luz ultravioleta utilizando o equipamento NanoVue™ Plus (GE
Healthcare Life Science, USA), o qual determina a concentracao da amostra através
de absorbancia em um comprimento de onda de 260nm. Para verificar a pureza da
amostra, foi utilizada a razao entre as absorbancias obtidas nos comprimentos de
onda de 260nm e 280nm (razao A2eso/A2s0).

Sendo assim, as amostras que obtiveram uma concentracao satisfatoria e
pureza ideal, foram submetidas a sintese do cDNA, com o auxilio do kit comercial
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High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA), conforme as
instrucoes do fabricante.

2.5 Clonagem Molecular e Purificagcao

A partir do cDNA sintetizado, bem como os primers especificos para o gene
da B-Actina confeccionados, foi realizada a PCR convencional utilizando o kit
comercial GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega, USA), segundo as instrucoes
do fabricante. Foram realizadas reacoes de PCR com gradiente de temperatura na
etapa de anelamento dos primers. Apdés a amplificacao génica, foi realizada a
eletroforese utilizando um gel de agarose com concentracao de 1,2%, buscando
separar os fragmentos amplificados.

Visando obter uma amostra com concentracao e pureza ideais para o
Sequenciamento pelo método de Sanger Automatizado, foi realizada uma etapa de
purificacao utilizando o kit comercial illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
(GE Healthcare, USA), conforme as instrucoes do fabricante.

2.6 Sequenciamento

As amostras purificadas a partir do gel de agarose com concentracao de 1,2%
foram utilizadas para realizar a reacao de Sequenciamento pelo método de Sanger
Automotizado. Foi utilizado o kit comercial BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, USA), para a amplificacdo exponencial do
fragmento de interesse através da utilizacao dos primers especificos e também pela
adicao de dNTPs e ddNTPs. Os procedimentos foram realizados seguindo as
instrucoes do fabricante.

Para a purificacao foi utilizado o kit comercial BigDye® XTerminator™
Purification (Applied Biosystems, USA), conforme as instrugcdes do fabricante. Com
as amostras devidamente purificadas, o sequenciamento foi realizado no
Laboratério de Gendmica Estrutural da UFPel, utilizando o equipamento Applied
Biosystems 3500 Genetic Analyzer® (Life Technologies, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de RNA extraidas com TRIzol®, a partir de tecido hepatico
apresentaram uma concentracao média de 200 ng/ul e um grau de pureza de
A2e0/A2s0 >1,8. Posteriormente, pode-se verificar que os primers confeccionados
foram eficazes, pois houve anelamento e amplificacao do fragmento de interesse no
tamanho esperado de 448bp o qual foi visualizado em gel de agarose.

Dessa forma, para obter uma amplificacao ainda mais precisa, foi realizado
uma segunda rodada da PCR, porém desta vez com gradiente de temperatura que

s
79



variou de 60 a 70°C. E importante realizar gradiente de temperatura para verificar o
padrao de amplificacao da banda, podendo assim, descartar temperaturas nas quais
possa haver amplificacoes inespecificas, evitando o sequenciamento de um
fragmento inesperado. Logo apds, com a constatacao de que a melhor temperatura
de amplificacao foi de 64,7 °C, pode-se realizar a purificacao utilizando colunas de
silica comerciais disponiveis no kit de purificacao. Com o produto da PCR puro,
procurou-se a melhor diluicao do produto purificado, para realizar o
Sequenciamento. A diluicao do produto da PCR selecionado para o Sequenciamento,
foi a diluicao 107 (Fig.1), pois apresentou uma banda com boa concentracao,
compacta e livre de amplificacoes inespecificas visiveis em gel de agarose.

M 10" 102 10* 10* 10° 10°® 107 10® 10° 10" 10" B

- e g D e® wo - o

Fig. 1: Visualizacao em gel de agarose com concentracao de 1,2% dos fragmentos amplificados por
PCR com diluigbes, variando de 10-1a 101 e controle negativo (B).

Com a amostra concentrada, pura e diluida, foi realizado o Sequenciamento
pelo método de Sanger Automatizado, originando uma sequéncia consenso de
350bp (Fig.2), que apds analise por bioinformatica, apresentou identidade superior
a 90% com sequéncias de B-Actina de outras espécies, confirmando que o gene
sequenciado foi realmente o da B-Actina. Assim, a sequéncia génica da B-Actina de
Odontesthes humensis foi depositada no Genbank® sob o nimero de acesso
KX060039.

ATCGTGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACGTTGCCCTGGACTT

hm, i ﬂ_l il hhlu

Fig. 2: Eletroferograma representativo do sequenciamento do gene da B-Actina.

4. PERSPECTIVAS

Este estudo tem como perspectiva a avaliacao da eficiéncia da B-Actina como
um gene de referéncia, bem como os citados ao longo do texto em peixe-rei
(Odontesthes humensis), a fim de utiliza-los em futuros estudos como gene de
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referéncia em quantificacoes relativas da expressao génica através da gPCR.
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ABSTRACT: Used as internal control of the qPCR technique, the reference genes must
necessarily exhibit a constitutive standard to obtain a reliable result. Actins are highly
conserved proteins and the evolution of this gene family has been studied, having
the B isoform gene received prominence due to its housekeeping function. Among
the species of teleosts with potential aquiculture, the pejerrey (Odontesthes
humensis), which belongs to the family Atherinopsidae, being extremely demanding
in terms of water quality. Thus, this animal has been receiving attention from
researchers, since, when subjected to a stress situation, it ends up responding in a
way that its molecular pathways are directed to the fish survival. In this context, this
work aimed the molecular cloning, sequencing and characterization of the B-Actin
gene in pejerrey. Was realized the preparation of specific primers for the ampilification
of B-Actin. Then, the molecular cloning of this gene was performed by PCR with
temperature gradient and subsequent sequencing through the automated Sanger
Sequencing method.

KEYWORDS: Reference gene, PCR, B-Actin and Sequencing.
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RESUMO: A crescente preocupacao na melhora da qualidade de vida, prevencao de
doencas, diminuicao do uso de substancias conservantes, melhoria da qualidade
sensorial de produtos tradicionais, estimula o desenvolvimento de pesquisas
relacionadas a caracterizacdo molecular e tecnoldgicas de micro-organismos
produtores de substancias com potencial para aplicacao como bioconservante,
bactérias laticas apresentam um grande potencial para a extensao da vida de
prateleira de produtos, seu metabolismo produz inimeros compostos com
capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos e
deteriorantes. O metabolismo fermentativo desse grupo de bactérias € caracterizado
pelo acimulo de acidos organicos responsaveis pela acidificacao e reducao do pH
do meio, de acordo com o produto final da fermentacao de carboidratos, podem ser
classificadas em homofermentativas e heterofermentativas, as caracteristicas do
metabolismo fermentativo sao importantes para a fabricagao de alimentos,
geralmente o micro-organismos deve ser adicionado a produtos similares aos quais
foram isolados, para melhor adaptacao da cultura. Seu emprego principal € obtencao
produtos fermentados preferivelmente produtos de origem lactea como leites
fermentados, bebidas lacteas e queijos, sua aplicacao nesses produtos deve-se a
sua ocorréncia natural na microbiota do leite e de produtos lacteos, a manutencao
das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante a vida Gtil do produto,
o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do produto durante os processos
de fermentacdao e maturacao. O uso de tecnologico de bactérias laticas para a
fabricacdo de alimentos fermentados, apresenta novas possibilidades
principalmente no que diz respeito a bioconservacao, seja por sua aplicacao direta
em alimentos ou o0 uso de seus produtos metabdlicos.

PALAVRAS-CHAVE: Metabolismo Fermentativo, Bacteriocinas, Bioconservacao,
substancias antimicrobianas, Lactobacillus sp.
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacao na melhora da qualidade de vida, prevencao de
doencas, diminuicao do uso de substancias conservantes, melhoria da qualidade
sensorial de produtos tradicionais, tem estimulado o desenvolvimento de pesquisas
relacionadas a caracterizacdo molecular e tecnologicas de micro-organismos
produtores de substancias com potencial para aplicacao como bioconservante, as
bactérias laticas apresentam um grande potencial para a extensao da vida de
prateleira de produtos, seu metabolismo produz inGmeros compostos com
capacidade de inibir o crescimento de micro-organismos patogénicos e deteriorantes
(DE SOUZA, 2006; HERMMANS, 2013).

Ao longo dos anos a industria de laticinios vem se adaptando a esta
tendéncia, buscando oferecer ao consumidor alternativas alimentares aliando as
caracteristicas tradicionais dos produtos a novos métodos de conservacgao,
substituindo os conservantes quimicos por alternativas naturais (O’CONNOR et al.,
2015).

A selecao de um micro-organismo para utilizacao em um alimento deve estar
baseada na observacao de trés fatores principais: seguranca, caracteristicas
funcionais e caracteristicas tecnolégicas. Quanto a seguranca, aspectos como a
origem, nao patogenicidade e resisténcia aos antibidticos devem ser verificados
(MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).

As bactérias laticas produzem peptideos antimicrobianos que normalmente
apresentam atividade antibacteriana contra os agentes patogénicos de origem
alimentar, bem como bactérias deteriorantes. Portanto, eles tém atraido a maior
atencao como ferramentas para bioconservacao de alimentos. Em alguns paises o
uso de bactérias laticas € amplamente difundido, seja como probiéticos ou no
processamento de alimentos com o intuito de bioconservacao (MESSAOUDI et al.,
2013).

As caracteristicas tecnoldgicas de interesse estao relacionadas a producao
de substancias aromaticas, manutencao da viabilidade das células no produto ao
longo do processo de fabricacao, manterem e melhorar as caracteristicas fisico-
guimicas e microbiol6gicas do produto, sem causar alteracdes indesejaveis, inibicao
de micro-organismos contaminantes, garantir a manutencao da seguranca alimentar
do produto ao decorrer de sua vida Util (BOYLSTON et al., 2004; CASTRO et al., 2015).

Os produtos lacteos apresentam uma microbiota natural responsavel por
desenvolver caracteristicas sensoriais, conservar produtos e auxiliar na manutencao
da salude humana. As bactérias laticas apresentam uma elevada capacidade de
transformar substratos. E pesquisas tém sido conduzidas na busca de culturas
adequadas para fabricacdo de um determinado produto, ou em funcao de
propriedades especificas como a producao de bacteriocinas (DEEGAN et al., 2006;
BOURDICHON et al., 2012).

O queijo minas frescal ocupa o terceiro lugar no ranking de consumo de
qgueijos no Brasil (MIRAGAIA, 2013). Devido a intensa manipulacao apresenta uma
alta carga microbiana, a populacao microbiana desses queijos geralmente é
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considerada patogénica (JAY, 2005).

A aplicacao de substancias antimicrobianas para a conservacao de alimentos
vem sendo estudada por serem produzidas a partir de micro-organismos de interesse
industrial, as bactérias laticas sao amplamente empregadas na producao de
alimentos fermentados de origem lactea, o que viabiliza o estudo do emprego dessas
substancias visto que é de interesse da industria desenvolver alternativas para a
conservacao de alimentos (PARADA et al., 2007).

O conhecimento e 0 uso desses fatores combinados em um alimento formam
a teoria de obstaculos (LEISTNER, 1992), que permite o controle do prazo de
validade, a estabilidade microbiologica, bem como a prevencao da multiplicacao
e/ou producao de toxinas por micro-organismos patogénicos eventualmente
presentes (DE MARTINIS et al., 2002).

A qualidade dos produtos desenvolvidos vai depender do conhecimento
sobre 0s micro-organismos empregados e das caracteristicas tecnolbgicas
apresentadas pelos mesmos, e o estudo das substancias produzidas por esses
micro-organismos e a maneira como se comportam durante as etapas de
elaboracao de produtos alimenticios, a sua origem e a identificacao molecular para
comprovacao das suas caracteristicas (DE MARTINIS et al., 2003; CAMARGO,
2011).

Os mecanismos de resisténcias de bactérias contaminantes principalmente
sobre a acao de antibidticos tem se intensificado nos dltimos anos, contribuindo
para um aumento na ocorréncia de DTAs (Doencas Transmitidas por Alimentos), e
dificultando os processos de eliminacao desses micro-organismos, as bacteriocinas
podem ser utilizadas no combate da proliferacao desses micro-organismos, visto
que, sao substancias naturais de um determinado grupo de micro-organismos
amplamente empregados no processamento de alimentos (PARADA et al., 2007).

Uma série de pesquisas no campo da ciéncia dos alimentos tem se
concentrado em novas tecnologias de conservacao e producao de alimentos
funcionais, poucos destes métodos de conservacao e producao tém sido
implementadas pela indUstria de alimentos até agora (DEVLIEGHERE et al., 2004;
MESSAOUDI et al., 2013).

2. BACTERIAS LATICAS

Os micro-organismos caracterizados como bactérias laticas, geralmente
apresentam-se como Gram positivas, microaerofilas, catalase negativa e usualmente
nao apresentam motilidade. Sao muito exigentes, os meios elaborados para seu
cultivo devem ser ricos em hidrolisados proteicos, carboidratos, vitaminas e
nucleotideos, o pH geralmente é acidificado, contribuem para a fermentacao e
degradacao de aclcares presentes no leite, seu efeito antagonista impossibilita a
procriacdo de outras bactérias Gram positivas (KLANDER, 1983). E um grupo de
bactérias muito utilizado na indlstria de alimentos, por ter como principal
caracteristica a fermentacao da glicose a acido latico (LIU, 2008; RAIEK, IBRAHIM,
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2013).

0 metabolismo fermentativo desse grupo de bactérias € caracterizado pelo
acumulo de acidos organicos (acido latico, acético e propidnico) responsaveis pela
acidificacao e reducao do pH do meio, de acordo com o produto final da fermentacao
de carboidratos, podem ser classificadas em homofermentativas (produto final acido
latico) e em heterofermentativas (produto final acido latico, etanol e diéxido de
carbono), as caracteristicas do metabolismo fermentativo sao importantes para a
fabricacdo de alimentos, geralmente o micro-organismos deve ser adicionado a
produtos similares aos quais foram isolados, para melhor adaptacao da cultura (DE
SOUZA MOTTA, 2015).

O sabor e o0 aroma dos produtos fermentados estao relacionados com as
bactérias lacteas, pois conferem a textura e outras caracteristicas desejaveis nesses
produtos. Produz uma grande diversidade de enzimas glicoliticas, lipoliticas e
proteoliticas, que estao envolvidas na transformacao de nutrientes fundamentais em
compostos desejaveis (DE SOUZA MOTTA, 2015).

O fato de serem in6cuas consideradas como GRAS (geralmente reconhecido
como seguro do inglés “Generally recognized as safe”), faz com que seu uso para
fabricacao de produtos alimenticios possa ser viabilizado. O grupo das BAL compode-
se de doze géneros: Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Lastosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pedicoccus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus € Wessella (JAY, 2005).

Aindustria de alimentos tem interesse em alguns géneros de bactérias laticas
sendo esses:

e Género Lactococcus: tem funcao de cultura iniciadora, principalmente na
fabricacao de queijo por serem responsaveis pela transformacao da lactose em
acido latico, suas enzimas também contribuem para maturacao, estando envolvidos
como a protedlise e conversao de aminoacidos em substancias volateis, como
também sao as principais responsaveis pelas caracteristicas organolépticas do
gueijo (PERRY, 2004), sao cocos gram positivos, homofermentativo, requerem meios
de culturas elaborados, crescem a temperaturas de 10°C a 45°C.

e GEénero Leuconostoc: muito utilizado na producao de picles e vegetais
fermentados (AQUARONE et. al. 2001), sao células esféricas gram positivas,
heterofermentativo, a fermentacao é restrita a mono e dissacarideos.

eGénero Pediococcus: muito utilizado como in6culo na inddstria de
fermentados carneos, por inibir um grande numero de micro-organismos
patogénicos contaminantes desses produtos (SCHIFFNER et. al, 1978); sao células
gue ocorrem alternadamente em dois planos com seus angulos formando
tetraedros, a fermentacao da glicose produz acido latico ou DL (+) - Lactato.

e Género Streptococcus: sao bactérias responsaveis juntamente com as do
género Lactobacillus pela producao do iogurte promovendo a acidificacao do leite
(NICKERSON et. al. 1978). Os Streptococcus sao células esféricas ou ovais, ocorrem
em pares ou em cadeia, seu metabolismo fermentativo produz acido latico, nao
produzindo gas.

Uma grande diversidade de pesquisas tem sido conduzidas para a utilizacao
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de bactérias laticas como culturas iniciadoras ou coadjuvantes na fabricacao de
produtos alimenticios (Tabela 1), com o intuito de padronizar 0os processos
produtivos, melhorar a seguranca e a qualidade dos produtos, preservando suas
caracteristicas tipicas (DE PREZZI, 2014; SOUZA MOTTA, 2015;).

Tabela 1: Bactérias laticas isoladas de diversos ambientes, sua aplicacao e beneficios promovidos
em produtos alimenticios
Culturas autoctones Produto Beneficios
Lctobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, e
Lactobacillus paracasei Bebidas Fermentadas
subsp. paracasei

Producao de acidos organicos e
melhor crescimento celular

Lactobacillus e

Acidificaca -
Staphylococcus Salsicha cidificagao e redugao de

microbiota indesejavel

L. lactis subsp. lactis, L.
plantarum e L. mesenteroides .. Melhoria dos atributos sensoriais
) Queijos
subsp. mesenteroides do produto

Pediococcus acidilactici e

~ . Reduz a proliferagao de
Staphylococcus vitulus Salsichao e chourico Uz a proll ¢

Enterobactereacea e patégenos

Efeito benéfico nas caracteristicas
Embutidos fermentados microbiolégicas, fisico-quimicas e
sensoriais
Melhora as caracteristicas fisico-
guimicas mantendo as
caracteristicas do queijo Romano
Pecorino

L. sakei e S. equorum

S. thermophilus, L.
delbrueckii subsp. lactis e L. Queijo Romano Pecorino
helveticus

FONTE: (DE SOUZA MOTTA, 2015)

3. 0 GENERO LACTOBACILLUS

Bactérias do género Lactobacillus apresentam morfologia de bacilos, Gram
positivos, microaerofilos, catalase negativa e nao apresentam motilidade
(GOLDBERG, 1994). Sua utilizacao em processos fermentativos agroalimentares é
devida ao fato de serem in6cuas consideradas como GRAS, relacionados com a
producao de alimentos de alta e média acidez, da qual podem participar como
coadjuvantes da fabricacao de leites fermentados, iogurtes e queijos.

Os Lactobacillus sao empregados na fabricacao de produtos lacteos com a
funcao de melhorar a seguranca do produto controlando agentes patogénicos pela
competicao entre eles; aumentar a vida Gtil do produto através da inibicao de micro-
organismos deteriorantes; melhorar as propriedades sensoriais e promover
beneficios a saude (ALVES, 2011).

Os fatores intrinsecos e extrinsecos relacionado ao crescimento de
Lactobacillus sao bastante amplos, apresentando capacidade de crescer em
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diferentes temperaturas e valores de pH, toleram O e diferentes concentracoes de
NaCl e NO2, estas caracteristicas fisiologicas sao ideais para que seu uso nao seja
limitado as condigoes de processamento (DE MARTINS, 2003).

Arapida acidificacao produzida na matéria prima e a producao de substancias
antimicrobianas destacando-se os acidos organicos (CsHsO3 € CH3COOH), H202 e
bacteriocinas, pode interferir no desenvolvimento de micro-organismos indesejaveis
nos alimentos, através da competicao por oxigénio, competicao por sitios de ligacao.
A vida de prateleira dos alimentos pode ser controlada pelos fatores intrinsecos (pH,
sal, conservadores, fatores antimicrobianos naturais) e extrinsecos (periodo de
armazenamento, atmosfera da embalagem), e a utilizacdo desses fatores
combinados pode prolongar a vida de prateleira, a estabilidade microbiolégica e
impedir a producao de toxinas por micro-organismos patogénicos (DE MARTINS,
2003).

A necessidade de controlar bactérias patogénicas, devido a sua capacidade
de sobreviver em condicdes de baixo pH, € um grave problema na producao de
fermentados, nos Ultimos anos as pesquisas para a selecao de culturas com a
capacidade de produzir bacteriocinas antagdnicos as bactérias patogénicas tem se
intensificado com o intuito de manutencao da seguranca alimentar (JACOME et al.,
2013).

4. IDENTIFICAGAO MOLECULAR DE LACTOBACILLUS SP

Genomas de Bactérias laticas estao sendo sequenciados e as comparacoes
entre a organizacao genética e o conteudo informacional sao importantes para a
identificacao entre os diversos membros desse grupo. Devido a grande importancia
relacionada a seguranca alimentar 0s micro-organismos empregados em
formulacdes de produtos alimenticios (Figura 1) devem ser identificadas para
possibilitar a previsdao do seu comportamento, durante o processo tecnolégico
(YEUNG et al., 2002).
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Dendograma 1: Arvore filogenética de Bactérias Laticas representando as varias origens ou usos de
BAL: vermelho para a fermentacao de laticinios , azul para outra fermentacao , tais como cerveja,
vinho , plantas, ou carne, e verde para as bactérias do trato gastrointestinal.

 L-lactis cremoris

L L. lactis lactis

Streptococcus thermophilus
Oenococcus oeni

Leuconostoc mesenteroides

Pediococcus pentosaceus
L. plantarum
L. brevis

L. casei

L. sakei

1 L. delbrueckii bulgaricus
L. acidophilus E

group

0.05

Fonte: LIU et al. ( 2008)

A identificacao do genoma de bactérias laticas € uma oportunidade para
estudo gendmico e elucidacao das rotas metabdlicas de produgcao de compostos de
sabor e aroma, bem como a producao de enzimas envolvidas nos processos de
degradacao de proteinas e lipidios (LIU et al., 2008).

0 sequenciamento da porcao gendmica do rDNA 16S permite a identificacao
de diferentes espécies de bactérias laticas, por ser uma regiao conservada e comum
a diversas espécies (BARATTO et al., 2012).

O estudo molecular de bactérias laticas no Brasil ainda é incipiente. A
diversidade desse grupo de bactérias faz com que diferentes grupos de pesquisa
desenvolvam estudos nos mais variados aspectos. Existem varios métodos de
tipagem genética de micro-organismos, entretanto estes devem permitir a
diferenciacao clara entre isolados, e principalmente, deve ter uma elevada
reprodutibilidade. Nem todos os métodos moleculares de caracterizacao sao
igualmente eficazes, diferindo normalmente na capacidade discriminatoéria entre os
niveis taxondmicos. Como tal, a escolha do método a ser aplicado deve ser feita de
acordo com a finalidade pretendida, seja: identificacao ou diferenciagao, ou outros
aspectos como reprodutibilidade, poder discriminatério, custos envolvidos, etc.
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001; CANHOS et al., 1999; AMANN et al., 1995).

Uma das principais dificuldades em classificar as bactérias por métodos
fenotipicos € a capacidade de elas apresentarem diferentes caracteristicas em
diversas condicoes. Uma forma mais concreta para se identificar as bactérias é a
abordagem polifasica que consiste em testes bioquimicos e morfoldgicos apoiados
em métodos de analises moleculares (PRAKASH et al., 2007).

Entre as técnicas baseadas na analise de DNA as modificadas a partir da
reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction) tém
demonstrado boa aplicabilidade para as bactérias laticas (CUSICK; O’SULLIVAN,
2000; DRAKE et al., 1996; TENOVER et al.,1995), e estao cada vez mais tornando-
se simples e utilizadas na maioria dos estudos sobre identificacao de micro-
organismos de dificil classificacao taxondémica, a partir de perfis obtidos por
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eletroforese (FARBER, 1996).

0 uso de técnicas moleculares vem desde alguns anos atras demonstrando
que podem auxiliar na identificacao de micro-organismos. Segundo Lee et al. (2008)
a amplificacao do gene 16S do RNAr seguido do seu sequenciamento tem
demonstrado boas vantagens, pois com esse método é possivel realizar uma analise
filogenética bem detalhada das cepas em questao.

A amplificacao da regiao 16S RNAr permite fazer analises filogenéticas e
identificacoes de espécies mais confiaveis por ter essa regiao do gene bem
conservada e com dominios variados. E possivel realizar um alinhamento entre as
sequéncias analisadas, e assim comparar os pares de bases que uma contém e a
outra nao, dando caracteristicas diferenciadas entre as espécies (COCOLIN;
RANTSIOU, 2007). Pelos genes desta regiao serem muito conservados e estarem
presentes em maior quantidade nas espécies pode-se ter uma maior certeza e
precisao quanto a sua caracterizacao.

Muitas analises moleculares permitem ainda diferenciar isolados da mesma
espécie, usando primers especificos para cada analise de PCR. A amplificacao do
gene 16S permite observar a diversidade entre grupos de bactérias investigadas
mesmo quando a presenca desses organismos € em pequenas quantidades no
ecossistema. Estas técnicas possuem importancia por possibilitarem uma
caracterizacao dos isolados mais rapida e de maior seguranca (COCOLIN; RANTSIOU,
2007).

Existem varias técnicas moleculares que podem ser utilizadas para a
caracterizacao de Lactobacillus sp., esses métodos devem permitir a diferenciacao
das espécies assim como a investigacao da presenca de proteinas ou genes de
importancia tecnoldgica.

0 método ARDRA é uma ferramenta comumente empregada para estudar a
diversidade microbiana, que se baseia no polimorfismo do DNA. Assim, clones
contendo fragmentos do gene 16S rDNA, obtidos através do uso de iniciadores
universais ou especificos, sao amplificados por PCR e clivados por endonuclease de
restricao. A seguir os fragmentos sao separados em gel de agarose de alta densidade
ou gel de acrilamida. Os perfis resultantes sao utilizados para classificar a
comunidade em grupos genotipicos especificos ou para a tipagem de linhagens
(SKLARZ, 2009).

Esta analise consiste na otimizacao da reacao de amplificacao para obtencao
de bandas Unicas (amplicon Unico) do gene rRNA 16S (JENSEN et al., 1993), e apos
clivagem com enzimas de restri¢ao.

Ela também tem como principio do primer se ligar a fitas opostas de DNA alvo
e ocorrer a amplificacao desse segmento entre os dois primers adjacentes junto com
a enzima Taq polimerase. Os sitios de ligacao dos primers devem ter certo limite de
pares de bases, pois eles nao sao capazes de percorrer segmentos maiores durante
a amplificacdo (WU et al., 2006).
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5. METABOLISMO FERMENTATIVO DOS LACTOBACILLUS SP

Um dos principais fatores que contribui para a utilizacdo de Lactobacillus na
fabricacao de produtos lacteos fermentados é a producao do acido latico, e de
acordo com o produto final do metabolismo da glicose, os Lactobacillus estao
agrupados em:

* Homofermentativo: fermenta a glicose pela via glicolitica de Embden-
Meyerhof, possuem as enzimas aldolase e hexose isomerase, com deficiéncia da
enzima fosfocetolase
De acordo como Bergey’s Determinative Bacteriology, Holt et al. (1996) os
Lactobacillus homofermentativos, produzem 85% de acido latico a partir da glicose,
a presenca da enzima aldolase inibe a formacao de gas durante a fermentacao, a
fermentacao direta da glicose a acido latico, converte 1 mol/L?1 de glicose em 2
mol/L1 de acido latico.

* Heterofermentativo: fermenta a glicose pela via alternativa da pentose ou
hexose monofosfato, produzem a enzima fosfocetolase, porém nao produzem as
enzimas aldolase e hexose isomerase produzindo além do acido latico, o didxido de
carbono, o acido acético e ou etanol.

Os Lactobacillus com metabolismo heterofermentativo produzem 1 mol/
mol/L1 de acido latico; 1 mol/L't de diéxido de carbono e 1 mol/L'1 de etanol ou
acido acético a partir da glicose.

Tendo enfoque na producao de componentes de aroma e sabor o diacetil €
desejavel no processo de fabricacdo de iogurtes e alguns tipos de queijo,
empregando os Lactobacillus heterofermentivos, ja os Lactobacillus
homofermentativos sao empregados principalmente na fabrica¢ao de queijos.

6. BACTERIOCINAS

Os Lactobacillus sao amplamente utilizados para a fermentacao e
preservacao de produtos lacteos. Produzem compostos antimicrobianos, sendo
essenciais para a garantia da inocuidade e extensao de vida de prateleira.

A grande maioria dessas bactérias produz uma variedade de fatores
antagonicos durante o processo fermentativo, tais como substancias antibioticas,
proteinas bactericidas e produtos finais do metabolismo, como o acido latico
(DEEGAN et al., 2006, BOURDICHON et al., 2012).

As bacteriocinas sao proteinas bacterianas com propriedades
bacteriostaticas sobre diversas espécies de micro-organismos. Algumas delas do
grupo das bactérias laticas tem sido identificadas e caracterizadas e podem ser
divididas em bacteriocinas com espectro inibitério limitado, afetando apenas
espécies geneticamente proximas e as com espectro inibitério amplo, podendo
afetar diversas espécies de micro-organismos Gram positivos.

Sao classificadas em lantibidticas e nao lantibidticas, de acordo com suas
caracteristicas estruturais. As lantibiéticas contém aminoacidos incomuns, tais como
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deidroalanina, deidrobutirina e anéis de lantionina e as nao lantibiéticas contém
apenas aminoacidos nao modificados.

A acao das bacteriocinas depende da ligacao a receptores da superficie
celular bacteriana, com permeabilizacao da membrana citoplasmatica e formacao
de canais ibnicos que causam o efluxo rapido de componentes celulares de baixo
peso molecular. A producao de bacteriocinas é em geral feita por plasmidios, assim
como € plasmidial a resisténcia de bacteriocinas (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Estao
distribuidas em 4 classes de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e
genéticas:

» Classe | (lantibioticos): é constituida por peptideos termoestaveis de baixo
peso molecular (19 a 38 residuos de aminoacidos) que apresentam em sua
composicao aminoacidos raramente encontrados na natureza como lantionina
(COTTER; HILL; ROSS, 2005). A principal representante desta classe € a nisina,
produzida por algumas linhagens de Lactococcus lactis subsp. Lactis.

* Classe ll: € composta por peptideos de baixo peso molecular (< 10 kDa)
termoestaveis. Possuem um espectro de inibicao limitado. Geralmente apresentam
uma estrutura helicoidal anfifilica, a qual permite sua insercao na célula alvo,
promovendo a despolarizagao da membrana e morte celular (NASCIMENTO;
MORENO; KUAYE, 2008). As bacteriocinas pertencentes a esta classe encontram-se
susbdivididas em:

4 Classe Il a: € composta por bacteriocinas que apresentam alta
especificidade contra L. monocytogenes. Seus representantes possuem 37 a 48
residuos de aminoacidos. Esta classe também € conhecida por familia das
pediocinas, devido a pediocina ser a predecessora das bacteriocinas dessa classe
(AYMERICH; HUGAS; MONFORT, 1998).

4 Classe Il b: é constituida por bacteriocinas que requerem a atividade
combinada de dois peptideos, com um mecanismo de acao que envolve a dissipacao
do potencial de membrana e diminuigao da concentracao intracelular de ATP. Estes
peptideos apresentam atividade bacteriocinogénica muito baixa se forem
empregados individualmente (COTTER; HILL; ROSS, 2005).

4 Classe Il c: as bacteriocinas pertencentes a esta classe apresentam
uma uniao covalente das terminacoes C e N, resultando em uma estrutura ciclica.
Sao representantes desta classe: a enterocina AS-48, a circularina A e a reutericina
6 (NASCIMENTO; MORENO; KUAYE, 2008).

* Classe lll: esta classe é composta por grandes proteinas (> 30 kDa) que sao
sensiveis ao tratamento térmico (60-100°C por 15 minutos) e complexas quanto a
atividade e a estrutura proteica. O mecanismo de acao destas bacteriocinas se
diferencia das demais classes por promover a lise celular através da lise da parede
celular do micro-organismo alvo (COTTER; HILL; ROSS, 2005).

* Classe IV: encontram-se grandes complexos peptidicos contendo
carboidrato ou lipidio em sua estrutura. Contudo, Cleveland et al. (2001) acreditam
gue estes complexos sao artefatos de purificacao parcial € nao uma nova classe de
bacteriocinas.

As bacteriocinas mais estudadas sao a nisina, a pediocina, e a sakacina
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produzidas por Lactococcus lactis, Pediococcus acidilactici e Lactobacillus sakei, o
estudo da aplicacao de culturas produtoras de bacteriocinas com o intuito de realizar
a bioconservacao tem sido realizada principalmente em produtos lacteos e carneos
fermentados.

A nisina € uma bacteriocina produzida por Lactobacillus lactis. lactis, e a Ginica
cujo uso em alimentos é autorizado pela “United States Food and Drug
Administration”(FDA). E utilizada na preservacao de alimentos em varios paises
(FRANCO, LANDGRAF, 2005).

7. EMPREGO DE LACTOBACILLUS SP. NA FABRICAGAO DE ALIMENTOS

A bioconservacao de alimentos, através da adicao de micro-organismos ou de
substancias naturais, € uma alternativa interessante para aumentar a vida de
prateleira, garantir a seguranca microbioldgica, reduzir o uso de aditivos sintéticos,
mantendo as caracteristicas sensoriais e nutricionais de produtos pereciveis. Esta
tecnologia de conservacao alimentar € amplamente utilizada nos EUA, onde conta
com a aprovacao da FDA, porém esta tecnologia de conservacao nao esta
regulamentada na legislacao europeia. A legislacao Brasileira prevé o uso de
substancias com acao antimicrobiana na conservacao de alguns alimentos de
origem animal como fermentados lacteos, entretanto nao possui legislacao
especifica para o uso desse tipo de tecnologia (CARVALHO, 2016).

As principais vantagens referentes aos usos desta tecnologia relacionam-se
com a menor limitacao em relacao aos conservantes quimicos uma vez que esses
micro-organismos ou substancias naturais ja estao naturalmente presentes nos
produtos fermentados; ndo sao conhecidas resisténcias e o impacto ambiental é
minimo ja que sao rapidamente eliminadas pela cadeia alimentar; possuem um
espetro de acao muito definido; a sua atividade € potencializada pelo pH e
apresentam um efeito sinérgico com outros agentes metabdlicos antimicrobianos;
sua utilizacao é compativel com a rotulagem de produto biolégico ja que a
conservagao € obtida sem conservantes quimicos nem de sintese (FREIRE, 2010).

O processo de bioconservacao pode apresentar como desvantagens a
possivel alteracao das caracteristicas sensoriais dos produtos alimenticios, pode
apresentar custos elevados para producao e desenvolvimento de produtos, micro-
organismos e substancias com atividade antimicrobiana (FREIRE, 2010).

A aplicacao de Lactobacillus sp. ou de suas substancias antimicrobianas em
um produto com funcao de bioconservacao pode ocorrer com a utilizacao de técnicas
“in situ” o micro-organismo desenvolve-se naturalmente no alimento, os
Lactobacillus sp. produtores de substancias antimicrobianas estarao sujeitos as
condigoes de processamento do alimento tendo de competir com a microflora
natural do alimento sem causar alteracodes fisico-quimicas e sensoriais no alimento,
também podem competir com micro-organismos patogénicos protegendo o alimento
em casos de abuso de temperatura (SAEED, SALAM, 2013).

Na utilizacao de técnicas “ex situ” o crescimento microbiano € controlado e
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incorporado ao alimento as substancias antimicrobianas produzidas, as
bacteriocinas podem ser adicionadas na forma de concentrados obtidos do
crescimento de Lactobacillus sp. ou as substancias podem ser purificadas e
adicionadas aos alimentos sendo possivel controlar a dose a ser aplicada obtendo
resultados mais confiaveis (PEREZ et al., 2014).

Os Lactobacillus sp. sao empregados na fabricacao de produtos de origem
lactea, carnea e vegetal, sendo os principais produtos fermentados obtidos por seu
uso os produtos de origem lactea como leites fermentados, bebidas lacteas e
queijos, sua aplicacao nesses produtos deve-se a sua ocorréncia natural na
microbiota do leite e de produtos lacteos, a manutencao das caracteristicas fisico-
guimicas e microbiologicas durante a vida util do produto (RESENDE et al., 2011), e
o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do produto durante os processos
de fermentacao e maturacao (LIU et al., 2008; RAIEK; IBRAHIM, 2013).

O conhecimento do metabolismo dos Lactobacillus sp. para sua utilizagao
como cultura bio-protetora é fundamental, visto que estara sujeito as condicoes de
processamento que podem interferir no crescimento e producao de substancias com
efeito antagodnico, os micro-organismos devem ser isolados e caracterizados quanto
ao crescimento em diferentes condicoes de temperatura, pH e concentracao de
NaCl, determinar a concentracdo minima inibitéria das substancias produzidas
contra patégenos para garantia do efeito inibitério desejado (JACOME et al., 2013).

O uso de bactérias laticas como cultura iniciadora em produtos fermentados
esta relacionado a seu metabolismo primario que contribui para a rapida acidificacao
do produto e conservacao durante o tempo de armazenamento (RAIEK, IBRAHIM,
2013), o metabolismo de proteinas e lipidios contribui para a evolucao dos
componentes de sabor e aroma de diversos fermentados lacteos, principalmente no
queijo estao diretamente envolvidas no desenvolvimento do “flavor” no decorrer do
processo fermentativo e de maturacao (LIU et al., 2008).

Durante o processo fermentativo os micro-organismos utilizados como
culturas iniciadoras sofre autdlise e nesse processo liberam para o meio extracelular
componentes citoplasmaticos, esse processo parece exercer efeitos benéficos na
modificacao e manutencao dos atributos sensoriais e fisico-quimicos do produto,
principalmente devido a atividade proteolitica exercida no produto (DE SOUZA,
2006).

A microbiota dos queijos contém naturalmente bactérias do género
Lactobacillus, e sua aplicacao industrial € de grande importancia para a manutengao
das caracteristicas desejaveis do produto e da evolucao dos atributos sensoriais
durante o processo de maturacao, onde esses micro-organismos sao responsaveis
pela conversao nutrientes fundamentais em componentes do aroma e sabor do
produto (HERMMANS, 2013).

Para o desenvolvimento das caracteristicas dos queijos, o metabolismo
proteolitico dos Lactobacillus é de fundamental importancia, durante o crescimento
esses micro-organismos degradam a caseina presente no queijo formando peptideos
e aminoacidos livres que sao os principais precursores dos compostos de sabor do
queijo (DE SOUZA MOTTA, 2015).
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8. CONCLUSAO

O uso de tecnolédgico de bactérias laticas para a fabricacao de alimentos
fermentados, hoje apresenta novas possibilidades principalmente no que diz
respeito a bioconservacao, seja por sua aplicacao direta em alimentos ou o0 uso de
seus produtos metabdlicos.

Ajustes a legislacao de alimentos devem promover o uso de substancias
antimicrobianas como as bacteriocinas acompanhando o desenvolvimento de
pesquisas cientificas no ambito da producao dessas moléculas e sua aplicagao como
conservante na fabricagao de produtos fermentados.

As bactérias pertencentes ao género Lactobacillus apresentam potencial para
uso na fabricacdao de produtos alimenticios pois adaptam facilmente as
caracteristicas intrinsecas desses produtos desenvolvendo um ambiente indesejavel
para a reproducao de micro-organismos patogénicos e deteriorantes.

Além dos aspectos de seguranca alimentar os Lactobacillus sp. apresentam
producao de substancias que promovem a melhoria dos aspectos sensoriais dos
produtos.

Novas pesquisas devem ser realizadas para o conhecimento do genoma, do
comportamento desse grupo de bactérias na fabricacdo de alimentos e dos
potenciais usos de suas substancias para melhoria tecnolégica dos processos de
fabricacao de alimentos.
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ABSTRACT: The growing concern about improving quality of life, preventing diseases,
reducing the use of preservatives, improving the sensorial quality of traditional
products, has stimulated the development of research related to the molecular and
technological characterization of microorganisms producing substances with
potential For application as a bioconservative, lactic acid bacteria have a great
potential for extending shelf life of products, their metabolism produces numerous
compounds capable of inhibiting the growth of pathogenic and deteriorating
microorganisms. The fermentative metabolism of this group of bacteria is
characterized by the accumulation of organic acids responsible for the acidification
and reduction of the pH of the medium, according to the final product of the
fermentation of carbohydrates, can be classified into homofermentative and
heterofermentative, the characteristics of the fermentative metabolism are
Important for the manufacture of food, generally the micro-organisms should be
added to similar products to which they have been isolated, for better adaptation of
the culture. Its main use is in obtaining fermented products obtained by its use
products of milk origin such as fermented milks, dairy drinks and cheeses, its
application in these products is due to its natural occurrence in the microbiota of milk
and dairy products, maintenance of the characteristics Physical-chemical and
microbiological characteristics during the life of the product, and the development of
sensorial characteristics of the product during fermentation and maturation
processes. The technological use of lactic acid bacteria for the manufacture of
fermented foods presents new possibilities, especially regarding the bioconservation,
either by its direct application in foods or the use of its metabolic products.
KEYWORDS: Fermentative Metabolism, Bacteriocins, Bioconservation, antimicrobial
substances, Lactobacillus sp..
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RESUMO: Os basidiomycotas tem por seu representante fungos macroscoépicos, 0os
cogumelos, que além das suas caracteristicas nutricionais e terapéuticas, destacam-
se pela producao de agentes antimicrobianos, como € o exemplo do Pleurotus sajor-
caju, cogumelo comestivel de origem asiatica que possui alto valor nutricional e
propriedade antimicrobiana. Neste trabalho, o extrato de Pleurotus sajor-caju foi
extraido e avaliado quanto a estabilidade do composto antimicrobiano quando
submetido a congelamento, frente a micro-organismo gram-negativo (Escherichia
coli) e gram-positivo (Staphylococcus aureus). A extracdo do composto foi feita a
partir do micélio de Pleurotus sajor-caju cultivado por fermentacao em estado sélido,
submetido a congelamentos e descongelamentos sucessivos e periddicos, A
atividade antimicrobiana foi analisada pelo método de microplacas descrito na
norma NCCLS (2003). Através dos resultados obtidos pode-se observar que ambos
0s compostos aumentaram sua efetividade ap6s os congelamentos, pois a técnica
permite a perda da atividade bioldgica de alguns compostos da amostra, permitindo
assim a concentracao do composto de interesse, resultando em um aumento de 96%
de inibicao contra o Staphylococcus aureus e 62% sob Escherichia coli no segundo
congelamento. Conclui-se que o composto diferiu quanto a porcentagem de inibigcao
ao micro-organismos utilizados, sendo mais eficaz ao gram-positivo, onde que para
este o extrato manteve-se com estabilidade até o terceiro congelamento.
PALAVRAS-CHAVE: cogumelo ostra; compostos bioativos; purificacao.
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1. INTRODUCAO

A presenca de fungos € de suma importancia na area alimenticia, sendo
essenciais na elaboracao de alimentos, assim como enzimas produzidas por estes,
onde que sao empregados principalmente na elaboracao de bebidas alcodlicas como
cervejas e vinhos, panificacdao e producao de queijos, onde muitos tém valor
agregado em decorréncia da presenca destes (ORLANDELII, et al., 2012).

Dentre os diversos organismos pertencentes ao reino fungi, tem-se o0s
cogumelos, descritos com aproximadamente 45 mil espécies, e destas 2.000 sao
classificadas como sendo comestiveis, sendo apenas 25 comercializadas. Estes
fungos sao conhecidos e utilizados na alimentacao desde a pré-histéria onde
civilizacoes gregas, egipcias, romanas, chinesas e mexicanas os utilizavam em
refeicoes especiais e rituais religiosos (MOURA, 2008). Sabe-se atualmente do seu
alto valor nutricional, sendo uma excelente fonte de aminoacidos essenciais,
proteinas, vitaminas, minerais, carboidratos, fibras, possuindo pouca gordura trans,
saturada e colesterol, com isso a insercao deste alimento na dieta da populacao
torna-se cada vez mais frequente (DIAS, et al., 2003).

Cogumelos sao seres heterotroficos, com isso tém a necessidade da absorcao
de compostos organicos para obtencao de energia, manutencao e desenvolvimento
(MARINO, et al., 2008). Sua capacidade de reproducao e desenvolvimento esta
associada as condicoes de cultivo, como meio de cultura, acidez, temperatura e
outras variaveis consideraveis (AKINYELE & ADETUYI, 2005). Para que seu
desenvolvimento seja eficiente, tem-se a necessidade de oferecer as condicoes
adequadas de desenvolvimento, visando a simulagcao do meio ambiente, quando
cultivado em laboratério, por exemplo, pois os valores nutricionais assim como o0s
medicinais dependem das condicoes de cultivo (CURVETTO, 2002).

Além de ser nutritivo e possuir sabor agradavel os cogumelos sao
caracterizados quanto as suas propriedades farmacolégicas (MIYAJ] & COLUS,
2001), capacidade terapéutica (BERNARDI et al., 2010), antioxidante (OYETAYO,
2009), e antimicrobiana (KITZBERGER, 2005), sendo que algumas espécies sao
fisiologicamente benéficas com efeito inibidor de alguns tipos de tumores, assim
como capacidade bactericida contra alguns micro-organismos causadores de
doencas (MIZUNO & ZHUANG, 1995). Antimicrobianos naturais assim como o0s
sintéticos, agem inibindo ou destruindo o desenvolvimento de microrganismos
indesejados, e estes quando purificados permitem a obtencdo de compostos
isolados, visando maior eficacia antimicrobiana (TEIXEIRA, 2007).

Neste sentido, este trabalho visou extrair e analisar o extrato de Pleurotus
sajor-caju quanto a estabilidade do composto antimicrobiano quando submetido a
congelamento, frente a micro-organismo gram-negativo (Escherichia coli) e gram-
positivo (Staphylococcus aureus) comumente encontrados na industria de alimentos,
contudo justifica-se a aplicacao deste composto em embalagens de produtos
destinados a este fim.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Cogumelos

A producao e consumo de cogumelos no Brasil comecgou no estado de Sao
Paulo, com producao restrita a pequenas propriedades, sendo hoje sul e sudeste as
principais regioes produtoras, esse cultivo ainda é baixo quando comparado a outros
paises, porém atualmente encontra-se em ampla expansao (SILVA, 2011). Dentre as
principais vantagens na producao de cogumelos tem-se a utilizacao de residuos
agroindustrias no seu cultivo, enriquecimento da dieta populacional pela excelente
fonte nutricional, e a fonte de renda para produtores (MAIO, 2003).

Cogumelos sao pertencentes ao filo Basidiomycota, sendo a sua principal
caracteristica a presenca de basidios, que sao estruturas de reproducao sexuada,
dando suporte aos basididésporos. Em sua maioria sdo miceliais, onde sao formados
por filamentos conhecidos como hifas onde apresentam-se de forma continua ou
com ramificacoes, podendo ser septadas ou asseptadas, o conjunto dessas hifas
forma uma massa que é denominada micélio, podendo também apresentar-se na
estrutura leveduriforme, que sao células Unicas delimitadas de tamanho pequeno,
onde suas colonias sdo semelhantes as das bactérias, apresentam aspecto pastoso
e coloracao variada (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

Cogumelos comestiveis de maneira geral sao considerados uma excelente
fonte de proteinas digeriveis, com valores superiores aos encontrados nos vegetais
€ um pouco abaixo dos encontrados em produtos de origem animal, onde que o teor
de proteinas assim como os demais nutrientes varia de espécie para espécie assim
como as condicdes de cultivo (RINCAO, 2008).

2.2. Pleurotus sajor-caju

O género Pleurotus pertence a ordem Agaricales e a familia Agaricaceae,
Pleurotus sajor-caju € um cogumelo comestivel de origem asiatica (DIAS et al., 2003),
geralmente comercializado “in natura” ou industrializado em pedacos, como por
exemplo, em ingrediente de sopas, sendo raramente utilizado em conservas por
possuir tamanho e geometria inconveniente aos padroes de estética usualmente
utilizados nestes produtos (MODA, 2003). Possui sabor suave é rico em aminoacidos
e proteinas (DIAS et al., 2003).

E recomendado para iniciantes no habito de consumir cogumelos, por
apresentar sabor suave, saboroso e extremamente saudavel, (DIAS et al., 2003).
Além disso, sdo cogumelos de facil producao, utiliza-se de residuos agricolas como,
por exemplo, bagaco de cana-de-aclcar e palha de arroz, umedecidos e
pasteurizados (FELINTO, 1999).

Apresenta propriedade terapéutica e antimicrobiana, sendo que alguns
polissacarideos extraidos do cogumelo fresco apresentam propriedade antitumoral
contra o sarcoma 180 em camundongos, demonstrando sua aplicacao na area
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farmacéutica (MIZUNO & ZHUANG, 1995). Segundo Carbonero et al. (2003) as B-
glucanas, polissacarideos presentes no cogumelo, tem a capacidade de atuar como
imunomoduladores e antimutagéncicos nos sistemas biolégicos.

2.3. Antimicrobianos e Purificagao destes compostos

A acao antimicrobiana de micro-organismos € conhecida a muito tempo, ha
centenas de anos médicos chineses utilizavam de fungos para o tratamento de
feridas infecciosas, porém estas substancias receberam destaque em 1929, quando
descobriu-se 0 que se conhece hoje como penicilina, o fato deu-se a partir de ensaios
laboratoriais com o intuito de cultivar bactérias, porém os ensaios forma
contaminados com um fungo do género Penicillium, em observacao Alexander
Fleming observou que ao redor do fungo as bactérias cultivadas sofriam lise celular.
O cientista entao isolou o fungo e verificou que 0 mesmo secretava substancia
antimicrobiana, a qual hoje é purificada e comercializada (CARVALHO, 2007).

Atualmente tem-se uma forte tendéncia na exploracao de compostos obtidos
de fungos, como enzimas, proteinas e polissacarideos, pois sao substancias que
apresentam propriedades tecnologicas (ALEXANDRE et al., 2010). Estas substancias
muitas vezes sao submetidas a técnicas de purificagcao que tem por finalidade a
concentracao do composto de interesse. A etapa de purificacdao é baseada nas
diferentes propriedades das moléculas como a solubilidade, afinidade com agua,
tamanho molecular, afinidade, dentre outras (ALBANI, 2008).

0 método de purificacao por congelamento, € baseado através da perda da
atividade biolégica de alguns constituintes do meio, pois com a diminuicao da
temperatura durante o processo de congelamento ha a desestabilizacao de algumas
estruturas, fazendo assim com que as mesmas tenham uma perda da sua atividade,
sendo assim é uma técnica muito eficiente quando se tem contaminantes sensiveis
a baixa temperatura (MARINELLO, 2009).

3. METODOLOGIA
3.1 Obtencéao do extrato de Pleurotus sajor-caju

Utilizou-se se micélio do fungo, o qual foi cultivado em placa de Petri contendo
Agar Batata Dextrose, a temperatura de 25°C em estufa. O extrato foi obtido a partir
do micélio jovem com desenvolvimento radial desenvolvido, onde foi adquirido por
raspagem mecanica com auxilio de alca de platina e solvente, foi entao submetido a
agitacao de 100 rpm em agitador orbital a uma temperatura de 60°C por 1 h,
passado o tempo de extracao, realizou-se o processo de filtracao com membrana de
0,45 pm. Todo o processo foi realizado com esterilidade dos meios e matérias, assim
como ambiente de manipulacgao.
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3.2. Purificagao por congelamento

Uma quantidade de 25 ml do extrato foi acondicionada em recipiente inerte
e submetido a congelamento lento a temperatura de -14°C por 24 h, passado este
tempo o mesmo foi descongelado a 4°C e submetido a analise antimicrobiana. O
volume restante foi submetido a novo congelamento sob as mesmas condicoes,
sendo realizada uma nova analise antimicrobiana apdés 24 h de congelamento a
partir do primeiro teste, e assim sucessivamente até que se verificasse acao
antimicrobiana do extrato sob a microbiota utilizada.

3.3. Analise antimicrobiana

As analises antimicrobianas foram realizadas pelo método de microplacas
descrito na NCCLS (2003), onde que a microplaca utilizada contém 96 pocos, e cada
poco uma capacidade de 400 L, nestes foram adicionados 145 uL de caldo Mueller
Hinton, caldo adequado para o desenvolvimento da microbiota contaminante, 135
UL do extrato antes da purificacao e apds a purificacao, (analisados separadamente)
e 20 yL da cultura contaminante, onde utilizou-se como representante gram-negativo
Escherichia coli ATCC® (11229) e Staphylococcus aureus ATCC® (12598) como
representante gram-positivo. Baseando-se no fato que o desenvolvimento
microbiano ocasiona a turvacao do meio fez-se leitura de absorbancia apds a
inoculacao e passados 16h, com a utilizacao de leitora de Elisa, em um comprimento
e onda de 630nm.

Para avaliacao dos resultados foi considerada a diferenca da leitura inicial
com a realizada ap6s 16h, da amostra controle e das que continham o extrato (bruto
e purificado), onde que 0s pogos com menor variagao de leitura indicaram possivel
acao antimicrobiana do extrato sob o0s micro-organismos, a diferenca destes
chamou-se de porcentagem de inibicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Através do Resultados encontrados é possivel constatar de que o processo de
purificacao por congelamento lento foi eficiente ao extrato obtido de Pleurotus sajor-
caju, onde 0 mesmo proporcionou uma maior concentracao do composto de
interesse, fato que pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1: Porcentagem de inibicdo do antimicrobiano obtido do extrato de Pleurotus sajor-caju, sob a
microbiota testada.
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Pode-se observar que no eixo horizontal representado pela porcentagem de
inibicao, no segundo congelamento obteve-se 0 maximo de inibicao contra os dois
micro-organismos, porém o extrato testado contra a E.coli perdeu sua atividade
gquando submetido ao préximo congelamento, contudo o comportamento difere
quando testado sob S. aureus que teve um decréscimo de inibicao partir do 4°
congelamento.

Contudo o composto aumentou seu poder de inibicao apos os congelamentos,
este fato resulta em um aumento de 96% de inibicao contra o Staphylococcus aureus
em relagao ao extrato bruto e 62% sob Escherichia coli, no segundo congelamento.
Nota-se que a eficacia de inibicao difere em magnitude em relagao aos micro-
organismos utilizados, segundo Silveira et al, 2006, este fato pode ser explicado
devido a sensibilidade de bactérias gram-positivas ser maior do que as gram-
negativas, sendo assim o composto se mostrou-se mais eficaz contra as bactérias
gram-positivas e apresentou potencial biolégico até o 3° ciclo de congelamento.

Este mesmo fato ainda pode ser explicado devido ao metabolismo dos
diferentes tipos de bactérias, as quais respondem de maneira adversa sob a
presenca de determinado agente inibidor, como relatado por Santos (2004), que
destaca a resisténcia de S. aureus a meticilina, antibidtico pertencente ao grupo das
penicilinas, que até entdao era um sucesso no controle de doencas infecciosas
causadas por bactérias gram-positivas, assim como, ressalta-se a resisténcia de uma
bactéria gram-positiva do género Enterecoccus que apresenta-se imune a
vancomicina, antibidtico utilizado no tratamento de infeccdes bacterianas.

0 decréscimo da atividade biolégica apos 3 ciclos de congelamento pode ser
explicado devido ao mesmo fato descrito por Colla e Hernandez (2003) em seus
estudos sobre congelamento e descongelamento, os autores ressaltam que na
formacao de gelo de forma lenta no meio extracelular ocorre a concentracao do
soluto na fase nao congelada e a pressao de vapor diminui gradativamente. Como
algumas propriedades das células impedem a entrada aparente dos cristais de gelo,
ocorre a difusao da agua do interior das células, causando a desidratacao dessas e
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0 seu deposito sobre a superficie dos cristais extracelulares. Assim congelamentos
por longos periodos resultam em consideravel encolhimento das células e a
formacao de grandes cristais no meio extracelular, fatos que acarretam a perda das
atividades biol6gicas do composto.

O processo de congelamento causa a formacao de cristais de gelo dentro das
células e entre células, e tem como vantagem a formacao de poros na parede celular,
permitindo assim o aumento da extracao de compostos intracelulares (LEE, LEWIS;
ASHMAN, 2012).

Segundo Alexandre (2015) a biomassa flingica pode ser uma fonte
promissora de moléculas com potencial biologico e em seus estudos obteve sucesso
na extracao de B-D-glucanas com ligacoes 1-3, 1-6 e fucomanogalactana, estas
extraidas apds o extrato aquoso ser submetido a ciclos de congelamento e
descongelamento de maneira a separar o material insolivel da fracao soluvel.
Ambos os polissacarideos foram testados e apresentaram acgao citotdxica contra
células tumorais de c6lon humano.

Lopes (2014) observou que apods o processo de congelamento de biomassa
das leveduras Sporidiobolus pararoseus e Rhodotorula mucilaginosa foi possivel
uma maior recuperacao e concentracao de carotendides quando utilizado em
conjunto com técnicas de homogeneizador sonico e nitrogénio liquido. Estes
resultados foram possiveis pois o0 processo de congelamento lento causa a formacao
de macrocristais no interior da célula aumentando a extracao dos compostos
intracelulares, pela perda de fluido citoplasmatico pela célula. E conforme Voda et
al. (2012) o congelamento rapido feito através de nitrogénio liquido forma pequenos
cristais no interior da célula, porém no processo com utilizacao de nitrogénio liquido
provoca a formagao de rachaduras na parede celular, aumentando assim os danos
a estrutura da célula.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel no presente trabalho comprovar a existéncia de composto
antimicrobiano no extrato obtido do cogumelo Pleurotus sajor-caju, o qual
apresentou inibicao tanto para micro-organismo gram-positivo, como para gram-
negativo, havendo uma eficacia mais evidente sob Staphylococcus aureus. O
composto apds o processo de purificagao por congelamento se destacou de forma
significativa, tendo um aumento em magnitude de 96% de inibigdo contra o
Staphylococcus aureus em relacao ao extrato bruto e 62% sob Escherichia coli,
ambos no 3° congelamento, o que demonstra que a técnica é uma boa alternativa
guando se pretende concentra-lo, sendo assim conclui-se que o extrato € eficiente
contra a microbiota usada, sendo mais eficaz a micro-organismos gram-positivos e
gue 0 mesmo se mantém estavel até pelo menos 3 congelamentos sucessivos.
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ABSTRACT: The basidiomycotas have as their representative the macroscopic fungi,
mushrooms that in addition to their nutritional and therapeutic characteristics stand
out for the production of antimicrobial agents, as is the example of Pleurotus sajor-
caju, an edible mushroom of Asian origin that has high nutritional and antimicrobial
value property. In this work, the extract of Pleurotus sajor-caju was extracted and
evaluated for the stability of the antimicrobial compound when submitted to freezing,
against gram-negative (Escherichia coli) and gram-positive (Staphylococcus aureus)
microorganisms. The extraction of the compound was made from the mycelium of the
Pleurotus sajor-caju cultured by solid-state fermentation, subjected to successive and
periodic freezing and thawing, the antimicrobial activity was analyzed by the
microplate method described in NCCLS (2003). By the results obtained it's possible
to observe that both compounds increased their effectiveness after the freezes
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because the technique allows the loss of the biological activity of some compounds
of the sample, thus allowing the concentration of the compound of interest, resulting
in an increase of 96% inhibition against Staphylococcus aureus an 62% against
Escherichia coli in the second freeze. It is concluded that the compound differed in
the percentage of inhibition to the microorganisms used, being more effective to the
gram-positive, where for this extract remained stable until the third freezing.
KEYWORDS: Oyster mushroom, bioactive compounds, purification.
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PRODUGAO DE CORANTES NATURAIS A PARTIR DE FUNGOS POR FERMENTAGAO
SUBMERSA PARA APLICAGAO INDUSTRIAL
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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 Fermentagao 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. Produgéao 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. Fermentagao 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 (1) | 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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RESUMO: O emprego de hidrolisados proteicos, oriundos de fontes animais e
vegetais, em formulacoes especificas, € uma area de crescente interesse. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver diferentes hidrolisados liofilizados com alto valor
proteico, obtidos a partir da hidrélise enzimatica de carcagas de frango manualmente
desossadas (CMD). Antes de serem processadas, foram descongeladas e cortadas
em pedacos menores com faca de aco inox para facilitar sua homogeneizacao
durante o tempo de hidrélise. Foram utilizadas trés enzimas comerciais, Papaina®,
Flavourzyme® e Protamex®. A hidrélise ocorreu em banho termostatizado com
temperatura, tempo e pH controlados. Foi realizada a composicao proximal da
matéria-prima e dos hidrolisados liofilizados, atividade de agua dos hidrolisados
liofilizados e as seguintes analises de controle da hidroélise: grau de hidrélise, teores
de proteinas, sélidos totais, cinzas, caracterizacao de aminoacidos, rendimento,
percentual de hidrélise e cor dos hidrolisados. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e teste de Tukey para comparacao de médias. O grau de
hidrélise maior foi com a Protamex, seguido da Papaina e da Flavourzyme. O teor de
proteinas apdés os 120 minutos de hidrélise nao variou estatisticamente (p>0,05)
entre a Papaina e a Flavourzyme. A composicao de aminoacido demonstra que o
hidrolisado obtido da Papaina possui uma composicao mais proxima da
recomendada pelos 6rgaos de controle. Concluiu-se que os hidrolisados proteicos
obtidos da carcaca manualmente desossada (CMD) de frango apresentaram alto
conteldo proteico, caracterizando-se como matéria-prima promissora na formulacao
de dietas especiais.

PALAVRAS-CHAVE: Carcaca de frango manualmente desossada (CMD); Hidrolisado
proteico; Hidrolise enzimatica.

1. INTRODUCAO

Segundo a Associacao Brasileira de Proteina Animal, a producao brasileira de
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carne de frango no ano de 2015 totalizou 13,146 milhoes de toneladas, volume
3,58% superior ao registrado no ano de 2014. Com isso, o Brasil se consolidou como
segundo maior produtor de carne de frango do mundo, superando a China que
produziu 13,025 milhoes de toneladas ho mesmo ano, segundo o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (ABPA, 2016).

A presenca do Brasil no cenario mundial da exportacao da carne de frango
justifica-se pela expansao das plantas industriais avicolas, pela producao de cortes
especiais, porcoes ou pecas diferenciadas ao invés do frango inteiro, produtos com
alto valor agregado, produtos congelados, carnes pré-cozidas, empanados e
hamburgueres de frango associados ao baixo custo de producao, ocasionado
principalmente pela disponibilidade de matérias-primas indispensaveis a producao,
como o milho e a soja, possibilitam a entrada do produto brasileiro em novos
mercados consumidores (BELUSSO; HESPANHOL, 2010).

A estrutura 6ssea final da desossa manual pode servir de fonte proteica para
a obtencao de hidrolisados proteicos, utilizados em formulacoes especificas tais
como produtos alimentares geriatricos, suplementos energéticos, dietas para
controle de peso ou terapéuticas ou ainda dietas entéricas (SLIZYTE et al., 2005). A
grande maioria dos hidrolisados utilizados, atualmente, sao obtidos da caseina e da
proteina de soja.

As metodologias mais usuais para a obtencao dos hidrolisados proteicos sao
a hidrdlise alcalina, a hidrélise enzimatica e a hidrélise acida ou a combinacao de
dois ou mais destes métodos (ADLER-NISSEN, 1986; LAHL; BRAUN, 1994).

No método enzimatico, o principio basico para a obtencao do hidrolisado
proteico envolve a quebra hidrolitica das longas cadeias de moléculas proteicas pela
adicao de enzimas vegetais ou por proteases microbianas. A catalise enzimatica
possui beneficios, como 0 aumento da qualidade dos produtos, a reducao dos custos
de laboratério e de maquinario, visando, com isto, a melhoria ou a obtencao de
produtos diferenciados na industria alimenticia (MUSSATTO et al., 2007).

Os hidrolisados proteicos sao utilizados principalmente na gestao nutricional
de individuos que nao conseguem digerir totalmente a proteina pura. Principalmente
os hidrolisados ricos em peptideos de baixo peso molecular, especialmente di - e
tripeptideos, com o minimo possivel de aminoacidos livres, demonstram possuir
mais utilizacdes alimentares, devido aos seus valores nutricionais e terapéuticos
aumentados (BHASKAR et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar hidrolisados liofilizados, obtidos a partir
da hidrélise de carcacas de frango manualmente desossadas (CMD), utilizando
diferentes enzimas proteoliticas, e também o processo de obtencao destes pela
composicao proximal, grau de hidrélise e rendimento.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material

A matéria-prima utilizada foi a estrutura 6ssea oriunda da desossa manual,
adquirida de um abatedouro da regjao sul do Brasil, aqui denominada de carcaca de
frango manualmente desossada (CMD) e congelada, obtida de animais abatidos com
aproximadamente 42 dias de vida e com peso médio de 2,5 kg. Antes da sua
utilizacao, foi descongelada sob temperatura de refrigeracao e cortada em pedacos
menores com faca de aco inox para facilitar sua homogeneizacao durante o tempo
de hidrolise. As amostras de carne utilizadas para a realizacao da composicao
proximal foram obtidas pela remogao da carne aderida na estrutura com uma faca
de aco inox comum e posteriormente homogeneizadas em liquidificador. As
amostras experimentais apresentaram um pH médio de 6,34.

2.2. Enzimas

As enzimas utilizadas neste experimento sdo as mesmas descritas em Oliveira
et al. (2014). A papaina comercialmente pura denominada Papain, From Papaya
Latex-1,5 units/MG solid (Sigma Aldrich®) é uma cisteina protease da familia C1-
peptidase. Foi utilizada também a Flavourzyme, que € uma aminopeptidase
produzida por fermentacao submersa de uma linhagem selecionada do fungo
Aspergillus oryzae e utilizada para hidrélise de proteinas sob condicoes neutras ou
levemente acidas. A Flavourzyme1000 L® é uma exopeptidase com uma atividade
de 1 LAPU/g. Uma LAPU (Unidade Leucina Aminopeptidase) € a quantidade de
enzima que hidrolisa 1 ymol de leucina-p-nitroanilida por minuto. A terceira enzima
testada foi Protamex® que é uma enzima proteolitica produzida por fermentacao
submersa de Bacillus licheniformes e Bacillus amyloliquefaciens com atividade
declarada de 1,5 AU-NH/g. As duas Ultimas enzimas mencionadas foram fornecidas
pela Novozymes Latin America Ltda.

2.3. Composicao proximal da matéria-prima e dos hidrolisados liofilizados

A composicao proximal da carcaca manualmente desossada de frango (CMD)
e dos diferentes hidrolisados obtidos foi determinada de acordo com a metodologia
recomendada pela AOAC (CUNNIFF, 1995). A quantidade de proteina presente foi
determinada pelo método de determinacao de nitrogénio total, Kjeldahl (N x 6,25);
lipideos pelo método gravimétrico de extracao a quente utilizando extrator de Soxhlet
para a CMD e o método do Bligh e Dyer (1959) para os hidrolisados liofilizados;
cinzas pelo método gravimétrico em mufla (550-600 °C) e a umidade pelo método
gravimétrico em estufa (105 °C). Para a realizacao do calculo do valor calérico total,
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foram utilizados valores de conversao, alimento/energia, sendo 4, 9 e 4 para
carboidratos, lipideos e proteinas, respectivamente, e, a seguir, foi realizado o
somatorio desses valores.

2.4. Processo de obtencao do hidrolisado proteico

2.4.1. Condigées de hidrdlise

Para a realizacao do processo de hidroélise, foram utilizados 250 g de carcaca
manualmente desossada (CMD) /g ou mL de enzima acrescidos de 500 mL de agua
destilada (1:2) previamente aquecida e colocados em banho termostatizado (Banho
Ultratermostatizado Marconi modelo MA 184). As reacoes enzimaticas foram
conduzidas a temperatura e pH de maxima atividade catalitica de cada enzima de
acordo com a literatura e estdo descritas na Tabela 1 (OGAWA; MAIA, 1999;
CANDIDO; SGARBIERI, 2003). O pH das enzimas Flavourzyme e Protamex foi ajustado
com solucao de fosfato de sodio 0,2 M. Durante a hidrélise, as amostras foram
continuamente agitadas com agitador mecanico (Agitador Marconi modelo MA 039)
durante todo o tempo de hidrélise (120 minutos).

Durante a hidrélise da CMD, caldos de amostras foram coletados aos 60 e
120 minutos de hidrolise. Todos os hidrolisados coletados foram filtrados em uma
tela plastica com abertura de malha de 10 mesh, filtrados novamente em uma gaze
e, a seguir, centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos em uma centrifuga
(Cetribio-Servilab) para remover todas as particulas sélidas (fundo) e a gordura
(camada superior).

Depois da hidrélise, os residuos 6sseos foram pesados para a realizacao do
calculo de percentual de hidrélise.

A proteina hidrolisada foi entdo aquecida a 95 °C por 15 minutos para inativar
a enzima e, em seguida, foi resfriada a temperatura ambiente, congelada €, entao,
liofilizada a uma temperatura de -54 °C em liofilizador (LD 1500 Terroni).

Tabela 1 - Sistemas enzimaticos de hidrélise.

Enzimas [EL[S]° pH® ToCe Iri':]p)‘j
Papaina 1:250 6,5 60 120
Flavourzyme 1:250 7,0 50 120
Protamex 1:250 7,0 50 120

aRelacao Enzima/Substrato (p/p); PpH 6timo de acao das enzimas; cTemperatura 6tima de acao das
enzimas; 4 Tempo total de hidrélise. Fonte: Elaboracao dos autores.
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2.4.2. Determinacao do Grau de Hidrélise (GH)

Aliquotas de hidrolisado durante os tempos indicados foram retiradas e a
reacao foi inativada com adicao de uma solucao de acido tricloroacético (TCA) 10%.
Depois de repouso de 10 minutos e filtragcao para a remocao do material insollvel
precipitado pelo TCA, as proteinas sollveis foram quantificadas pelo método de
Lowry et al. (1951), expresso em mg de albumina. As leituras das amostras foram
realizadas em espectrofotometro (Modelo SP-220-Biospectro) a 650 nm. O grau de
hidrolise foi medido segundo método descrito por Hoyle e Merritt (1994) e por
Liceaga-Gesualdo e Li-Chan (1999), sendo expresso como percentagem de proteinas
soluveis no TCA em relacao a quantidade de proteina inicial total, e calculado em
mg/g, segundo a Equacao 1.

Proteina Soltdvel em TCA 10% X 100

Proteina Total da Amostra

2.4.3. Determinacao do teor de sélidos, cinzas e proteinas totais

Durante a hidrolise proteica foram retiradas aliquotas de amostras como
mencionado no processo de obtencao de hidrélise e apds a inativacao enzimatica
foram encaminhadas para as analises de determinacao do teor de sélidos sollveis
totais em estufa a 105 °C, de cinzas em mufla a 550 °C e proteinas sollveis pelo
método de Kjeldhal.

2.4.4. Determinagao do percentual de hidrélise e do rendimento da hidrélise

O percentual de hidréolise (o quanto de carne foi retirada da carcaca) foi
avaliado por diferenca de peso da carcaga manualmente desossada (CMD) antes e
depois do tempo de hidrolise de 60 minutos e 120 minutos. Para o calculo do
rendimento do hidrolisado liofilizado, fez-se uma proporcao da quantidade total de
amostra (CMD) em relacao ao hidrolisado liofilizado obtido.

2.5. Determinagao dos aminoacidos dos hidrolisados proteicos

As proteinas constituintes das amostras foram hidrolisadas com HCI 6 N
durante 24 horas a 110 °C. Os aminoacidos liberados durante a hidrélise acida
reagem com Fenilisotilcianato (PITC), separados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) em fase reversa e detectados por ultravioleta (UV). A quantificacao
foi feita por calibracao interna multinivel segundo a metodologia descrita por LAMIC
(2012).
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2.6. Andlise objetiva da cor dos hidrolisados proteicos

A avaliacao objetiva da cor dos hidrolisados obtidos foi realizada através do
sistema CIE, utilizando-se o aparelho Minolta Chroma Meter, CR-300 (MINOLTA),
através dos parametros L* (luminosidade), a* (direcao para o vermelho) e b*
(direcao para o amarelo), segundo ANSORENA et al. (1997).

2.7. Determinagao da atividade de agua

Para a determinacao da atividade de agua (Aa), foi utilizado o aparelho
Aqualab® modelo CX-2 (DECAGON DECIVE, 2003), para a realizacao da leitura direta.

2.8. Analise estatistica

Os resultados foram avaliados estatisticamente mediante a Analise de
Variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si através do teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia pelo Sistema IBM® SPSS® Statistcs (Versao 20).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Composig¢ao proximal da matéria-prima utilizada na hidrélise e dos
hidrolisados liofilizados

A Tabela 2 mostra as caracteristicas da matéria-prima utilizada no
experimento (CMD). Na Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos-TACO
(UNICAMP, 2011), os valores encontrados foram diferentes dos valores citados para
a amostra de frango cru inteiro com pele, cujos valores sao de 66,5% de umidade,
16,4% de proteina, 17,3% de lipideos e 0,7% de cinzas.

Tabela 2 - Média da composicao proximal e valor calérico da carcaca manualmente desossada
(CMD) utilizadas no experimento.

Carcaga Manualmente

Determinagodes(b.u)
Desossada (CMD)

Umidade (%) 58,87 + 0,19
Cinzas (%) 0,63 £ 0,05
Lipideos (%) 26,79 + 4,00
Proteinas (%) 13,25+ 0,48
Carboidratos (%) 0,46 £ 0,05
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Valor calérico (Kcal/100g) 295,95 + 2,62

Fonte: Elaboracao dos autores

Os dados apresentados neste trabalho estdo préoximos aos relatados por
Trindade et al. (2004), para CMS de galinha, em que citam varias composicoes
centesimais de carne mecanicamente separada de frangos e galinhas. O teor de
lipideos apresentado na Tabela 2 pode ser explicado pela utilizacao de pele e de
todas as gorduras corporais que a carcaca apresentava. Ao se comparar a carne
retirada manualmente da carcacga resultante da desossa manual, verificou-se que
esta possui uma composicao diferenciada da carne mecanicamente separada.
Goncalves et al. (2009) analisaram 20 amostras de CMS de frango e encontraram
valores médios de 16% de proteina, 17% de lipideos, 61% de umidade e 1,17% de
cinzas. A diferenca pode estar relacionada ao tipo de corte utilizado e também ao
processo empregado na obtencao da CMS, pois a fabricacdo de CMS pode ser
realizada com varias partes da carcaca. Quando sao utilizadas partes do peito, o
produto obtido € de melhor qualidade. O processo também influencia, pois o sistema
hollow drum (tambor oco) € melhor que o sistema auger (rosca sem fim), ja que com
este processo o produto caracteriza-se pelo alto conteudo de calcio e de fragmentos
de ossos e cartilagens (HENCKEL et al., 2004).

A composicao quimica dos alimentos tem um importante papel no
fornecimento de nutrientes essenciais para a manutencao da salde humana. A
Tabela 3 apresenta os dados da composicao proximal dos hidrolisados obtidos da
CMD com as diferentes enzimas proteoliticas. O teor de umidade foi
significativamente diferente (p<0,05) entre os hidrolisados liofilizados obtidos, os
quais variaram de 4,58% a 8,51%. A maioria dos estudos realizados com proteina
hidrolisada de peixes apresenta teores de umidade inferiores a 10% (OVISSIPOUR et
al., 2009; CHALAMAIAH et al., 2010; FOH et al., 2011). Os baixos percentuais de
umidade apresentados pelos hidrolisados proteicos sao determinados pelas
metodologias de secagem, assim como pelo tipo de amostra empregada
(BUENO-SOLANO et al., 2009).

O teor de cinzas foi significativamente diferente (p<0,05) entre os
hidrolisados obtidos e variaram de 4,81% a 12,86% (Tabela 3). Os teores maiores de
cinzas apresentados pelos hidrolisados obtidos com a Flavourzyme e Protamex
justificam-se pelo emprego da solucao de fosfato de sédio 0,2 M para o ajuste de
pH.
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Tabela 3 - Composicao proximal dos hidrolisados liofilizados de carcaga manualmente desossada
(CMD) obtidos através da hidrélise com diferentes enzimas.

Valor CAL
(Kcal/100g)

Papaina 4,58°+0,15 4,81°+0,03 6,812+0,63 79,362+0,32 396,472+2,69

Enzima Umidade (%) Cinzas (%) Lipideos (%)  Proteina (%)

Flavourzyme  8,512+0,24  12,862+0,06 5,452+0,47 67,86°+0,66 341,79°+2,44

Protamex 6,23+0,31 11,07°+0,09 3,27°+0,97 68,21°+0,62 347,12°+3,42

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao significativamente diferentes, no nivel
de 5%, pelo teste de Tukey. Resultados em b.s. Fonte: Elabora¢do dos autores.

O contetdo de lipideos nao variou entre os hidrolisados obtidos com a
Papaina e Flavourzyme, mas estes foram significativamente diferentes (p<0,05) do
hidrolisado obtido com a enzima Protamex, porém todos se apresentaram menores
que o teor de lipideos da matéria-prima inicial (CMD). Rossi et al. (2009), ao
hidrolisarem carne mecanicamente separada de frango com a enzima Alcalase 2,4
L FG, obtiveram um hidrolisado com 1,08% de lipideos, indicando que o processo de
retirada da gordura na centrifugacao foi extremamente eficiente.

Os teores de proteinas (Tabela 3) apresentados pelos hidrolisados proteicos
obtidos pela hidrolise com a enzima Flavourzyme e Protamex foram semelhantes,
porém diferiram (p<0,05) significativamente do resultado obtido com a Papaina. A
composicao quimica do hidrolisado obtido com a Papaina assemelhou-se aos
resultados obtidos por Fonkwe e Singh (1996), que obtiveram aproximadamente
78% de proteinas em uma hidrélise do residuo da carne mecanicamente separada
de peru. Ja os resultados apresentados por Rossi et al. (2009) assemelham-se aos
obtidos neste estudo para as enzimas Flavourzyme e Protamex.

Os teores de proteinas apresentados pelos hidrolisados obtidos com as
diferentes enzimas proteoliticas sdo maiores que o0s apresentados pela matéria-
prima inicial utilizada neste experimento. O procedimento normal de utilizacado
destas carcacas gera a carne mecanicamente separada de frango (CMS), cujos
teores proteicos sao de aproximadamente 13% (BRASIL, 2000). Com este processo
de hidrolise enzimatica, tem-se a producao de um hidrolisado em p6 com grandes
possibilidades de uso tanto pela indUstria de alimentos como pela industria
farmacéutica para a producao de produtos geriatricos, dietas para controle de peso,
terapéuticas ou dietas entéricas, além de suplementos energéticos para atletas.

Chalamaiah et al. (2012) realizaram uma extensa revisao bibliografica, nela
estao reunidos dados da composicao proximal dos hidrolisados proteicos de diversas
espécies de peixes, obtidos com as mais diferentes enzimas proteoliticas, porém nao
sao comuns dados na literatura sobre hidrolisados proteicos obtidos a partir do
residual 6sseo gerado da desossa manual de carne de frango.

3.2. Grau de Hidrélise (GH)

O grau de hidrolise fornece uma ideia do mensuramento da extensao da
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proteina clivada, o que vai influenciar as propriedades funcionais destes hidrolisados
(LICEAGA-GESUALDO; LI-CHAN, 1999). Os resultados obtidos para o grau de hidrdlise,
utilizando-se como enzimas proteoliticas Papaina, Flavourzyme e Protamex e como
substrato a carcaga manualmente desossada (CMD) de frango, estao apresentados
na Tabela 4. No final da hidrélise (120 minutos), observam-se valores de 43%, 20%
e 51% de GH para a Papaina, Flavourzyme e Protamex, respectivamente. Com o
mesmo substrato e a mesma quantidade de enzima, o GH apresentado pela
Protamex foi significativamente maior (p<0,05) que o da Papaina e Flavourzyme.

Herpandi et al. (2012) utilizaram diferentes enzimas proteoliticas (Alcalase®
2.4L FG, Protamex®, Neutrase® 1,5 mg e Flavourzyme® 500 mg) para hidrolisar atum
(Katsuwonus pelamis) e constataram que a Alcalase® 2.4L FG apresentou 0 maior
grau de hidrélise entre todas as proteases, seguido da Protamex®, Flavourzyme
500MG® e Neutrase® 1,5 mg.

Charoenphun et al. (2013) utilizaram diferentes enzimas, entre elas a
Papaina e a Flavourzyme, e obtiveram graus de hidrolise de 41,6% e 35,6%,
respectivamente, apos 6 horas de hidrdlise de tilapia (Oreochromis niloticus). Mesmo
utilizando matérias-primas diferentes, o resultado para a Papaina assemelha-se
muito com o encontrado neste estudo no tempo de 60 minutos, indicando que talvez
nao fosse necessario um tempo tao longo de hidrolise para esta protease.
Entretanto, os resultados apresentados para a Flavourzyme foram extremamente
maiores, indicando que esta exopeptidase necessita de um tempo maior para obter
melhores resultados de hidrolise para esta enzima.

No entanto, Santos (2006), que analisou o grau de hidrélise obtido com a
enzima Flavourzyme na elaboracao de hidrolisado de Cabrinha (Prionotus punctatus)
com uma concentracao substrato/tampao de 1g/mL; 2% de enzima/substrato; pH 7
e 60 minutos de reacao a 50 °C, encontrou um grau de hidrélise de 24,7%, utilizando
uma concentracao de enzima/ substrato bem maior que a empregada no presente
estudo.

Como pode ser observado na Tabela 4, o tempo influencia positivamente o
grau de hidrélise, isto esta de acordo com o trabalho realizado por Schmidt e
Salas-Mellado (2009), que obtiveram um efeito positivo para esta variavel em um
trabalho sobre a influéncia da acao das enzimas Alcalase e Flavourzyme no grau de
hidrélise das proteinas de carne de frango. Também Liceaga-Gesualdo e Li-Chan
(1999) observaram uma hidrélise rapida de carne de arenque (Clupea harengus),
atingindo um GH de 24% em 20 minutos de incubag¢ao com a enzima Alcalase, a pH
8,0 e 50 °C, sendo que, apdés 60 minutos de incubacao, o grau de hidrolise
aumentou para 36%.

Tabela 4 - Grau de hidrélise apresentado durante 60 e 120 minutos de hidrélise para as diferentes
enzimas utilizadas em condicoes estabelecidas de pH e temperatura.

Tempo de Hidrélise (minutos) /Grau de Hidrolise

Enzimas
60 min. 120 min.
Papaina 39,25+4,97 43,19°+4,69
Flavourzyme 16,72°+1,89 20,25°+4,33
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Protamex 47,12245,27 51,312+4,61

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao significativamente diferentes, no nivel
de 5%, pelo teste de Tukey.

3.3. Teor de proteinas soluveis, sélidos totais e cinzas durante o tempo de hidrélise

Na Tabela 5, sao apresentados os valores do teor de proteinas durante o
tempo total de hidréolise para as trés enzimas utilizadas no experimento. A enzima
Papaina, aos 120 minutos de hidrélise, apresentou o maior percentual de proteinas,
diferindo estatisticamente (p<0,05) da Protamex.

Os teores de proteinas obtidos neste estudo com as enzimas proteoliticas sao
semelhantes aos relatos de muitas pesquisas feitas com hidrolisados obtidos de
diferentes espécies de peixes que variaram de 60% a 90% da composicao total
(DONG et al., 2005; CHOI et al., 2009; KHANTAPHANT et al., 2011). Os altos teores
de proteinas apresentados neste trabalho demonstram que estes hidrolisados
possuem grande potencial para serem utilizados como suplementos proteicos na
nutricao humana.

Tabela 5 - Teor de proteinas dos hidrolisados obtidos de carcagca manualmente desossada (CMD)
de frango durante o tempo de hidrélise de 120 minutos com diferentes enzimas.

Proteinas (%)

Enzimas Tempo de Hidrélise (minutos)
60 min. 120 min.
Papaina 74,372 £10,45 75,086,770
Flavourzyme 61,58°+9,79 66,802°+8,87
Protamex 63,992°+6,36 63,96+5,29

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao significativamente diferentes, no nivel
de 5%, pelo teste de Tukey. Resultados em (g/100g base seca).

Na Tabela 6, podem ser observados os valores dos teores de solidos sollveis
de hidrolisados de CMD de frango e da atividade de agua dos hidrolisados liofilizados
obtidos durante o tempo de hidrdlise para as trés enzimas proteoliticas utilizadas.

Os teores de soélidos solUveis totais (Tabela 6) nos tempos de 60 e 120
minutos de hidrélise nao apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre as
enzimas Papaina e Protamex, porém a enzima Flavourzyme apresentou um
percentual de solidos sollveis estatisticamente menor (p<0,05) que os valores
obtidos com as outras duas enzimas.

Tabela 6 - Percentual de sélidos soltveis dos hidrolisados obtidos de carcaca manualmente
desossada (CMD) de frango durante o tempo de hidrélise de 60 e 120 minutos com diferentes
enzimas e a atividade de agua dos hidrolisados liofilizados.

Tempo de Hidrélise Atividade de agua do
Enzimas (minutos)/Percentual de Sélidos Sollveis Hidrolisado Liofilizado (Aa)
60 min. 120 min. 120 min.
Papaina 7,112+0,74 8,55+0,32 0,1408°+0,0123
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Flavourzyme 5,495+1,10 6,34+0,71 0,2884+0,0178

Protamex 7,322+1,03 8,072+1,55 0,32732+£0,0147

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao significativamente diferentes, no nivel
de 5%, pelo teste de Tukey. Resultados em (g/100g base Umida).

Os teores de sélidos sollveis dos hidrolisados obtidos pela hidrélise realizada
com as enzimas Papaina e Protamex sao semelhantes aos relatados por Oliveira
(1991), que, ao determinar as condicoes ideais da hidrolise da proteina de carne
com suco de abacaxi (carne/suco 1:1), obteve um teor de sélidos de 7,6 g/100g.
Nota-se um aumento da solubilidade das proteinas durante a hidrolise e isto
ocasiona um aumento da concentracao dos sélidos sollveis ao longo do tempo, mas
nao se pode afirmar que sejam diferentes (FONKWE; SINGH, 1996).

A medida da atividade de agua é de fundamental importancia, para o controle
de qualidade dos alimentos, visto que, por meio dela, podem ser previstas reacoes
guimicas, enzimaticas e desenvolvimento de microrganismos. A partir do
conhecimento da atividade de agua, pode-se, também, propor sistemas adequados
de embalagens para diferentes produtos alimenticios (FELLOWS, 2006). Os
hidrolisados proteicos sao altamente pereciveis principalmente devido ao alto
conteido de proteinas e, portanto, necessitam de metodologias para a sua
preservacao como secagem por pulverizacao ou liofilizacao.

Os valores encontrados para a atividade de agua para os hidrolisados
liofilizados obtidos da CMD com diferentes enzimas proteoliticas (Tabela 6) diferiram
estatisticamente (p<0,05) entre si. A Papaina produziu o hidrolisado liofilizado com
a menor atividade de agua (0,14). Valor de atividade de agua, maior que estes
resultados, foi encontrado por Kurozawa et al. (2009), que relataram um valor de
atividade de agua de 0,43 ao estudarem o efeito dos agentes de suporte durante a
secagem por pulverizacao sobre as propriedades fisico-quimicas de um hidrolisado
proteico de carne de frango obtido pela acao da Alcalase® 2.4L.

A Tabela 7 apresenta os resultados de cinzas dos diferentes hidrolisados para
os tempos de hidrélise de 60 e 120 minutos.

Tabela 7 - Valores percentuais de cinzas dos hidrolisados obtidos com diferentes enzimas a partir
de carcaga manualmente desossada (CMD) de frango com o tempo de hidrélise de 60 e 120

minutos.
. Tempo de Hidrélise (minutos)/Percentual de Cinzas
Enzimas
60 min. 120 min.
Papaina 4,80°+0,36 4,684+0,48
Flavourzyme 7,973+1,44 6,762+0,99
Protamex 7,242+1,69 7,082+1,28

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao significativamente diferentes, no nivel
de 5%, pelo teste de Tukey. Resultados em (g/100g base Umida).

Os resultados apresentados nos primeiros 60 minutos variaram
significativamente (p<0,05) e, aos 120 minutos, o hidrolisado obtido com a Papaina
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apresentou teores significativamente menores de cinzas (p<0,05), quando
comparados aos outros hidrolisados. A maior concentracao de cinzas verificada nos
hidrolisados obtidos com a Flavourzyme e com a Protamex (6,76% a 7,97%) é
decorrente do ajustamento do pH durante a hidrolise enzimatica.

Da mesma forma outros autores obtiveram niveis elevados de cinzas nos
experimentos de hidrolise que foram atribuidos ao ajustamento do pH para uma
melhor acao das enzimas (DINIZ; MARTIN, 1997; LICEAGA-GESUALDO; LI-CHAN,
1999; NEVES et al., 2004; MARTINS et al., 2009).

3.4. Percentual de hidrélise e do rendimento da hidrolise

Os valores dos percentuais de hidrolise apdés 60 e 120 minutos de processo
hidrolitico e os rendimentos dos hidrolisados submetidos ao processo de liofilizacao
estao demonstrados na Tabela 8. Depois de 60 minutos de hidrélise, todos os
hidrolisados apresentaram percentuais de hidrélise significativamente diferentes
entre si (p<0,05), e a Papaina apresentou o maior percentual. Porém, aos 120
minutos, os hidrolisados obtidos com a Papaina e a Protamex nao diferiram
estatisticamente (p>0,05), enquanto o hidrolisado obtido com a Flavourzyme
apresentou diferenca significativa das outras enzimas, sendo o de menor percentual
(58,20%). Uma justificativa para isto poderia estar relacionada ao fato de a Papaina,
uma sulfidrilo protease, ou seja, uma enzima que possui um grupo de enxofre no seu
sitio ativo, apresentar baixa especificidade, hidrolisando ligacdbes amida e éster,
tanto em peptideos como em proteinas (LIENER, 1974; REED, 1975).

O rendimento do hidrolisado liofilizado (Tabela 8) obtido aos 60 minutos pela
hidrolise com a Flavourzyme diferiu significativamente (p<0,05) dos hidrolisados
obtidos com a Papaina e a Protamex, apresentando a mesma tendéncia dos
resultados de percentual de hidrélise que foram obtidos aos 120 minutos. Santos
(2011), em um trabalho sobre a producao de hidrolisados de proteina de pescado
(HPP) a partir de subprodutos da indUstria pesqueira, encontrou aproximadamente
10% de rendimento utilizando como enzima proteolitica a Neutrase®.

Tabela 8 - Valores do percentual de hidrélise e do rendimento total dos hidrolisados liofilizados
obtidos de carcaca manualmente desossada (CMD) de frango durante o tempo de hidrélise de 60 e
120 minutos com diferentes enzimas.

Enzimas Hidrélise (%) Rendimento (%)
60 min. 120 min. 120 min.
Papaina 80,612+5,49 86,132+2,24 10,552+0,04
Flavourzyme 34,83°45,79 58,20°+5,65 4,84°+0,46
Protamex 67,69%+4,12 78,032+3,61 10,322+0,09
Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao significativamente diferentes, no nivel
de 5%.
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3.5. Aminoacidos dos hidrolisados proteicos

A Tabela 9 apresenta os valores da composicao dos aminoacidos dos
hidrolisados obtidos com as diferentes enzimas proteoliticas. O valor nutritivo das
proteinas dietéticas é determinado pelo padrao e quantidade de aminoacidos
essenciais (XIA et al, 2007).

Tabela 9 - Valores da composicao de aminoacidos dos hidrolisados obtidos com diferentes enzimas
a partir de carcaca manualmente desossada de frango (CMD) em comparacao com as
recomendacoes da FAO (1985).

Enzimas
Aminocidos Papaina Flavourzyme Protamex FAO FAO
(mg/g) (2-5 anos) (adultos)
N&o essenciais
Acido aspértico 73,7 49,6 62,5 - -
Acido glutamico 117,6 92,7 107,7 - -
Serina 30,1 20,6 25,7 - -
Glicina 52,3 44,1 46,4 - -
Arginina 54,8 9,90 46,4 - -
Treonina 28,1 30,1 26,6 34 5
Alanina 46,2 35,5 43,6 - -
Prolina 43,9 33,4 37,4 - -
Essenciais
Histidina 22,4 19,5 20,6 19 16
Tirosina 24,4 13,6 18,2 - -
Valina 36,8 23,3 28,9 35 13
Metionina 37,2 16,2 30,6 24* 17*
Cistina 1,00 1,00 1,00 - -
Isoleucina 34,1 19,3 25,7 28 13
Leucina 63,3 39,5 51,6 66 19
Fenilalanina 39,3 26,2 34,1 63** 19**
Lisina 76,0 57,8 71,8 58 16
Triptofano - - - 11 9

*Dados que somam metionina+cistina. **Dados que somam fenilalanina+tirosina- FAO (1985).

A presenca de um ou mais aminoacidos essenciais em quantidades
suficientes aumenta o valor nutritivo da proteina (RANGEL et al., 2004). O perfil das
proteinas dos diferentes hidrolisados foi verificado e comparado com o da FAO
(1985), que estima as necessidades de aminoacidos para criancas e adultos. O perfil
de aminoacidos dos hidrolisados de carne manualmente desossada de frango (CMD)
obtida pela hidrdlise enzimatica com a Papaina continha quantidades mais elevada
de todos os aminoacidos essenciais, exceto para triptofano (eliminado pela
metodologia), quando comparado com a referéncia da OMS para adultos. Portanto,
o hidrolisado que mais se aproxima das quantidades de aminoacidos recomendados
pela FAO (1985) é o obtido pela hidrélise com a Papaina.
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A analise de aminoacidos realizada por Sun et al. (2010) em um estudo sobre
a utilizacao de um hidrolisado obtido enzimaticamente do residuo de carne
mecanicamente separada de frango, em uma salsicha tipo cantonés, revelou que a
glicina foi 0 aminoacido encontrado em maior quantidade neste tipo de hidrolisado
(21,46%), além do acido glutamico, prolina, acido aspartico, treonina e a lisina.

3.6. Analise objetiva da cor dos hidrolisados proteicos

Os valores da determinacao da cor dos hidrolisados liofilizados obtidos com
diferentes enzimas proteoliticas encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores médios da determinacao de cor dos hidrolisados proteicos de carcaca
manualmente desossada (CMD) obtidos pela hidrélise com diferentes enzimas, expressos como L*
(luminosidade), a* (indice vermelho) e b* (indice amarelo).

Enzimas L* a* b*
Papaina 76,50°1+0,34 -1,45°+0,75 26,44°+2 96
Flavourzyme 79,242+0,23 2,98°+0,07 17,45°+0,11
Protamex 71,09°+0,44 5,042+0,10 18,72°+0,14

Médias dentro da mesma coluna, com letras diferentes sao significativamente diferentes, no nivel
de 5%.

Os valores de L* (brilho) e de a* (indice vermelho) diferiram estatisticamente
(p<0,05) para as trés enzimas utilizadas. O parametro de cor vermelha (a*) foi maior
com o hidrolisado obtido com a enzima Protamex. Segundo Bueno-Solano et al.
(2009), a hidroélise de proteinas produz peptideos com cor acastanhada que podem
gerar uma alteracao de cor nos produtos alimenticios nos quais estes hidrolisados
sao adicionados.

O parametro de cor amarela nao variou entre os hidrolisados (Tabela 10)
obtidos com a Flavourzyme e a Protamex, porém estes diferiram significativamente
(p<0,05) do hidrolisado obtido com a Papaina que apresentou maior intensidade
para o amarelo. Os hidrolisados liofilizados obtidos apresentaram cores suaves que
podem contribuir para sua aceitabilidade, quando utilizados em formulacoes para as
mais variadas finalidades.

Sun et al. (2010) concluiram que o hidrolisado do residuo de carne
mecanicamente separada de frango, obtido por hidrélise enzimatica com
Pancreatina, pode ser um excelente precursor para a reacao de Maillard devido a
distribuicao do peso molecular, do perfil de aminoacidos e da quantidade de
aminoacidos livres.
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4. CONCLUSAO

Os hidrolisados proteicos obtidos da carcaca manualmente desossada (CMD)
de frango apresentaram alto contelddo proteico caracterizando-se como uma
matéria-prima promissora na formulacao de dietas especiais. A enzima Protamex
apresentou o melhor grau de hidrélise seguida da Papaina e da Flavourzyme. Quanto
ao percentual de hidrolise e rendimento total, os hidrolisados obtidos com a Papaina
e a Protamex apresentaram maiores valores que com a Flavourzyme. A composicao
de aminoacido demonstra que o hidrolisado obtido da Papaina possui uma
composicao mais proxima da recomendada pelos 6rgaos de controle que avaliam o
valor nutricional de uma proteina pelos tipos de aminoacidos que a compoem.
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ABSTRACT: The use of protein hydrolysates, derived from animal and vegetable
sources, in specific formulations, is an area of growing interest. The goal of this study
was to develop different freeze-dried powder hydrolysates with high protein value,
obtained from the enzymatic hydrolysis of manually deboned chicken carcasses
(MDC). Before use, they were thawed under refrigeration, and cut into smaller pieces
with a stainless steel knife for easier mixing during the hydrolysis time. Three
commercial enzymes, Papain®, Flavourzyme® and Protamex® were used. Hydrolysis
occurred in a thermostatic bath with controlled temperature, time and pH. The
proximal compositions of the raw material and freeze-dried hydrolysates and the
water activity of the freeze-dried hydrolysates were determined, and the following
analyses to control the hydrolysis were performed: degree of hydrolysis, protein, total
solids and ash contents, characterization of the amino acids in the hydrolysates,
yield, percent hydrolysis and colour of the hydrolysates. The results were evaluated
by the analysis of variance and Tukey’s means comparison test. The degree of
hydrolysis was highest with Papain, followed by Protamex and Flavourzyme and after
120 minutes of hydrolysis the protein content did not vary significantly (p>0.05)
between Papain and Flavourzyme. The amino acid composition showed that the
hydrolysate obtained with papain had a composition closer to that recommended by
the control authorities. It was concluded that the protein hydrolysates obtained from
manually deboned chicken carcasses (MDC) had a high protein content,
characterizing them as a promising raw material for the formulation of special diets.
KEYWORDS: Manually deboned chicken carcass (MDC); Protein hydrolysate;
Enzymatic hydrolysis.
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RESUMO: A producao de lacases por Marasmiellus palmivorus foi avaliada em
biorreator de agitacao mecanica em diferentes condicoes de pH: pH nao controlado,
fixo 5,0; 6,0 e 7,0; e permitido oscilar livremente, sendo controlado apds atingir
naturalmente pH 5,0; 6,0 e 7,0. Adicionalmente, foi avaliada a capacidade do
complexo enzimatico bruto da linhagem M. palmivorus VE-111 de descolorir corantes
sintéticos. Foram observados valores superiores de lacases nos cultivos de M.
palmivorus em biorreator de agitacao mecanica nas condicdes de pH livre
(1950,6+42,7 U.mL1), livre - pH 6 (1901,2+85,5 U.mL?) e em fixo - pH 7
(1851,8+0,0 U.mL1). Nos testes de descoloracao com o extrato enzimatico bruto,
foram obtidos percentuais de descoloracao superiores para os corantes Reactive
blue 220 (93,87+0,09%) e Acid Blue 80 (89,01+0,29%). Diante dos resultados,
evidencia-se que M. palmivorus é capaz de secretar elevadas concentracoes de
enzimas com potencial para aplicacoes biotecnoldgicas.

PALAVRAS-CHAVE: lacases, Marasmiellus palmivorus, biorreator de agitacao
mecanica, biorremediacao, corantes téxteis.

1. INTRODUCAO

Os fungos da degradacao branca (Basidiomycota: Agaricomycotina), sao
assim denominados devido a capacidade de seu sistema enzimatico de degradar a
lignina presente na madeira. No complexo enzimatico dos fungos da degradacao
branca estao presentes as fenol-oxidases lacases (Lac), lignina peroxidases (LiP) e
manganés peroxidases (MnP). Em decorréncia da complexidade e estrutura
polimérica fenilpropanoica aleatéria da lignina, enzimas envolvidas na sua
decomposicao precisam apresentar ampla especificidade para o substrato (ZANIRUN
et al., 2015). As lacases (benzenodiol:oxigénio oxidorredutase - E.C. 1.10.3.2) sao
polifenol oxidases que contém cobre em seu sitio ativo e pertencem a familia das
oxidases multicobre. Através da reducao de oxigénio molecular a agua, essas
enzimas sao capazes de oxidar uma variedade de substratos aromaticos e nao-
aromaticos (DING et al., 2016; GEORGIOU et al., 2016).
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Fungos envolvidos na decomposicao da madeira e suas enzimas tém sido
extensivamente estudados desde os anos 1980 como fontes de biocatalisadores
industriais com aplicacoes potenciais em indlstrias quimicas, téxteis, alimenticias e
de papel e celulose, bem como em biorremediagao e na degradacao de
contaminantes organicos de diferentes processos industriais (LETTERA et al., 2016;
Ll et al., 2015).

Um dos mais importantes desafios atualmente é desenvolver tecnologias de
tratamento e de biorremediacao eficientes para o controle e redugao da poluigao da
agua (RAMIREZ-MONTOYA et al., 2015). A descarga de aguas residuais provenientes
de industrias de tecido, papel, curtimento de couro, processamento de alimentos,
plasticos, cosméticos, borracha, impressao e tingimento em recursos hidricos € uma
causa significativa de podesluicao da agua devido a presenca de corantes sintéticos
(YAGUB et al., 2014). Estes representam uma preocupacao ambiental por sua alta
visibilidade, recalcitrancia e impacto toxico (MEZOHEGYI et al., 2012). A presenca de
corantes na agua pode afetar as plantas aquaticas, uma vez que 0S MesmMos
reduzem a transmissao da luz solar através da agua. Além disso, quase todos os
corantes sintéticos possuem efeitos toxicos, carcinogénicos e/ou mutagénicos
(SALLEH et al., 2011; VAKILI et al., 2014).

O descarte de residuos industriais repletos de corantes téxicos, em conjunto
com a resisténcia de muitos deles as técnicas de remocao fisico-quimicas - como
coagulacao, floculacao, adsorcao, troca idnica, oxidacao, flotacao, separacao por
membranas e métodos eletroquimicos (KHLIFI et al.,, 2010) - evidencia a
necessidade de desenvolver métodos biol6gicos ou enzimaticos para a degradacao
desses compostos. O uso da biodegradacao enzimatica tem demonstrado ser
potencialmente eficaz no tratamento dessa fonte de poluicao por conta da diminuta
quantidade de energia necessaria e o reduzido impacto sobre os ecossistemas.
Lacases, particularmente, tém demonstrado grande aptidao nesta area (BAGEWADI
etal., 2017; SHARMA et al., 2015).

Em virtude das diversas aplicacoes biotecnolégicas das lacases, enfatiza-se
a necessidade de seu processo de produgcao ser economicamente viavel, o que pode
ser obtido por meio da selecao apurada de organismos que as produzam, assim
como 0s meios de cultivo para aperfeicoar sua producao (PATEL et al., 2014; MORE
etal., 2011). Além de sua composicao, o pH do meio de cultivo € um importante fator
na sintese de lacases, podendo interferir na atividade e estabilidade enzimaticas
(COUTO et al., 2002).

Diante da diversidade de microrganismos com potencial para a obtencao de
produtos de interesse biotecnoldgico, poucos sao os géneros estudados para a
producao de lacases, destacando-se Pleurotus (PATEL et al., 2014), Trametes (WANG
et al.,, 2014) e Pycnoporus (FOKINA et al., 2015), enquanto poucos trabalhos
retratam a espécie Marasmiellus palmivorus (PANDIYAN et al., 2014; SINGH et al.,
2014). Em face do exposto, faz-se necessario avaliar a potencialidade de espécies
que nao sejam extensivamente estudadas, as quais podem apresentar
caracteristicas mais promissoras em relacao as comumente utilizadas. Os poucos
relatos de producao de enzimas lignoliticas por M. palmivorus evidenciam que essa
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espécie apresenta atividade enzimatica elevada, enfatizando a necessidade de
investigar os meios de aperfeicoar as condicbes de producao enzimatica. Nesse
contexto, foi avaliada a producao de lacases pela linhagem M. palmivorus VE-111
em biorreator de agitacao mecanica com distintas condicdes de pH: pH livre, pH fixo
5,0; 6,0 e 7,0; e cultivos onde o pH foi permitido oscilar até atingir naturalmente os
valores de 5,0; 6,0 e 7,0; apods, o pH foi controlado nesses valores. Adicionalmente,
foi avaliada a capacidade do complexo enzimatico de M. palmivorus de descolorir
corantes sintéticos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microrganismos e corantes

A linhagem Marasmiellus palmivorus VE-111 foi utilizada nos testes de
descoloracao de corantes, tendo sido obtida a partir da colecao de microrganismos
do Laboratério de Enzimas e Biomassa da Universidade de Caxias do Sul, sendo
mantida em meio BDA (batata-dextrose-agar).

Foram utilizados dois corantes pertencentes ao grupo antraquinona: Reactive
blue 220 (RB) e Acid blue 80 (AB); e nove corantes da classe azo: Reactive red 198
(RR), Reactive yellow 15 (RY), Acid red 315 (AR), Disperse orange 30 (DO), Dianix
yellow Seg (AD), Navy blue S2GRL (AM), Reactive red 4BL (VR), Remazol black B (PR)
e Foron Rubine RDGFL (RF).

2.2. Meio de cultivo

O meio de cultivo do inéculo de M. palmivorus foi formulado com caldo
proveniente de 200 g.L'1 de batata, 50 mL.L'? de solugao mineral (MS 20 x)
(MANDELS; REESE, 1957) e 10 g.L1 de glicose. Por sua vez, o meio de cultivo do
biorreator de agitacao mecanica foi composto pelo caldo resultante de 180 g.L1 de
batata, 50 mL.L1 de solucao mineral (MS 20 x) e 20 g.L1 de glicose.

A solucao de sais descrita por Mandels e Reese (1957) tem a seguinte
composicao (g.L1): KH2PO4, 10 g; MgS04.7H20, 6 g; CO(NH2)2, 6 g; CaCls, 6 g;
FeS04.7H20, 0,1 g; MnS04.H20, 0,0312 g; ZnS04.7H20, 0,028 g; e CoCl..6H20, 0,04
g. Os meios foram autoclavados a 1 atm por 15 min.

2.3. CondicOes experimentais

Os cultivos em biorreator (New Brunswick, modelo BioFlo®/CelliGen® 115)
foram realizados com 5 L de meio de cultivo. Os biorreatores foram inoculados com
10% (v/v) da cultura, proveniente do inéculo obtido do micélio crescido em frascos
Erlenmeyer de 500 mL, contendo 100 mL do meio de cultivo, iniciado de dois discos
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de micélio (2 1,5 cm) e mantidos a 28°C, em agitacao reciproca de 180 rpm, por 96
h.

Durante os cultivos em biorreator, a velocidade da agitacao foi variada entre
200 e 800 rpm e a vazao especifica de ar entre 0,2 e 2,5 vwm (volume de ar por
volume de liquido por minuto). A temperatura foi mantida em 28 °C e o pH foi mantido
usando a adicao automatica de NH4OH (2 mol.L'1) e H2SO4 (1 mol.L'1). Amostras
foram coletadas até 168 h de cultivo, com intervalos de 24h.

Os cultivos em biorreator de agitacao mecanica foram realizados com
diferentes valores de pH: pH livre, pH fixo 5,0; 6,0 e 7,0; e cultivos onde o pH foi
permitido oscilar até atingir naturalmente os valores de 5,0; 6,0 e 7,0; apos, o pH foi
controlado nesses valores.

Os extratos foram centrifugados por 20 min, a 4°C e 3220 g. O sobrenadante
foi utilizado para avaliacao da atividade enzimatica de lacases, bem como para os
experimentos de descoloracao de corantes sintéticos.

2.4. Analises enzimaticas

As analises de lacases, conforme Wolfenden e Willson (1982), foram
realizadas utilizando tampao acetato de sodio (0,2 mol.L'1, pH 5,0) e ABTS (2,2"-
azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) 5 mmol.L't (€420 nm = 3,6 x 104
L.molt.cm1) como substrato. A cinética foi analisada por 90 s a 25°C em 420 nm.

2.5. Descoloragdo de corantes sintéticos

A capacidade das lacases de M. palmivorus de degradar os corantes RB, RR,
RY, AB, AR, DO, AD, AM, VR, PR e RF foi avaliada em placas de ELISA de 96 pogos
contendo 300 uL de solucao de corante em uma concentracao de 0,25 mg.mL1 e
100 L de extrato enzimatico obtido da condicao em pH 7 fixo com uma atividade de
lacases de 30, 50 ou 100 U.mL1.

Os testes foram conduzidos por 24 h a temperatura de 28°C. Os controles
consistiram na substituicdo do extrato enzimatico por agua destilada. Todos os
procedimentos foram realizados em triplicata.

A descoloracao foi avaliada por meio da alteracao na absorbancia utilizando
espectrofotdmetro e comparando os resultados com seus respectivos controles. Foi
mensurada a absorbancia em 490 nm para os corantes RF, VR, AD, DO e RR; 530
nm para os corantes AM e PR; 570 nm para os corantes RB e AB; e 440 nm para os
corantes RY e AR.

A eficiéncia de descoloracao (decolorization efficiency - DE) foi calculada de
acordo com a seguinte formula: DE (%) = (A1 - A2) / A1 x 100, em que Al
representada a absorbancia do controle; A2 representa a absorbancia da amostra
tratada correspondente; e DE indica a taxa de remocao de cor do corante.
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2.6. Andlises estatisticas

A partir dos resultados da analise das triplicatas das amostras, foram
calculadas a média e o desvio padrao. Alguns resultados foram submetidos ao teste
de normalidade Dunkey-Smirnoff e a significancia estatistica dos dados foi avaliada
através de uma analise unidirecional de variancia (ANOVA) com pos-teste de Tukey
(P<0,05) usando o software GraphPad Prism 5 ® (Graph Pad Software, San Diego,
USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito do pH na produgao de lacases por M. palmivorus em biorreator de
agitacdo mecanica

Na Figura 1 estao apresentadas as atividades de lacases e as variacoes de
pH durante o cultivo de M. palmivorus. As condicoes que apresentaram maior
atividade de lacases foram: pH livre (1950,6+42,7 U.mL1) em 96 h, livre - pH 6
(1901,2+85,5 U.mL1) em 96 h e fixo - pH 7 (1851,8+0,0 U.mL1) em 144 h. A
condicao livre - pH 7 apresentou titulos inferiores, sendo observado o pico da
atividade (1234,5+42,7 U.mL1) em 120 h. Entretanto, na condicao de pH livre ha
uma queda acentuada do pH em 144 h. Essa queda é acompanhada pela diminuicao
da atividade enzimatica de lacases, fazendo com que essa condicao nao seja a mais
vantajosa, pois a atividade enzimatica nao é mantida. Por sua vez, a condicao fixo -
pH 7 apresentou alta atividade de lacases (1728,39 U.mL1) até 168 h de cultivo,
mostrando ser uma condicao que favorece a producao e manutencao da atividade
enzimatica. Destaca-se também que extratos enzimaticos obtidos de cultivos com
pH 7 (fixo) apresentam maior estabilidade durante longos periodos de
armazenamento (-20°C) para a linhagem M. palmivorus.

Comparando a atividade maxima de lacases de M. palmivorus VE-111 com as
principais espécies utilizadas, aquela apresenta atividade consideravelmente
superior: Trametes versicolor apresentou atividade maxima de 0,8 U.mL1 em 48 h,
em meio contendo 0,5% de serragem de carvalho (BERTRAND et al., 2015); Liu et al.
(2013) relataram atividade maxima de 72 U.mL1 por Pycnoporus sp. em 6 dias de
cultivo em reator airlift; Cotylidia pannosa apresentou atividade maxima de 9,3 U.mL
1 utilizando-se farelo de trigo como substrato (SHARMA et al., 2015). Contudo,
microrganismos com atividades de lacases semelhantes ou superiores também sao
encontrados: Kandasamy et al. (2016) apresentaram um novo isolado de Hexagonia
hirta, a linhagem MSF2, que alcanca uma atividade maxima de lacase de 1944,44
U.mL1 utilizando meio de glicose e extrato de levedura otimizado com Cu?2*.
Atividades ainda mais consideraveis foram atingidas quando houve adicao do indutor
fendlico 2,5-xilidina. Dessa maneira, destaca-se que a linhagem de M. palmivorus é
relativamente nova para a producao de lacases, indicando a necessidade de novos
estudos a fim de aperfeicoar as condicoes de producao enzimatica e avaliar a
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aplicacao em diferentes setores biotecnologicos.

Pandiyan et al. (2014) isolaram e identificaram a linhagem PK-27 de M.
palmivorus, a qual foi utilizada para a producao de lacases (69,1 U.mL1). Além de
relatos para a producao de lacases por M. palmivorus, essa linhagem é utilizada no
pré-tratamento biol6gico de biomassa lignoceluldsica (PANDIYAN et al. 2014; SINGH
etal. 2014).

Figura 1 - Variacao da atividade de lacases (A) e do pH (B) em cultivo de M. palmivorus em
biorreator de agitacdo mecanica.
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Fonte: os autores.

3.2 Descoloragao de corantes sintéticos por extrato enzimatico bruto de M.
palmivorus

Na Tabela 1 sao apresentados os percentuais de descoloracao dos corantes
sintéticos por extrato enzimatico bruto apés 24 h. Entre os corantes avaliados, foram
obtidos percentuais superiores de descoloracao para os Reactive blue 220 e Acid
Blue 80. Quando foi avaliada a capacidade de descoloracao em trés concentracoes
de lacases de M. palmivorus, (30, 50 e 100 U.mL1) para os diferentes corantes, os
percentuais de descoloracao foram semelhantes, indicando que apés 24 h o maximo
de descoloracao € atingido, independentemente da atividade enzimatica aplicada.

Para os demais corantes nao foi detectada reducao de cor ou esta apresentou
percentuais infimos. Ambos corantes, RB e AB, pertencem a classe antraquinona,
sugerindo que nenhuma das isoformas foi eficaz no rompimento da ligacao dupla de
nitrogénio presente nos corantes azo testados neste trabalho. Diferentemente,
Ashrafi et al. (2013) relataram que quase todos 0s corantes azo e antraquinona
selecionados de diferentes grupos de corantes industriais reativos, acidos, dispersos
e diretos foram eficientemente descoloridos, embora nao na mesma extensao,
utilizando a lacase purificada de Paraconiothyrium variabile apés um periodo de 3 h
de incubacao. Os corantes azo podem ser classificados em monoazo, diazo ou triazo,
dependendo do numero de ligacbes N=N presentes, enquanto os corantes

150



antraquinona sao constituidos por grupos carbonila em associacao com um sistema
conjugado de dois anéis de benzeno. Na maior parte dos casos, 0s corantes azo sao
identificados como recalcitrantes, enquanto as antraquinonas sao reconhecidas
como substratos faceis para a oxidacao de lacases (SARATALE et al., 2011; ZENG et
al., 2011).

Nesse sentido, alguns trabalhos concluiram que lacases nao sao capazes de
oxidar alguns corantes porque estes sdo moléculas muito grandes para acessar o
sitio ativo da enzima ou porque tém um potencial redox particularmente elevado
(BIBI; BHATT, 2012; CAMARERO et al., 2005).

Tabela 1 - Descoloracao de corantes sintéticos por extrato enzimatico bruto de M. palmivorus.
Corantes Redugéao (%) 24h

VE-111 VE-111 VE-111
(30 U.mL1) (50 U.mL?) (100 U.mL1)

Reactive blue 220 95,5+0,3 95,8%0,1 93,9+0,3

Reactive red 198 0,0+0,0 9,0+0,5 3,5+1,6
Reactive yellow 315 0,0+0,0 0,04+0,0 0,0+0,0

Acid red 315 1,0+0,0 2,5+0,0 0,0+0,0
Acid blue 80 90,940,5 89,2+2,7 88,3+0,2
Disperse orange 30 3,0+0,4 3,8+0,0 2,9+0,0
Dianix yellow Seg 4,9+0,0 8,6+0,0 7,4+1,79
Navy blue S2GRL 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Reactive red 4BL 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0
Remazol black B 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0

Foron Rubine RDGFL  0,0+0,0 9,0+0,5 3,5+1,6

Fonte:os autores.
Nota: os valores correspondem a média de trés repeticdes + desvio padrao; os resultados foram
obtidos apés 24 h de processo.

Como foram utilizados sobrenadantes de extratos enzimaticos brutos para
realizar os testes de descoloragao, € possivel que outras enzimas além das lacases
estivessem presentes e envolvidas na descoloracao dos corantes. A opcao pelo uso
de lacase bruta, em alguns casos, pode ser economicamente viavel e rentavel para
a aplicacao pratica, tendo em vista que baixas cargas enzimaticas foram suficientes
para a descoloracao dos corantes RB e AB.

Na Figura 2 estao apresentados os percentuais de descoloracdo dos corantes
Reactive blue 220 (A) e Acid Blue 80 (B) por extrato enzimatico bruto de M.
palmivorus. E possivel observar que quando testadas diferentes quantidades de
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lacases, a descoloracao apresentou percentuais semelhantes, ou seja, em 24 h nao
ha relacao direta entre a atividade enzimatica e a descoloracao (Tabela 1).
Entretanto, sabe-se que quando avaliada em tempos mais curtos, a atividade esta
inversamente relacionada ao tempo: quanto maior a atividade enzimatica de lacase,
menor sera o tempo necessario para ocorrer a remocao da cor (Figura 2). Em apenas
2 h os indices de descoloracao ultrapassaram os 80% para os corantes RB e AB,
indicando que nao ha a necessidade de 24 h de descoloragao, o que corrobora a
aplicacao das enzimas em um processo industrial, devido a efetividade e a agilidade
do processo.

Figura 2 - Descoloragao dos corantes Reactive Blue 220 (A) e Acid Blue 80 (B) por extrato
enzimatico bruto de M. palmivorus em 24 h.
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Fonte: os autores.

Destaca-se que o M. palmivorus apresenta elevada producao de lacases em
condicoes controladas de pH, apresentando a necessidade do controle deste
parametro. O uso do extrato enzimatico obtido de M. palmivorus resultou em
consideravel descoloracao dos corantes RB e AB; entretanto, para outros corantes
avaliados, nao houve descoloracao ou essa foi desprezivel. Dessa forma, esses
corantes devem ser novamente avaliados, visto que normalmente estao presentes
em um mesmo efluente.

A degradacao de um dado corante depende da sua estrutura, dos seus grupos
cromoforos, da temperatura e do pH do processo de descoloracao e do potencial
redox do biocatalisador e do corante, além de poder ser otimizada pelo uso de
mediadores, substratos facilmente oxidaveis que podem atuar como intermediarios
redox entre o sitio-ativo da enzima e um substrato nao fendlico (ZILLE et al., 2004).
Portanto, variacoes nesses parametros podem ser testadas, visando obter
resultados mais satisfatorios de descoloracao.

4. CONCLUSAO

A busca por novas linhagens produtoras de lacases é promissora, tendo em
vista a grande variedade de espécies ja descritas, algumas extensivamente
estudadas e outras com apenas alguns trabalhos. O isolado M. palmivorus apresenta
elevada producao de lacases, destacando que outros parametros de producao
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podem ser testados para eleva-la ainda mais. Foi possivel observar que o pH
influencia consideravelmente neste processo, permitindo uma manutencao da
atividade mais efetiva. O extrato enzimatico bruto mostrou-se eficaz em descolorir
alguns corantes sintéticos utilizados industrialmente, corroborando a potencial
aplicacao de M. palmivorus e seu complexo enzimatico em processos de
biorremediacao. Diante do exposto, evidencia-se que esses processos poderiam ser
utilizados para fins comerciais na detoxificacao de efluentes industriais.
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ABSTRACT: Production of laccase by Marasmiellus palmivorus in stirred tank reactor
was assessed in various pH conditions: uncontrolled (free) pH, fixed at 5.0, 6.0 and
7.0; and controlled after reaching pH 5.0, 6.0 and 7.0. Additionally, decolorization
efficiency of M. palmivorus VE-111 crude enzyme extract was evaluated using
synthetic dyes. The highest laccase titers were observed for M. palmivorus stirred
tank reactor culture grown in the following production conditions: uncontrolled pH
(1950.6+42.7 U.mL?1), free - pH 6 (1901.2+85.5 U.mL?1) and fixed - pH 7
(1851.8+0.0 U.mL1). As for the decolorization assays, the greatest decolorization
percentages were obtained for the dyes Reactive blue 220 (93.87+0.09%) and Acid
Blue 80 (89.01+0.29%). According to these results, it becomes evident that M.
palmivorus is capable of secreting a highly concentrated enzyme extract, with
potential biotechnological applications.

KEYWORDS: laccase, Marasmiellus palmivorus, stirred tank reactor, bioremediation,
textile dyes.
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RESUMO: A presenca de DNA livre de células (cfDNA) no plasma foi constatada em
1948, desde entao, explora-se a sua utilizacado como um biomarcador de processos
patolégicos, pois o cfDNA origina-se, principalmente, da apoptose, gerando
fragmentos curtos, ou da necrose, gerando fragmentos longos. A diferenca nos
tamanhos de fragmentos pode ser utilizada para avaliar a integridade do cfDNA (int-
cfDNA). Dessa forma, o objetivo do trabalho foi desenvolver um método de
determinacao da int-cfDNA em amostras de 14 individuos saudaveis, através de
qPCR utilizando os primers L1PA2. Duas etapas de centrifugacao foram executadas
para obtencao do plasma, do qual isolou-se o cfDNA com um método de colunas. O
cfDNA isolado foi submetido a qPCR utilizando-se dois conjuntos de primers L1PA2,
um para fragmentos curtos de 90pb e outro para fragmentos longos de 222pb. Para
a quantificacao foram feitas duas curvas padrao a partir de um pool de cfDNA de 10
amostras de individuos normais. A eficiéncia da curva de L1PA2 90pb foi de 100%,
com coeficiente de determinacao (r2) de 0,98 e para L1PA2 222pb foi de 99%, com
r2=0,97. A int-cfDNA média foi de 0,64+0,28; 1C95%(0,45-0,83). Os resultados
apontam que a qPCR com os primers L1PA2 pode ser utilizada na investigacao de
estados patologicos relacionadas com morte celular. No entanto, € necessario
explorar a relacao da integridade com 0s processos de origem desses fragmentos
para determinar os limites entre o estado normal e alterado, e com isso validar a
metodologia de bidpsia liquida para o diagndstico e prognostico em situacoes
patolégicas.

PALAVRAS-CHAVE: cfDNA, integridade do cfDNA, bidpsia liquida, gPCR.

1. INTRODUCAO

O DNA circulante livre de células (cfDNA) foi descoberto em 1948 por Mandel
e Métais, que o detectaram no plasma humano tanto em individuos saudaveis como
em pacientes (THIERRY et al., 2016). Em 1966, foi demonstrada a presenca de
c¢fDNA no plasma e soro sanguineos de pacientes com llpus eritematoso sistémico.
Esse DNA também foi encontrado em outras doencas relacionadas com danificagao
de tecidos, como hepatite, carcinoma metastatico e tuberculose miliar. Assim, os
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autores especularam que o cfDNA poderia ter origem em células de tecidos que
sofrem destruicao (TAN et al., 1966).

Jaem 1977, foi evidenciada a presenca de niveis elevados de cfDNA no soro,
comparado com os niveis em individuos saudaveis, em pacientes que apresentavam
diversos tipos de cancer (LEON et al., 1977). Todos os pacientes que apresentaram
altos valores de DNA circulante possuiam cancer metastatico. Além disso, em todos
os individuos que tiveram bons resultados com o tratamento de radioterapia, a
quantidade de cfDNA no soro decresceu. Esse foi o primeiro trabalho que
demonstrou a possivel aplicagcao do cfDNA como biomarcador em doencas humanas.

Posteriormente, inUmeros trabalhos investigaram a utilizacao do cfDNA em
diversas situacoes: diagnostico pré-natal, infeccoes virais e bacterianas, fisiologia do
exercicio, rejeicao tecidual, fator prognostico em casos de AVC, entre outras (TYNAN
et al., 2011; OUTINEN et al., 2012; HUTTUNEN et al.,, 2011; HA et al., 2011;
BREITBACH et al., 2012; VLAMINCK et al., 2014; BUSTAMANTE et al., 2016). Apesar
disso, 0 seu uso em estudos acerca de diferentes tipos de cancer sempre foi
prevalente. Mais recentemente, foram feitos muitos avancos nas pesquisas acerca
das possiveis aplicacdes do cfDNA. Atualmente, diversos trabalhos exploram o
potencial de detectar mutacoes no DNA circulante que sao provenientes do tumor,
aumentando seu poder diagnéstico e prognéstico (SUHAIMI et al., 2015; PESTRIN et
al., 2015; (THIERRY et al., 2014).

A partir dessas aplicacdes, surgiu o termo “bidpsia liquida”, ou seja, € possivel
avaliar mutacoes associadas a tumores apenas com uma coleta de sangue, sem ser
necessaria uma biopsia tecidual (CROWLEY et al., 2013). Esse conceito ja existe
desde 1994, pela realizacao de um trabalho que encontrou mutacoes especificas de
células tumorais no cfDNA. Entretanto, o termo passou a ser utilizado apenas mais
recentemente, com o0 avanco das pesquisas acerca dessa aplicacao.

Apesar de ser muito estudado, ainda nao ha um consenso sobre a origem do
cfDNA. Existem muitos trabalhos avaliando suas aplicacoes, entretanto poucos
estudos possuem como foco as suas propriedades biolégicas. Algumas
possibilidades sao sua liberacdo passiva na morte celular, seja por apoptose ou
necrose, ou sua liberacao ativa realizada pelas células (Figura 1). Na morte celular,
a hipotese é que esses fragmentos seriam liberados quando uma nuclease quebra
o DNA genbmico. Ha um consenso de que fragmentos possivelmente liberados por
apoptose sao menores que 200 pb, enquanto os liberados por outros processos de
morte celular, como a necrose em situacoes patolégicas, sao maiores que 250 pb
(JIANG, LO, 2016; MA et al., 2017).
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Figura 1 - Origem dos fragmentos de cfDNA (adaptado de Thierry et al., 2016)
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Recentemente, foi demonstrado que o cfDNA liberado por cultura celular,
pode apresentar fragmentos de aproximadamente 2000 pb (BRONKHORST et al.,
2016). Comparando com outros trabalhos, esse tamanho nao se relaciona com
apoptose ou necrose. Assim, 0s autores sugeriram que esses fragmentos de cfDNA
estavam sendo liberados ativamente pelas células, possivelmente associado a um
complexo proteico. Alguns outros trabalhos ja exploraram também a liberacao ativa
do cfDNA por meio de microvesiculas ou exossomos (THIERRY et al., 2016).

Apesar destas evidéncias de diferentes origens do cfDNA, a hipotese de sua
liberacao a partir de células apoptéticas ou necréticas e a diferenca de tamanho
entre os fragmentos traz a possibilidade verificar sua integridade. A aplicacao pratica
disso € o fato de que, em situacoes patolégicas, assume-se que a necrose esta mais
presente que a apoptose. Assim, espera-se que nestes casos a integridade do cfDNA
seja maior, ou seja, predominem fragmentos longos. Esse método é muito promissor
em casos de cancer, para diferenciar tumores benignos e malignos, avaliar o
prognodstico e acompanhar a resposta ao tratamento. Além disso, também é utilizado
em outras situacoes patologicas e em diagnostico pré-natal (YU, GU, JU, 2014).

Um dos primeiros trabalhos a avaliar a integridade do cfDNA utilizou pacientes
com cancer ginecoldgico e de mama (WANG et al., 2003). Neste trabalho, encontrou-
se que o indice de integridade do cfDNA dos pacientes com cancer foi
significativamente maior que aquele calculado para o grupo controle, sugerindo que
uma integridade maior estad relacionada com essa situacao patolégica. A
amplificacao de dois tamanhos diferentes da sequéncia repetitiva ALU, um de 115
pb e outro de 247 pb utilizando qPCR também foi utilizada para calcular a integridade
do cfDNA em pacientes de cancer de colorretal (UMETANI et al., 2006). Neste
trabalho, novamente foi calculada uma integridade significativamente maior nos
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pacientes com cancer.

Posteriormente, diversos outros trabalhos utilizaram uma metodologia
semelhante, com 0os mesmos primers citados acima, para avaliar a integridade do
cfDNA em diversos tipos de situacoes patolégicas com malignidade: cancer de
prostata, cancer colorretal, cancer de mama, carcinoma hepatocelular e efusao
pleural maligna (FENG et al., 2013; DELGADO et al., 2013; FAWZY et al., 2016; HAO
etal., 2014; IQBAL et al., 2015; HUANG et al., 2016; SRIRAM et al., 2012). Em todos
estes trabalhos, verificou-se que a integridade do cfDNA, isoladamente ou em
conjunto com outras analises, possui potencial para ser uma ferramenta de
diagnostico e prognodstico em diferentes condicdes patologicas.

Apesar de diversos trabalhos recentes terem encontrado uma integridade
maior do cfDNA em amostras de pacientes com cancer, ha algumas controvérsias
em relacao a essa técnica. Elas se devem principalmente a falta de uma
padronizacdo no processamento inicial das amostras, seja na coleta ou no
isolamento do cfDNA. Isso leva a resultados contraditérios, prejudicando o valor
diagnoéstico e prognostico da técnica. De fato, uma revisao publicada em 2016
evidenciou que alguns trabalhos encontraram que o cfDNA derivado de tumores é
altamente fragmentado, composto por fragmentos menores que 145 pb. O padrao
de fragmentacao do cfDNA pode ser uma espécie de “assinatura” que indica o tecido
de origem desse DNA circulante. Essa fragmentacao também indica que ocorreu
degradacao do cfDNA apds sua liberacao, uma vez que espera-se que, quando
liberado por necrose, seu tamanho seja maior do que quando originado por apoptose
(THIERRY et al., 2016).

Ainda que os dados encontrados na literatura sejam contraditorios, €
importante desenvolver trabalhos que avaliem a integridade do cfDNA, a fim de
elucidar melhor sua estrutura, auxiliando a esclarecer suas origens biologicas e a
aprimorar seu potencial diagnostico e prognostico. Nesse sentido, € importante a
utilizacao de técnicas eficientes que permitam essa avaliacao. Além dos primers para
sequéncias ALU citados acima, outros também podem ser utilizados para quantificar
e avaliar a integridade do cfDNA, entre eles os desenvolvidos por Breitbach et al.
(2014). Estes primers, nomeados L1PA2, amplificam as sequéncias com 0 mesmo
nome, que sao uma subfamilia de sequéncias repetitivas LINE-1 (Long Interspersed
Nuclear Elements). Um dos pares amplifica fragmentos de 90 pb, enquanto o outro
amplifica fragmentos de 222 pb. Ambos 0s pares apresentaram uma boa eficiéncia
na gPCR, entretanto, foram utilizados apenas para quantificacdo. Portanto, no
presente estudo, o objetivo foi testar um método de avaliacao da integridade do
cfDNA utilizando estes pares de primers, para um possivel uso posterior em bidpsias
liquidas.
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2. METODOLOGIA
2.1. Amostras, coleta do sangue e separag¢ao do plasma

As amostras utilizadas no estudo foram provenientes de 14 voluntarios
saudaveis. O sangue foi coletado por puncao venosa em tubos contendo EDTA. Apés,
obteve-se 0 plasma por duas etapas sucessivas de centrifugacao. A primeira foi
realizada em até 2 horas apds a coleta, a 1.500g por 15 minutos. A segunda foi
realizada a 15.000g por 15 minutos. O sobrenadante das amostras foi transferido
para microtubos e armazenado a -20°C até ser realizada a extracao do cfDNA.

2.2. Extracao e quantificagao do cfDNA

A extracao do cfDNA foi realizada a partir de 200 uL de amostra de plasma.
Para isso, utilizou-se o QlIAamp DNA Blood Mini Kit (®Qiagen) seguindo as instrucdes
do fabricante, apenas sendo modificada a etapa final (eluicao com 50 uL de tampao
TE). O cfDNA extraido foi quantificado no fluorimetro Qubit® 3.0 (Thermo Fisher
Scientific®), cujo resultado foi expresso em ng/mL. Apds, as amostras foram
armazenadas a -20°C até a realizagao da qPCR.

2.3. PCR em tempo real (qPCR)

A gPCR foi realizada com os seguintes pares de primers: L1PA2 90 pb senso
5’-TGCCGCAATAAACATACGTG-3’ e antisenso 5- GACCCAGCCATCCCATTAC-3’; L1PA2
222 pb senso 5- TGCCGCAATAAACATACGTG-3 e antisenso 5'-
AACAACAGGTGCTGGAGAGG-3’ (BREITBACH et al., 2014).

Todas as reacoes foram realizadas no equipamento DTprime (DT-96) Real-
Time Detection Thermal Cycler (DNA-Technology®). Em cada reacao, foram
adicionados 10 uL de PowerUp SYBR Green Master Mix (2X) (Aplied Biosystems®),
0,3 uM do primer senso, 0,3 yM do primer antisenso e 5 YL de amostra de cfDNA,
completando com agua ultrapura até volume final de 20 yL. As condicdes de
amplificacao foram as seguintes: um ciclo a 50°C por 2 minutos, seguido de um ciclo
a 95°C por 2 minutos; 40 ciclos a 95°C por 15 segundos com duas etapas
sucessivas de 60°C por 30 segundos cada. A curva de dissociacdo para a
confirmacao da amplificacao seguiu 100 ciclos com variacao de 0,5°C de
temperatura por ciclo de 15 segundos no intervalo de 90°C a 40°C.

Os resultados da amplificacao também foram confirmados por eletroforese
em gel de agarose 2% com brometo de etidio, visualizado em transiluminador.
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2.4. Curva de quantificagao e eficiéncia da qPCR

Para a quantificacao das sequéncias L1PA2 curtas e longas e posterior
calculo do indice de integridade, foram feitas duas curvas padrao, cada uma para
um tamanho de sequéncia. As curvas foram realizadas com diluicao seriada de 1,
1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32 e 1/64 a partir de um pool de cfDNA feito com 10
amostras de individuos saudaveis. Assim, considerou-se que o pool de amostras nao
diluido representava 100%, enquanto o diluido a 1/2 representava 50% e assim
sucessivamente

As curvas de eficiéncia da reacao de qPCR foram feitas com o software Real
Time_PCR v7.7 (http://www.dna-technology.ru/eng/support/), considerando o Ct
(threshold cycle) e o logaritmo na base 10 da concentracao das sequéncias L1PA2
90 pb e 222 pb presentes no pool de amostras.

2.5. Calculo do indice de integridade do cfDNA

O indice de integridade do cfDNA (int-cfDNA) é calculado pela razao entre a
concentracao de fragmentos de cfDNA longos e curtos (UMETANI et al., 2006). No
presente trabalho, isso foi obtido pela razao entre a concentracao dos amplicons das
sequéncias L1PA2 222 pb e L1PA2 90 pb, sendo utilizado o software GraphPad
Prism 6 (°GraphPad Software).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A quantificacao do cfDNA foi realizada por meio de fluorimetria, método mais
adequado para pequenas quantidades de DNA, que € o caso do DNA circulante livre
de células. O resultado das quantificacdes foi em média 2,26+0,22 ng/uL, variando
de um minimo de 1,92 até 2,56 ng/uL, valores que sao esperados em relagcao ao
cfDNA. Entretanto, isso pode variar consideravelmente dependendo do método de
isolamento utilizado e também do método de quantificacao (BRONKHORST et al.,
2015). No caso deste estudo, utilizou-se um kit comercial baseado em colunas, o
que sabidamente reduz o rendimento de cfDNA isolado. Entretanto, este € o método
de extracao mais utilizado nesse tipo de trabalho.

Em relacao a eficiéncia da qPCR, os valores obtidos estao de acordo com as
diretrizes do MIQE (Minimun Infomation for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments) (BUSTIN et al., 2009). Para L1PA2 90 pb, a eficiéncia da qPCR foi
calculada em 100%, com coeficiente de determinacao (r2) de 0,9808 (Figura 2). Ja
para L1PA2 222 pb, a eficiéncia calculada foi de 99%, com r2 igual a 0,9739 (Figura
3). De acordo com as orientacdes acima citadas, a eficiéncia da qPCR deve ser
determinada por meio de curvas de calibracao, pois isso garante a sensibilidade
analitica e a robustez do ensaio.
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Figura 2 - Curva de eficiéncia de L1PA2 90 pb
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Figura 3 - Curva de eficiéncia de L1PA2 222 pb
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A int-cfDNA calculada teve uma média de 0,64+0,28; 1C95%(0,45-0,83). Esse
valor esta de acordo com aquele encontrado para o grupo controle em outros
trabalhos que utilizaram método semelhante para calculo da integridade (TUG et al.,
2014; BREITBACH et al., 2014). Entretanto, esses valores podem apresentar grande
variacao dependendo da forma de coleta, do método de isolamento, dos primers e
do calculo utilizados. De fato, o indice de integridade varia entre diferentes tipos de
cancer e até mesmo entre diferentes individuos (YU, GU, JU, 2014; THIERRY et al.,
2016).

A Figura 4 mostra as curvas de melting geradas a partir da amplificacao das
amostras das curvas padrao, evidenciando que os fragmentos de 90 pb e 222 pb
possuem diferentes temperaturas de melting (Tm). Para 90 pb, a Tm média foi de
74,1+0,2°C. Para 222 pb, a Tm média foi de 76,6+0,3°C.
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Figura 4 - Curvas de melting dos fragmentos curtos (vermelho) e longos (verde)
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Como diferencial da técnica utilizada no presente trabalho, pode-se citar a
preparacao de um pool de cfDNA dos controles para realizar a quantificacao das
sequéncias L1PA2 curtas e longas e posterior calculo de integridade. Em outros
estudos, isso foi feito por meio de diluicoes seriadas de apenas uma amostra de
controle (UMETANI et al., 2006) ou por meio de curva padrao externa obtida
comercialmente (FATOUROS et al.,, 2010; FAWZY et al.,, 2016). No estudo de
Szpechcinski et al. (2016) foi realizado um pool de amostras de linfécitos obtidas de
doadores saudaveis. Entretanto, no presente trabalho, esse pool foi feito com
amostras de cfDNA extraidas dos individuos controle. A vantagem € que isso reduz
as variacoes intrinsecas da técnica, pois todas as amostras estao submetidas as
mesmas condicoes de extracao e reacao de qPCR.

Porém, a realizacao dessa técnica apresenta limitacoes. Entre elas pode-se
citar a influéncia do processamento inicial das amostras nos resultados finais
obtidos. Além disso, a auséncia de uma padronizacao nos métodos utilizados para o
calculo da integridade em trabalhos diferentes dificulta a avaliacao dos valores
encontrados. Assim, coloca-se como perspectiva futura realizar um estudo incluindo
amostras de pacientes oncolégicos, para verificar qual sera o valor de integridade
encontrado e compara-lo com os controles. Isso auxiliara na maior validacao da
técnica e, através de padronizacoes futuras, permitira que seja utilizada como
ferramenta de diagnodstico e prognostico através das bidpsias liquidas.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos percebe-se que a técnica pode ser aplicada
para determinar a integridade do cfDNA, sendo essa uma importante ferramenta de
triagem nos casos com suspeita de processos oncologicos, podendo ser incluida em
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exames de rotina. No entanto, apenas o resultado da integridade nao € capaz de
predizer se ha ou nao a proliferacao tumoral, pois outros estados fisioldgicos e
patolégicos podem promover a morte celular por necrose e alterar esse resultado.

Além disso, € necessario explorar a relacdo entre esses processos
oncoldgicos, a fim de determinar um limite entre estado normal e alterado, uma vez
que varios estudos apontam que em individuos saudaveis o valor da int-cfDNA é mais
baixo do que em doentes, mas nao ha um consenso desses valores. Outra etapa
importante para fazer do ¢cfDNA um biomarcador, € padronizar todas as etapas de
obtencao do plasma, extracao e amplificacao do cfDNA, pois a fonte de variacao de
valores entre os estudos pode ser devido as etapas de preparacao o que afeta a
reprodutibilidade do teste.
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ABSTRACT: The presence of cell-free DNA (cfDNA) in plasma was first found in 1948
and, since then, it’s utilization as a biomarker in pathologic processes, because
cfDNA is originated, mainly, from apoptosis, generating short fragments, or from
necrosis, generating long fragments. The diference in the size of the fragments can
be used to evaluate the integrity of cfDNA (int-cfDNA).This way, the objective of this
study was develop a method of int-cfDNA determination in 14 healthy individuals,
using gPCR with L1PA2 primers. Two centrifugation steps were made to obtain
plasma samples, from which cfDNA was isolated with a column method. The isolated
cfDNA was submeted to qPCR using two sets of L1PA2 primers, one for short
fragments with 90 bp and another for long fragments with 222 bp. Two standard
curves made from a pool of cfDNA of 10 samples of healthy individuals were used to
the quantification of the fragments. The efficiency of L1PA2 90 bp curve was 100%,
with determination coefficient (r2) equal to 0,98 and for L1PA 222 bp was 99%, with
r2=0,97. The mean int-CFDNA was 0,64+0,28; IC95%(0,45-0,83). The results points
that the qPCR with L1PA2 primers can be used in the investigation of pathologic
processes related to celular death. However, it's necessary to explore the relation of
the intregrity with the origin processes of this fragments to determine the limits
between the normal and altered state. This way, the liquid biopsy methodology can
be validated to the diagnostic and prognostic in pathologic situations.

KEYWORDS: cfDNA, cfDNA integrity, liquid biopsy, qPCR.
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RESUMO: As vacinas comercialmente disponiveis para a linfadenite caseosa (LC)
apresentam limitacoes, baixa eficacia e reacdes adversas, sendo constante a busca
por novos alvos. A fosfolipase D (PLD) surge como um dos principais fatores de
viruléncia, atuando como fator de permeabilidade e contribuinte para a propagacao
da infeccao de Corynebacterium pseudotuberculosis. Objetivou-se avaliar a eficacia
da proteina rPLD em vacina recombinante de subunidade. Um fragmento do gene
pld foi amplificado e clonado no vetor pAE. O plasmideo transformado em Escherichia
coli Star e a proteina expressa e purificada. Realizados experimentos de imunizacao
e desafio em camundongos Balb/c (CEEA UFPel n°® 2422). Em grupos: G1, 300 ul
solucao salina 0,9%; via s.c.; G2, 50 yg de rPLD + 7,5 ug de saponina em 300 pl, via
s.c.; e G3, bacterina da cepa MIC-6 de C. pseudotuberculosis. ELISA indireto foi
realizado para avaliar os niveis IgG total, IgG1 e IgG2a. Desafio realizado com a cepa
MIC-6 (UFC) de C. pseudotuberculosis no dia 42 poés-imunizacao e os animais
observados por 30 dias. Observou-se que a rPLD foi capaz de induzir protecdo de
30% nos camundongos desafiados. Niveis de IgG total especifica para rPLD se
mostraram estatisticamente maiores no grupo experimental G2 em relacao aos
controles, em ambos dias. IgG1 e IgG2a também demonstraram niveis elevados em
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G2 no dia 42, sugerindo perfil misto de resposta imune Th1/Th2. A proteina rPLD
apresentou-se promissora na formulacao de vacinas de subunidade para LC, uma
vez que foi capaz de induzir protecao parcial e resposta humoral em camundongos.
PALAVRAS-CHAVE: Corynebacterium pseudotuberculosis, Fosfolipase D., Vacina
recombinante de subunidade, Linfadenite caseosa.

1. INTRODUCAO

A criacao de caprinos e ovinos no Brasil € uma atividade em ascensao e
bastante desenvolvida, o pais conta com um efetivo de aproximadamente 9.614.722
caprinos e 18.410.551 ovinos, destacando-se as regioes Sul e Nordeste, que contam
com o maior nimero destes animais (PORTO et al., 2013; IBGE, 2015). Mesmo com
o0 grande contingente, o pais apresenta baixos niveis produtivos na
ovinocaprinocultura em relacado a outros paises produtores em decorréncia da nao
adocao de novas tecnologias pelos produtores e principalmente por praticas de
manejo inadequado e mas condicoes sanitarias, o que se reflete em altas taxas de
morbidade (PEDROSA et al., 2003; ALENCAR et al., 2010). No aspecto sanitario, as
limitacoes sao diretamente relacionadas ao deficiente e/ou ausente controle de
enfermidades, onde diversas doencas ocorrem com facilidade e sao apontadas
como responsaveis pela reducao da produtividade, dentre elas é importante
destacar a linfadenite caseosa (LC) (GUIMARAES FILHO et al., 20086).

A LC é uma doenca infectocontagiosa, cronica, de ocorréncia mundial,
caracterizada pelo desenvolvimento de abscessos encapsulados, podendo ser
encontrados em linfonodos superficiais (LC externa) e viscerais (LC interna), podendo
0 animal apresentar enfraquecimento geral e baixa producao de carne e leite, e até
mesmo causando sua morte no caso de caprinos e ovinos (ALENCAR, 2010;
DORELLA et al., 2009; PATON et al.,, 2003). O patégeno também foi isolado em
bufalos, veados, porcos espinhos, llhamas e camelos (DORELLA et al., 2006). No
Brasil a LC se apresenta de forma endémica, possuindo uma prevaléncia clinica de
30%, a prevaléncia varia quando o fator hospedeiro é analisado, sendo maior em
ovinos do que em caprinos. No entanto, nas duas espécies, a patologia é mais
observada em animais adultos, refletindo uma maior exposicao aos fatores de risco
(AL-RAWASHDEH et al., 2000; RADOSTITS et al., 2002).

Areas criticas do corpo do animal, como mandibula, regido crural ou Gbere, se
afetadas podem comprometer sua mastigacao e locomocao, além de reduzir
consideravelmente a producao de carne, leite e 13, tornando o prejuizo da LC ainda
maior (AL-GAABARY et al., 2009). As perdas econdmicas possuem ampla distribuicao
e sao relatadas em varios paises, destacando-se paises em desenvolvimento, como
o Brasil, onde as ovelhas e cabras sao de crescente importancia econdmica (RIBEIRO
etal., 2014).

Esta enfermidade tem como agente etiologico a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis, caracterizado como um bacilo Gram-positivo pleomérfico,
pequeno, irregular, imovel, anaerdbico, intracelular facultativo de macrofagos,
fermentativo e nao formador de esporos, fazendo parte do grupo dos actinomicetos,
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juntamente com os géneros Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus, que possui
caracteristicas comuns, principalmente relacionadas a composicao da parede
celular, contendo peptidoglicanos, arabinogalactaneos e acidos micélicos, além de
uma alta proporcao de guanina e citosina no genoma (DORELLA et al., 2006).

E importante destacar que apesar de sua importancia como doenca
endémica, nao existe um diagnostico subclinico, tratamento ou vacina que sejam
realmente eficientes na deteccdo e combate a LC (GUIMARAES et al., 2011).

0 diagnoéstico mais utilizado por produtores e médicos veterinarios é o clinico,
sendo realizada principalmente a observacdo macroscopica dos abscessos
superficiais externos. Ja o teste definitivo, considerado padrao-ouro para a doenca é
realizado a partir do isolamento da bactéria diretamente do material caseoso
drenado dos linfonodos acometidos do animal e cultivo bacteriolégico, seguido por
testes bioquimicos (RIBEIRO et al., 2001; WILLIAMSON, 2001). Porém, os testes se
mostram dispendiosos para os produtores, € no caso bioquimico pouco sensivel e
incapaz de detectar animais de fase assintomatica. Conforme ja descrito por Dorella
et al.,, 2006, até o momento, nenhum diagnéstico clinico precoce dos animais
infectados que evitaria que estes entrassem em contato com o restante do rebanho
e disseminassem a infeccao foi estabelecido com total eficiéncia, contribuindo assim
como um obstaculo na erradicacao da LC.Sem o diagnostico eficaz, a transmissao
de C. pseudotuberculosis € aumentada, e se da principalmente pela ruptura dos
abcessos, cujo material excretado contém um elevado numero de microrganismos
viaveis, estes suficientes para infectar um rebanho sadio em toda sua totalidade. Os
aerossOis provenientes de descargas oro-nasais de animais com abscessos
pulmonares, ou através da presenca de bactérias vivas no ambiente também sao
fonte de transmissdo (RADOSTITS et al., 2002; GUIMARAES et al., 2011).

A capacidade desse agente infeccioso em sobreviver no solo por um periodo
de aproximadamente oito meses, juntamente com outros fatores, como ferimentos
na pele dos animais ocasionados por procedimentos de rotina (tosquia, castracao),
sao considerados fatores de risco e culminam por agravar ainda mais a
transmissibilidade da LC (ALVES; PINHEIRO, 1997).

Com a penetracao no hospedeiro, o0 microrganismo é capturado localmente
por células fagocitarias, como neutréfilos e macrofagos. Apés a fagocitose, o
fagossomo se funde ao lisossomo, porém, a bactéria continua a se multiplicar no
interior dos fagolisossomos, levando a degeneracao e morte celular dos macréfagos.
A incapacidade de eliminacao da bactéria pelos fagocitos ocorre pela presenca da
camada lipidica bacteriana e a resisténcia da bactéria ao 6xido nitrico produzido
pelos macrofagos (BOGDAN et al., 1997; SONGER et al., 2005). O fato de ocorrer
esta multiplicacao desordenada da bactéria no interior dos macrofagos, leva o
hospedeiro a restringir a infeccao através de piogranulomas, estes sao
caracterizados pelo encapsulamento ou envelopamento das células infectadas pela
bactéria (BATEY, 1986). Com estes acontecimentos, existe uma mudanca no perfil
de citocinas expressas durante a infeccao e uma alta producao de anticorpos contra
antigenos bacterianos como, por exemplo, a fosfolipase D (PLD) (DORELLA et al.,
2009).

172



Existe uma constante busca por uma vacina ideal a LC. A mesma deve
fornecer uma protecao elevada e de longa duracao, que permita a diferenciacao
entre animais vacinados e infectados, sem provocar reacdoes adversas nos
imunizados (DORELLA et al., 2006). Diante disso, diferentes estratégias vacinais tém
sido testadas, como o uso de bactérias atenuadas e mortas (BROGDEN et al., 1990;
LEAMASTER et al., 1987; SIMMONS et al., 1998), vacinas de DNA (CHAPLIN et al.,
1999), fracdbes contendo antigenos da parede bacteriana (BRAGA, 2007),
sobrenadantes da cultura bacteriana (EGGLETON et al., 1991), uma mistura de
componentes celulares e sobrenadantes (BRAGA, 2007; EL-ENBAAWY et al., 2005)
e até mesmo vacina viva recombinante com gene pld inativado, que foi utilizada para
imunizar ovelhas via oral, demonstrando certa protecao e altos niveis de resposta
humoral e celular (HODGSON et al., 1994). Estas preparacoes ofereceram certo grau
de protecao contra infeccoes experimentais, e até mesmo naturais; contudo, os
niveis de protecao sao muito variaveis e a severidade das lesdes € bastante
discutida. Em contrapartida, a estratégia de vacina de subunidade recombinante ja
alcancou bons resultados, como exemplo descrito por Silva e colaboradores em
2014, em que, a proteina recombinante CP40 em associacao ao adjuvante saponina
conferiu 90% de protecao a camundongos apos o desafio com a cepa virulenta de C.
pseudotuberculosis. As vacinas recombinantes de subunidade vém sendo
consideradas promissoras, por causar menos efeitos colaterais e ser mais especifica
e segura por utilizar antigenos altamente purificados, sendo o sucesso deste tipo de
vacina atribuido ao seu alvo, onde, fatores de viruléncia sao candidatos promissores
(DROPPA-ALMEIDA et al., 2016; SILVA et al., 2014).

Os determinantes de viruléncia da bactéria sdo essenciais para a sua
patogenicidade, e a introducao de novas tecnologias como analises de exoproteoma
sao fundamentais no desenvolvimento de novos estudos capazes de identificar
proteinas secretadas/excretadas pela bactéria (BASTOS et al., 2012). Mesmo com
estudos paralelos, novas abordagens e descobertas os determinantes de viruléncia
de C. pseudotuberculosis mais estudados até o momento sao os lipideos toéxicos
encontrados na superficie da parede celular da bactéria e a fosfolipase D (PLD)
(MCKEAN et al., 2007).

A PLD é uma potente exotoxina, considerada o maior fator de viruléncia de
C.psudotuberculosis, atuando como um fator critico na disseminacao da bactéria do
sitio de infeccao aos linfonodos, uma vez que sua enzima cataliza a dissociacao da
esfingomielina, presente na membrana de células animais (BAIRD; FONTAINE, 2006;
DORELLA et al. 2006; HODGSON et al., 1999). Também pode estar associada a um
efeito letal sobre macréfagos, visto que a exotoxina causa danos e até mesmo a
destruicao destas células de defesa, além disso exerce atividade citotoxica e
dermonecrotica. A fosfolipase D € capaz de ativar ions calcio e magnésio, possuindo
citotoxicidade direta quando inoculada em roedores de laboratorio e também
promove a lise de eritrocitos ovinos e bovinos nos meios de cultura (RIBEIRO et al.,
2010).

Assim, objetivou-se avaliar a eficacia da proteina rPLD de Corynebacterium
pseudotuberculosis em uma vacina recombinante de subunidade quanto a inducao

173



de protecao e resposta imune humoral em camundongos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Cepas e condicoes de cultivo

Quatro cepas foram utilizadas neste experimento, a cepa 1002 atenuada e
MIC-6 patogénica de C. pseudotuberculosis; TOP 10 e BL21 (DE3) Star de E. coli.

Culturas de C. pseudotuberculosis foram incubadas a 37°C por 72 h sob
agitacao, em meio Infusao de cérebro coracao (BHI, Acumedia). Cepas de Escherichia
coli foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani), e quando necessario em sua forma
sélida (adicionado de 1,5% de Agar para uso bacteriolégico) a 37°C por 16 h,
podendo ser suplementado com o antibidtico ampicilina (100 ug/mL; Sigma-Aldrich)
guando necessario.

2.2. Clonagem, expressao e purificagdo da proteina rPLD

Para a clonagem, foi utilizado um fragmento de 825 pb do gene pld,
amplificado utilizando a técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR). Tanto o
produto obtido através da técnica de PCR, quanto o vetor de expressao pAE (RAMOS
et al., 2004) foram submetidos a restricao das enzimas BamHI e EcoRI (Fermentas)
separadamente, afim de tornar suas extremidades coesivas. A ligacao entre vetor e
inserto foi realizada com a enzima T4 DNA Ligase (Fermentas) e transformado em E.
coli TOP10. O plasmideo pAE/pld recombinante foi transformado por choque térmico
em Escherichia coli BL21 (DE3) Star, e a expressao da proteina induzida com 1 mM
de IPTG por 3 h a 37°C em agitador orbital. Para a purificacdo da proteina
recombinante, a cultura bacteriana foi centrifugada e o pellet foi suspendido em
tampao salino fosfato (PBS, pH 7,4) contendo 100 mg/ml de lisozima, sonicado 15
vezes por 15 segundos (20 Khz). Apés uma centrifugacao a 7000 rpm por 15
minutos a 4 °C, o pellet foi solubilizado com tampao Akta Wash com uréiaa 8 M (200
mM NaH2P04; 500 mM NaCl, 5 mM Imidazole; 8 M Urea pH 8.0). A proteina
recombinante foi purificada utilizando a coluna de cromatografia por afinidade
HisTrap™ HP (GE Healthcare). Em seguida procedeu-se a dialise em tampao Tris 100
mM-NaCl 300 mM.

Para avaliacao da identidade da proteina rPLD, foi realizada uma eletro-
transferéncia das amostras contidas em gel SDS-PAGE 12% para a membrana de
nitrocelulose (Nitrocellulose Blotting Membrane - GE Health Care). Apdés a
transferéncia, a membrana foi bloqueada com solucao de PBS-leite em pd (5%) por
16 h a 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes com PBS-T (0,05% Tween)
com 30 s de agitacao cada, e posteriormente, foi adicionado o anticorpo monoclonal
anti-6Xhistidina (Sigma Aldrich) na diluicao de 1:4000 em PBS-T, permanecendo por
1 h em leve agitacao. O protocolo de lavagem foi novamente utilizado, nas mesmas
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condicoes, e a membrana foi novamente submetida a leve agitacao, agora, com o
anticorpo anti-camundongo conjugado com peroxidase (Sigma Aldrich), na diluicao
de 1:4000 também em PBS-T. Por fim, a membrana foi lavada cinco vezes, utilizando
ciclos de 1 min cada, com PBS-T e as bandas reativas foram reveladas utilizando
solucao reveladora baseada em 3,3 - diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) e
H20o5.

2.3. Experimentos de imunizacgao e desafio

Para os experimentos de imunizacao foram utilizados 30 camundongos
Balb/c fémeas, com 6 a 8 semanas de idade, susceptiveis a infeccao por C.
pseudotuberculosis, alocados em 3 grupos de 10 animais, imunizados com 2 doses
da vacina recombinante em intervalo de 21 dias (Tabela 1). O experimento foi
aprovado pelo Conselho de Etica da Universidade Federal de Pelotas (CEEA UFPel n°
2422). As vacinas foram formuladas e armazenadas sob agitacao a 4°C por 16 h
antes de sua utilizacao. As coletas de sangue foram realizadas nos dias O, 21 e 42
do experimento. O Desafio utilizando a cepa MIC-6 (104 UFC) de C.
pseudotuberculosis foi realizado no dia 42 pés-imunizacdo e os animais foram
observados por 30 dias.

Tabela 1: Grupos e formulagdes vacinais administradas.

Grupo Formulacao Volume final Via de administracao
G1 Soluc¢do salina 0,9% 300 pl Subcutanea
G2 50 pg de rPLD + 7,5 yg de saponina 300 pl Subcutanea
G3 Bacterina da cepa MIC-6 (106 UFC) 100 ul Intraperitoneal

2.4. Avaliacao da resposta imune humoral

ELISA indireto foi realizado para avaliar os niveis de IgG total, IgG1 e 1gG2a
utilizando os soros coletados nos dias 0, 21 e 42 p6s imunizacao. Para isso, placas
de poliestireno de 96 cavidades de fundo chato (Maxisorp-Nunc) foram
sensibilizadas com 100 ng por cavidade da proteina rPLD em tampao carbonato
bicarbonato pH=9,8 e incubadas a 4°C por 16 h. Apods, as placas foram lavadas trés
vezes com PBS-T (PBS 1X pH= 7.4; 0,05 % Tween 20) e bloqueadas com 200
uL/cavidade de leite em p6 desnatado 5 % diluido em PBS-T por 1 h a 37°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T. Em seguida foram
adicionados 100 uL/cavidade das amostras dos soros de camundongos, na diluicao
de 1:50, em duplicata. Ap6s uma hora de incubacao a 37°C e trés lavagens com PBS-
T, foram adicionados 100 plL/cavidade do anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Sigma Aldrich) na diluicdo de 1:5000. Seguido de uma hora de
incubacao a 37°C e trés lavagens com PBS-T, 100 plL/cavidade de solucao
reveladora (200 moles ortofenilenodiamina [OPD, Sigma] diluido em 10 mL de
tampao citrato-fosfato pH=7,6 e 50 uL de H202) foram adicionados. A absorbancia
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foi medida a 492 nm utilizando um leitor de placas de ELISA (Mindray).

2.5. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism versao 6.0 para Windows (GraphPad Software, USA). Diferencas entre a
producao de IgG nos diferentes grupos foram calculadas pelo one-way ANOVA,
seguido pelo pos-teste de Tukey. Os dados foram considerados estatisticamente
significativos quando p < 0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Obtencao da proteina rPLD

Um Western blot foi realizado utilizando anticorpo monoclonal anti-6xhistidina
para a confirmacao da identidade da proteina recombinante (Figura 1). A identidade
da proteina rPLD pode ser observada, através de uma banda reativa com
aproximadamente 31 kDa. A proteina rPLD foi expressa por E. coli como corpos de
inclusao, e foi solubilizada em 8 M de ureia para a purificacao;

I =

Figura 1: Western Blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-6Xhis Tag (Sigma). 1- Marcador
molecular (PageRuler™, Thermo Scientific) 2- rPLD purificada.

3.2. Curva de sobrevivéncia

Taxas de sobrevivéncia do grupo experimental vacinado (G2) e dos grupos
controle de Solucao Salina (G1) e Bacterina (G3) podem ser observados na Figura 2.
Os animais foram observados por até 30 dias apds o desafio com a cepa virulenta
MIC-6 de C. pseudotuberculosis.
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia demonstrando os niveis de protecao induzidos apés o desafio com
a cepa MIC-6 de C. pseudotuberculosis. Letras distintas representam resultados estatisticamente
diferentes no teste exato de Fisher.

E possivel observar que no controle negativo (G1) todos os animais vieram a
Obito e no controle positivo (G3) todos os animais do grupo sobreviveram até 30 dias
pos-desafio.

A vacina formulada com rPLD e adjuvante Saponina (G2) induziu uma
protecao de 30% nos camundongos desafiados com a cepa virulenta de C.
pseudotuberculosis, no entanto este nivel ndo foi estatisticamente significativo
(p>0.05). Este dado acorda com trabalho descrito por FONTAINE et al. (2006), onde
a proteina rPLD formulada individualmente, nao teve a capacidade de proteger
completamente a LC em ovinos, porém, a mesma se mostrou uma via importante de
disseminacao da doenca, além de impedir manifestacdes especificas.

3.3. Resposta imune humoral
Os soros dos animais imunizados com as diferentes formulacoes vacinais

foram avaliados através de ELISA para a determinacao da resposta imune humoral
através dos niveis de IgG total (Figura 3), 1IgG 1 (Figura 4) e IgG 2a (Figura 5).

177



2>

IgG Total

L -» Solucdo Salina 0,9% (G1)
e x - PLD+5Saponina (G2)
E ) - Bacterina (G3)
g 0.8 FE::
:% :::::
£ 04+ 2
o I:l:l
s ==
2 0.2 . £

0.0

Dia 0 Dia 21 Dia 42
Dias Pos-imunizacgio

Figura 3: Determinacao do nivel de IgG total através de ELISA indireto utilizando a proteina
recombinante rPLD nos grupos experimentais pés-imunizacao. Os resultados estdo apresentados
como a média e o desvio padrao de um experimento com dez animais por grupo de imunizacao.

Letras diferentes dentro de um mesmo dia indicam grupos com resultados significativamente
diferentes (p<0,05).
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Figura 4: Determinacao do nivel de IgG 1 através de ELISA indireto utilizando a proteina
recombinante rPLD nos grupos experimentais pés-imunizacao. Os resultados estdo apresentados
como a média e o desvio padrao de um experimento com dez animais por grupo de imunizacao.

Letras diferentes dentro de um mesmo dia indicam grupos com resultados significativamente
diferentes (p<0,05).
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Figura 5: Determinacao do nivel de IgG 2a através de ELISA indireto utilizando a proteina
recombinante rPLD nos grupos experimentais pés-imunizacao. Os resultados estdo apresentados
como a média e o desvio padrao de um experimento com dez animais por grupo de imunizacao.

Letras diferentes dentro de um mesmo dia indicam grupos com resultados significativamente
diferentes (p<0,05).

O papel da resposta imune humoral na protecao contra C. pseudotuberculosis
ja foi demonstrado em ensaios de imunizacao passiva, nos quais a administracao de
soros antitoxina e antibacteriana foram capazes de proteger camundongos
desafiados com a bactéria (PAULE et al., 2003). Neste estudo, em relacao aos niveis
de imunoglobulinas, foi possivel observar altos niveis de IgG total, estatisticamente
maiores no grupo experimental G2 nos dias 21 e 42 em relacado aos grupos controles.
No caso dos is6tipos IgG 1 e IgG 2a observou-se em ambos, niveis estatisticamente
mais elevados em G2 no dia 42 em relacao aos grupos controles. Demonstrando um
perfil misto de resposta imune de linfécitos do tipo Th1/Th2. Onde a producao de
lgG2a, em camundongos, € caracteristica do tipo de resposta imune Thi,
responsavel pela eliminacado de patégenos intracelulares como C.
pseudotuberculosis quando infecta macréfagos (HODGSON et al.,, 1994). Ja as
células Th2 atuam na imunidade contra patégenos extracelulares e auxiliam as
células B na producao de anticorpos neutralizantes (SILVA et al., 2014).

4. CONCLUSAO

A proteina rPLD apresentou-se promissora na formulacdo de vacinas de
subunidade, uma vez que foi capaz de induzir protecao parcial no ensaio de desafio,
e niveis elevados de resposta humoral do tipo misto Th1/Th2 em camundongos
vacinados.
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ABSTRACT: Commercially available vaccines for caseous lymphadenitis (LC) show
limitations, low efficacy and adverse reactions, and the search for new targets is
constant. Phospholipase D (PLD) appears as one of the main factors of virulence,
acting as a permeability factor and contributor to the spread of Corynebacterium
pseudotuberculosis infection. The objective of this study was to evaluate the efficacy
of the rPLD protein in a recombinant subunit vaccine. A fragment of the pld gene was
amplified and cloned into the pAE vector. The plasmid was transformed into
Escherichia coli Star and the protein expressed and purified. Immunization and
challenge experiments were performed in Balb/c mice (EAEC UFPel n°® 2422). In
groups: G1, 300 pl saline solution 0.9%; Via s.c .; G2, 50 ug rPLD + 7.5 ug saponin in
300 pl via s.c.; And G3, bacterin of the C. pseudotuberculosis strain MIC-6. Indirect
ELISA was performed to assess total IgG, 1gG1 and IgG 2a levels. Challenge with the
MIC-6 (CFU) strain of C. pseudotuberculosis at day 42 post-immunization and the
animals observed for 30 days. It was observed that rPLD was able to induce 30%
protection in the challenged mice. Total specific IgG levels for rPLD were statistically
higher in the G2 experimental group compared to the controls on both days. IgG1 and
IgG2a also demonstrated elevated G2 levels at day 42, suggesting a mixed Th1/Th2
immune response profile. The rPLD protein was promising in the formulation of LC
subunit vaccines as it was able to induce partial protection and humoral response in
mice.

KEYWORDS: Corynebacterium pseudotuberculosis, Phospholipase D, Recombinant
subunit vaccine, Caseous lymphadenitis.
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RESUMO: O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco € o sexto tipo de cancer
mais comum, com estimada incidéncia anual, de um milhao de casos em todo o
mundo, sendo considerado um problema global de saude publica. O tabaco e o alcool
sao 0s principais fatores etiologicos, mas nas ultimas décadas a infeccao pelo HPV
tem sido associada a doenca. Os biomarcadores podem ser Gteis no manejo clinico
dos pacientes com cancer, além de auxiliar no desenvolvimento de novas
modalidades terapéuticas. O objetivo deste trabalho foi identificar, por
imunohistoquimica, os niveis expressionais dos biomarcadores p53, tubulina, EGFR,
p63 e pl16 em amostras de lesdes malignas de cabeca e pescoco. O estudo foi
aprovado pelo Comité de ética em pesquisa da UCS através do CAAE:
47152015.5.0000.5341. Foram utilizadas sete amostras teciduais, obtidas por
bidpsia de lesdes de cabeca e pescoco, de pacientes submetidos a tratamento para
cancer, atendidos no Servico de Oncologia Do Hospital Geral de Caxias do Sul. As
amostras foram selecionadas retrospectivamente, tendo como critério de selecao a
presenca de carcinoma de cabeca e pescoco. Avaliou-se a expressao proteica por
imunohistoquimica. A analise foi realizada em microscopio 6ptico, por dois médicos
patologistas treinados, independentemente, através da utilizacao do escore H. Com
excecao do p63, que nao apresentou alteracdo na sua expressao, os demais
marcadores apresentaram alteracdes que variam, da auséncia de expressao a
expressao elevada, indicando que a obtencao de um maior nimero de informacoes
sobre a expressao dos biomarcadores pode auxiliar na decisao terapéutica.
PALAVRAS-CHAVE: HPV, cabeca e pescoco, cancer.

1. INTRODUGAO

Durante muitos séculos o cancer foi uma doenca propria dos paises
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desenvolvidos. No entanto, nas Ultimas décadas ela vem se alastrando por todo o
mundo, atingindo de forma avassaladora tanto as grandes poténcias quanto os
paises em desenvolvimento. Por este motivo, ele tem-se apresentado como um
relevante problema de salde publica a nivel mundial (1).

O conjunto de mais de 100 doencgas que tEém em comum 0O crescimento
desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo se espalhar para
outras regioes do corpo € chamado de cancer, neoplasia ou tumor maligno (3, 4).

0 processo de carcinogénese acontece quando as células deixam de seguir o
processo natural de divisao, amadurecimento e morte, do ciclo celular e passam a
sofrer mutacdo em um ou mais genes, sendo induzidas ao desenvolvimento
desordenado, produzindo novas células anormais, que se agrupam umas sobre as
outras e, por fim, formam uma massa de tecido chamada tumor. Dependendo das
caracteristicas das células envolvidas, € um processo que pode ser rapido ou levar
anos. A gravidade e a extensao do tumor encontrar-se diretamente relacionadas ao
prognostico da doenca (5).

A expressao cancer de cabeca e pescoco define um grupo heterogéneo de
neoplasias malignas, que compartilham fatores de risco comuns, e apresentam
semelhancas em sua epidemiologia, tratamento e prognostico. Essas neoplasias
estao localizadas no trato aerodigestivo superior, ou seja, que acometem a cavidade
bucal que incluem labio, a base da lingua, a lingua, gengiva, boca e palato, a faringe
gue envolve a orofaringe, hipofaringe e nasofaringe e a laringe (6).

O carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco (CECCP) corresponde a 20%
dos tumores epiteliais malignos que acometem caucasianos (7), ocorrendo mais
frequentemente entre a quinta e a sétima décadas de vida. No Brasil, ha um risco
estimado de 10 novos casos a cada 100 mil homens e 4 a cada 100 mil mulheres
(3).

A taxa de sobrevida referente ao CECCP, em um periodo de 5 anos, é de 50%
e o tratamento é baseado em radioterapia, em combinacao com cirurgia e/ou
farmacos citostaticos. Entretanto, a recidiva, bem como a resisténcia a esses
tratamentos sao frequentes nesse carcinoma (8, 9).

A sobrevida média dos pacientes em estadios avancados da doenca nao tem
aumentado substancialmente nas Ultimas décadas, apesar dos avangos das
técnicas cirurgicas e de novas abordagens terapéuticas.

Os CECCP sao distintos quanto ao padrao de crescimento, comportamento
clinico e prognéstico, embora considerados como uma Unica entidade
histopatologica. Tumores de orofaringe tém maior tendéncia a gerar metastases, em
contraste com os carcinomas de cavidade oral e da laringe. Além disso, tumores de
cavidade oral, geralmente, sao mais diferenciados do que os carcinomas de
orofaringe. Em particular, os tumores de hipofaringe sao geralmente mais agressivos
do que os tumores localizados em outros sitios anatdmicos de cabeca e pescoco
(10).

Essa neoplasia ocorre, principalmente, no sudeste da Asia, nas regioes
centrais e no sudoeste da Europa, especialmente na Espanha e na Franca, € no
Brasil. A América do Norte e o norte da Europa ocupam uma posicao intermediaria
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na distribuicao geografica desse carcinoma; ja o Japao, a China e o oeste Africano
apresentam proporcoes baixas de distribuicao da doenca (11).

Segundo a World Health Organization (WHO), o cancer é uma das principais
causas de mortes no mundo. As projecoes sao de que estes nidmeros continuem
crescendo (4).

A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca
de 600 mil novos casos (15). Sendo que o0 aumento do nimero de novas ocorréncias
resulta do crescimento e do envelhecimento da populagao, bem como da reducéao
na mortalidade infantil e das mortes por doencas infecciosas em paises em
desenvolvimento (14).

O CECCP é o sexto tipo de cancer de maior incidéncia mundial (12), sendo a
oitava causa de morte por cancer no mundo (13). Esse tipo de cancer pode afetar
diferentes areas anatdmicas. Em média, 40% dos casos ocorrem na cavidade oral,
25% na laringe, 15% na faringe, 7% nas glandulas salivares e 13% nos locais
restantes (14).

Mais de 600.000 novos casos de cancer de cabeca e pescoco Ssao
diagnosticados, a cada ano, em todo o mundo, representando 5% de todos os
tumores malignos. Sendo que, a maioria destes, € diagnosticada em estagio clinico
avancado da doenca (60% estagio Il e IV). O carcinoma de células escamosas ou
epidermoide € o tipo histologico predominante (16, 17).

Devido a natureza multigénica da doenca e aos fatores individuais de
suscetibilidade genética, estilo de vida e ao grande nimero de agentes ambientais
potenciais aos quais os individuos estao expostos, a epidemiologia dos carcinomas
de cabeca e pescoco € extremamente complexa. Sendo que, a diversidade de fatores
relacionados com a génese do CECCP apdia a hipbtese de doenca multifatorial (18).

O desenvolvimento do CECCP é um processo que ainda nao esta
completamente entendido, entretanto existem evidéncias que sugerem o papel de
varios fatores associados, individualmente ou em conjunto, a um risco aumentado
da ocorréncia deste tipo de cancer (20).

A exposicao a determinados agentes quimicos, fisicos ou bioldégicos em um
paciente geneticamente propenso, ao promover mutacbes genéticas,
desencadearao o desenvolvimento do tumor maligno (22).

Os principais fatores de risco para os tumores de cabeca e pescoco sao o
tabagismo e o etilismo, porém deve-se ainda considerar outros fatores relacionados
aos habitos de vida, a ocupacao e a classe social (23). Além desses fatores, a
infeccao viral pelo papilomavirus humano (HPV), que esta relacionada a
comportamentos sexuais, tem sido considerada um fator de risco para o
desenvolvimento desse tipo de tumor (24).

Cada fator de risco aumenta em duas a trés vezes o risco de se desenvolver
cancer isoladamente, mas quando combinados, esse risco aumenta em cerca de
quinze vezes (20).

Definir o progndstico e o risco de desenvolvimento, assim como o sucesso do
tratamento em resposta a uma determinada medicacao e/ou procedimento,
constituem a principal razao para a identificacao de marcadores bioloégicos ou
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biomarcadores (27).

A expressao de biomarcadores pode refletir diversos processos em
andamento nas células tumorais (21). O gene p53 é um supressor tumoral,
comumente mutado em neoplasias humanas, sendo identificado aumento da sua
expressao em neoplasias malignas. A expressao de tubulina esta relacionada com a
resisténcia a farmacos que tem como alvo a tubulina e os microtibulos (19, 26). A
superexpressao do receptor do fator de crescimento epidermico (EGFR) é um fator
de prognéstico negativo, associado com pior controle local e sobrevida do paciente
(21). p63, homoblogo de p53, € um marcador de diferenciacdo escamosa, sendo
observado uma relacdo inversamente proporcional entre a expressao de p63 e
sobrevida em carcinoma oral (25). A superexpressao de p16 pode ser considerada
um marcador de prognostico favoravel, afetando o comportamento clinico dos
tumores (2).

O objetivo deste trabalho foi identificar, por imunohistoquimica, os niveis de
expressao de p53, tubulina, EGFR, p63 e p16 em amostras de lesoes malignas de
cabeca e pescoco. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UCS
através do CAAE: 47152015.5.0000.5341.

2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sete amostras teciduais, armazenadas em blocos de
parafina, obtidas por biopsia de lesdes de cabeca e pescoco, de pacientes
submetidos a tratamento para cancer, atendidos no Servico de Oncologia Do Hospital
Geral de Caxias do Sul. As amostras foram selecionadas retrospectivamente, tendo
como critério de selecao a presenca de carcinoma de cabeca e pescoco. No material
histopatologico (blocos de parafina com amostras de cancer de cabeca e pescogo)
foi realizado exame imunohistoquimico para deteccao dos niveis de expressao de
p53, tubulina, EGFR, p63 e p16. Foram feitos cortes histolégicos com 4 micra de
espessura montados em laminas de vidro salinizadas. Os procedimentos de
imunohistoquimica foram realizados de acordo com as instrucoes do fabricante do
anticorpo. A analise foi realizada em microscopio optico, por dois médicos
patologistas treinados, independentemente, através da utilizacao de graus de
intensidade de expressao proteica, sendo O: negativo, 1+: fraca, 2+: moderado e 3+:
forte.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras teciduais avaliadas (Figura 1) pertencem a individuos do sexo masculino
com idade mediana igual a 61. Com excecao do p63, que nao apresentou alteragao
na sua expressao, p53, tubulina, EGFR e p16 apresentaram alteracoes, que variam
da auséncia de expressao a expressao elevada (Figura 2). Estudos mostram que a
superexpressao de p63, p53, tubulina e EGFR sao indicativos de pior prognostico
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(19, 21, 25, 26) e a superexpressao de pl6 indica melhor prognédstico (2). A
diferente expressao destas proteinas pode estar associada com a resposta ao
tratamento, indicando que estes biomarcadores poderiam ser utilizados para
projetar estratégias de tratamento individuais.

Figura 1: Distribuicao das amostras teciduais, por sitios anatdémicos.
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Figura 2: Niveis de expressao de p53, tubulina, EGFR, p63 e p16.

4. CONCLUSAO

A obtencao de um maior namero de casos e de informacdes sobre a
expressao dos biomarcadores p53, tubulina, EGFR, p63 e p16, pode auxiliar na
decisao terapéutica, podendo ser UGtil no manejo clinico dos pacientes, além de
auxiliar no desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas.
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ABSTRACT: Head and neck epidermoid carcinoma is the sixth most common type of
cancer, with an estimated annual incidence of one million cases worldwide, and is
considered a global public health problem. Tobacco and alcohol are the major
etiological factors, but in the last decades HPV infection has been associated with
the disease. Biomarkers can be useful in the clinical management of cancer patients,
as well as helping to develop new therapeutic modalities. The objective of this work
was to identify, by immunohistochemistry, the expression levels of the biomarkers
p53, tubulin, EGFR, p63 and p16 in samples of malighant head and neck lesions.
The study was approved by the UCS Research Ethics Committee through CAAE:
47152015.5.0000.5341. Seven tissue samples obtained by biopsy of head and
neck lesions of patients submitted to cancer treatment were used at the Oncology
Service of the General Hospital of Caxias do Sul. The samples were selected
retrospectively, having as selection criteria the presence of head and neck
carcinoma. Protein expression was assessed by immunohistochemistry. The analysis
was performed under optical microscope by two trained pathologists independently
using the H score. With the exception of p63, which did not show alteration in its
expression, the other markers presented alterations ranging from absence of
expression to expression elevated, indicating that obtaining a greater number of
information on the expression of the biomarkers may aid in the therapeutic decision.
KEYWORDS: HPV, head and neck, cancer.
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RESUMO: A obesidade pode ser tratada por um nimero limitado de medicamentos
e apesar de demonstrarem eficacia, produzem efeitos colaterais indesejaveis. Por
conseguinte, a procura de terapias alternativas naturais esta atraindo cada vez mais
a atencao da ciéncia. O objetivo deste estudo foi avaliar as alteracées no peso
corporal de camundongos tratados com extrato de microalgas nas doses de 1500 e
2500mg.Kg1. Os animais foram divididos em 3 grupos: controle (CTL), solucao salina
0,9%; EXP 1, extrato de microalgas na dose 1500mg.Kg1 e EXP 2, extrato de
microalgas na dose de 2500mg.Kg1. A administracao ocorreu por via oral (gavagem)
durante 30 dias e o peso corporal, consumos de agua e racao foram avaliados. As
microalgas liofilizadas foram obtidas de uma lagoa facultativa de tratamento terciario
de dejetos de suinos. Foi observada uma reducao no ganho de peso corporal dos
grupos EXP 1 e EXP 2 em relacao ao CTL. Além disso, houve diminuicao no consumo
de agua nos grupos EXP 1 e EXP 2 quando comparado com CTL. O consumo de racao
foi maior nos grupos EXP 1 e EXP 2 em relacdo ao CTL. Em conclusao, o extrato de
microalgas pareceu ser eficaz na reducao de peso ponderal de camundongos que
tiveram elevada ingestao de alimento e, por este motivo, pode surgir como uma
alternativa para a producao de formulacoes terapéuticas e profilaticas para casos de
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sobrepeso.
PALAVRAS-CHAVE: Peso corporal. Obesidade. Microalgas. Camundongos.

1. INTRODUCAO

O sobrepeso € um problema de Saude Publica, sendo considerado pela OMS
uma epidemia silenciosa global e um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de diversas doencas cronicas (LOPES et al., 2012). Dentre essas
doencas, podemos citar a hipertensao arterial sistémica, hipercolesterolemia,
dislipidemia, doencas hepaticas, risco de aterosclerose, sindrome metabdlica, altas
taxas de mortalidade para doencas cardiovasculares, neoplasicas e ortopédicas
(SANTOS et al., 2016). Além disso, 0 excesso de peso € considerado um fator de risco
para o desenvolvimento de resisténcia a insulina, sendo esta a principal
caracteristica do diabetes tipo 2 (FREITAS et al., 2014)

No Brasil, os dados indicam que 12,7% das mulheres e 8,8% dos homens
adultos brasileiros sao obesos, sendo mais relevante nas regidoes Sul e Sudeste do
pais. Esta tendéncia de aumento da obesidade foi registrada para homens e
mulheres de todas as faixas de renda, no periodo de 1974 a 1989, dados que ainda
se aplicam nos dias atuais (BRASIL, 2006). Esse aumento na magnitude da
obesidade e da velocidade da sua evolucao ocorre devido ao fato do consumo
alimentar ter sofrido intensas e rapidas modificacdes com progressiva substituicao
da escassez pelo consumo excessivo de alimentos. Essas mudancas no padrao
alimentar sao consideradas as causas centrais do aumento nas taxas de obesidade
e doencas crénicas (RECH et al., 2016).

Neste sentido, os alimentos nutracéuticos se mostram como uma boa opcao
para a o problema da obesidade, uma vez que se caracterizam por oferecer varios
beneficios a salude e elevado valor nutritivo inerente a sua composicao quimica,
podendo desempenhar um papel potencialmente benéfico na prevencao e/ou
tratamento de doencas cronico-degenerativas. Tais produtos abrangem os nutrientes
isolados, suplementos dietéticos e outros alimentos (MORAES; COLLA, 2006) e
podem ser classificados como fibras dietéticas, acidos graxos poliinsaturados,
proteinas, peptideos, aminoacidos ou cetoacidos, minerais, vitaminas e
antioxidantes (ANDLAUER; FURST, 2002).

Atualmente, existe uma grande demanda por microalgas nas indUstrias
nutracéutica e farmacéutica visto que a suplementacao com dietas que possuam
acidos graxos, presentes em diversas espécies de microalgas, (DUARTE, 2010)
podem ter um efeito benéfico em doencas como a obesidade. Diversas sao as
microalgas que podem ser encontradas em um consorcio algaceo, dentre elas a
Chlorella spp., uma das espécies vendidas como suplemento alimentar (PEREIRA et
al., 2012) que ja foi examinada quanto aos seus efeitos biolégicos na atenuagao dos
fatores de risco metabdlicos, tais como obesidade, diabetes mellitus tipo 2,
resisténcia a insulina, hipertensao, dislipidemia e doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica. Scenedesmus spp. € também uma espécie de microalga verde comum de
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agua doce, conhecida pelo seu valor nutricional e considerada como potencial aditivo
alimentar, mas para as quais nao existe producao comercial (KUMAR et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi avaliar as alteragdes no peso corporal de animais
tratados pela via gavagem com extrato de microalgas contendo as espécies Chlorella
spp. e Scenedesmus spp., has doses de 1500mg.Kgl e 2500mg.Kgl em
camundongos.

2. METODOLOGIA
2.1. Obtengao da biomassa e do extrato microalgal

As microalgas foram obtidas de uma lagoa facultativa empregada como
processo de tratamento terciario de dejetos suinos, localizada na EMBRAPA Suinos
e Aves (Concordia, SC). O cultivo foi realizado em escala piloto em uma casa de
vegetacao sob luz natural (90-733 pymol m2s1) e temperatura ambiente (15,4-48
°C). Apos 7 dias a biomassa foi separada por centrifugacao (EVODOS, T10, Holanda).
As células foram ressuspensas em agua livre de nutrientes, e apos 25 dias de
privacao nutricional a biomassa foi novamente centrifugada e liofilizada.

Para a obtencdao do extrato, foi determinada a quantidade de biomassa
microalgal liofilizada necessaria para a obtencao das doses de 1500mg.Kg?l e
2500mg.Kg1 e, em seguida, a biomassa foi ressuspendida em solucao salina e o
material processado em equipamento de ultrassom (QSonica Ultrasonic Processor
Q700) em banho de gelo, com o objetivo de propiciar o rompimento celular e
liberacao do conteldo intracelular. Apds o tempo de sonificacao, os extratos foram
centrifugados a 2500rpm, por 5 min, e 0 sobrenadante foi administrado nos animais
conforme o peso individual de cada animal.

2.2. Animais de experimentacao e cuidados éticos

Para o teste foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss, com
60 dias de idade, pesando entre 30 e 40g. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da URI - Erechim, sob protocolo n° 30. No final do
experimento os animais foram sacrificados com dose letal de anestésico Zoletil IM
®.

2.3. Delineamento experimental

Para a realizacao do experimento foram utilizados 23 camundongos
provenientes do Laboratério de Experimentacao Animal da Universidade. Os animais
foram acondicionados em caixas separadas, a 22 + 2°C e um ciclo de 12h luz/12h
escuro, com acesso a agua e alimentacao ad libitum.
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Os animais foram divididos em 3 grupos, sendo eles: grupo controle (CTL)
(n=8), que recebeu solucao salina 0,9%, na dose de 10mL.Kg1 via gavagem; grupo
EXP 1 (n=8), recebeu o extrato de microalgas na dose 1500 mg.Kg1 via gavagem e
0 grupo EXP 2 (n=7), que recebeu o extrato de microalgas na dose de 2500mg.Kg1,
via gavagem. A administracao dos tratamentos nos grupos ocorreu diariamente,
durante 30 dias consecutivos e 0 peso corporal e os consumos de agua e racao
foram avaliados a cada 7 dias.

2.4. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos através de média + desvio padrao (Média + DP).
O tratamento estatistico foi realizado através da analise de variancia (ANOVA) de uma
via, seguida pelo teste de comparacao multipla de Tukey, usando software validado
(GraphPad Prism6®). Considerou-se um nivel de significancia de 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Peso corporal

Na Figura 1, pode-se observar uma reducao significativa no ganho de peso
corporal dos camundongos do grupo EXP 1 logo no inicio do tratamento (1° ao 7°
dia) em relacao ao CTL, mas que foi recuperada no periodo seguinte (7 ao 14° dia),
porém sem diferenca significativa. Entretanto, observando os resultados obtidos ao
longo de todo o tratamento (1 ao 30° dia), pode-se observar uma reducao
significativa no ganho de peso corporal, tanto no grupo EXP 1 como no grupo EXP 2
em relacao ao grupo CTL.

Estes resultados sugerem que o extrato microalgal nas doses de 1500 e
2500mg.Kg1 pode causar indicios de toxicidade no tratamento subcronico de 30
dias, baseado na informacao de que a reducao na massa corporal € um sinal de
toxicidade sistémica (TEO et al., 2002).

Por outro lado, estudos clinicos e experimentais realizados por Queiroz (2014)
em ratos obesos demonstraram que a administragcao de Chlorella vulgaris pode
normalizar o peso corporal. Varios estudos com Chlorella spp. vém demonstrando
efeitos farmacolégicos, se utilizadas com cautela. Nesse sentido, essa alga
unicelular de agua doce rica em nutrientes e comumente utilizada como suplemento
alimentar surge como alternativa terapéutica e profilatica para a obesidade
(QUEIROZ, 2014).

Queiroz (2014) encontrou valores significativamente menores de glicemia,
determinados pelos testes de tolerancia a glicose e a insulina nos animais obesos
tratados com Chlorella vulgaris, sugerindo melhora na sensibilidade a insulina.
Outros estudos da administracao da Chlorella vulgaris em animais demonstraram
efeitos benignos a nivel de indmeras fungdes bioquimicas, tais como efeito
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antioxidante e diminuicao dos niveis de glicose em roedores diabéticos (DUARTE,
2010). Estudos realizados em coelhos revelaram melhoramentos na atividade anti-
inflamatéria e diminuicao dos niveis de colesterol apdés suplementacao com C.
vulgaris (LEE et al, 2010).

A suplementacao em dietas com niveis de PUFA (acidos graxos poli-
insaturados), presentes em diversas espécies de microalgas, parece ter um efeito
benéfico, como em doencas como a artrite reumatdide, doenca de Chron, fibrose
cistica, obesidade, aterosclerose, entre outras (DUARTE, 2010; ROSA, 2014).
Simultaneamente, a sintese de carotendides pela maioria das microalgas &€, também,
um caminho possivel para um suplemento dietético (MIMOUNI et al., 2012).

Marques (2012) testou uma suplementacao concomitante de acido linoleico,
presente em Chlorella spp., (FERNANDEZ et al., 2013; BENITEZ et al, 2015) e de
fitosterdis e concluiu que esta associacao apresentou efeitos biologicos benéficos
no controle do ganho de peso e da glicemia em jejum, em camundongos recebendo
dieta hiperlipidica. Esses estudos incentivam a continuacdao de pesquisas que
investiguem os efeitos sinérgicos de acido linoleico provenientes de microalgas e
fitosterdis, com posterior desenvolvimento de nutracéuticos ou de alimentos
funcionais.

Figura 1: Analise de ganho de peso corporal ao longo do tratamento dos animais de diferentes
grupos durante 30 dias

Ganho de peso corporal (g)

-4 I 1 1 ) 1
1-7 714 1421 21-30 1-30

Dias de tratamento

Os dados estao expressos em média+DP. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle
com p<0,05.
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Figura 2: Analise do peso corporal dos animais de diferentes grupos no inicio e no final do
tratamento
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3.2. Consumo de agua e de racdo

Conforme os dados da Figura 3, pode-se observar que houve uma diminuicao
significativa no consumo de agua dos animais do grupo EXP 1 quando comparado
com os grupos CTL e EXP 2 no inicio do tratamento (1° ao 7° dia), mas que esta
reducao foi recuperada ao longo (1-30) e ao final do tratamento (21-30),
aumentando significativamente este consumo em relacao ao grupo CTL. Ainda se
constata que o grupo EXP 2 apresentou um aumento significativo no consumo de
agua quando comparado com o grupo CTL na metade do tratamento (7-14),
entretanto, teve uma reducao significativa ao longo do tratamento (1-30) em relacao
ao grupo CTL. Além disso, o grupo EXP 2 manteve a reducao do consumo de agua de
maneira significativa no final do tratamento (21-30) quando comparado aos grupos
CTL e EXP 1.

A partir desses resultados, € possivel constatar que o grupo EXP 1, tratado
com a dose de 1500mg.Kg1, teve maior dificuldade de adaptacao a administracao
do extrato no inicio do experimento, o que levou uma diminuicao no consumo de
agua. No entanto, no término da exposicao, foi observado aumento no consumo de
agua dos animais. Os animais que receberam o extrato de microalgas na dose de
2500mg.Kg1 também apresentaram diminuicao neste consumo.

Essas alteracbes em animais de experimentacao sao, em muitos casos,
inevitaveis, pois sao reflexo de fatores de inducao de estresse, que possui natureza
emocional ou psicolégica. Por consequéncia, quando nao se alcanca a habituacao
dos animais as condicoes de perturbacao, que incluem como, por exemplo, o
manuseio dos camundongos no momento da administracao das substancias
estudadas, pode-se perceber a presenca de respostas de ma adaptacao, o que inclui
0 baixo consumo hidrico (ANDRADE et al., 2002).
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Figura 3: Consumo de agua dos animais de diferentes grupos durante 30 dias.
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Os dados estao expressos em média+DP. * Diferenca significativa em relacao ao grupo controle
com p<0,05 e adiferenca significativa entre os grupos EXP 1 e EXP 2, com p<0,05.

A Figura 4 mostra o consumo de racao pelos diferentes grupos durante o
experimento. Podemos observar um aumento constante no decorrer do experimento
no consumo do grupo EXP 2 quando comparado com o grupo CTL, em todos os
periodos registrados (1-7; 7-14; 14-21; 21-30; 1-30). Ja o grupo EXP 1 consumiu
menos racao nos periodos do 7-14 e 14-21 dias de tratamento em relacao aos
grupos CTL e EXP 2. Em contrapartida, foi observado um aumento no consumo de
racao no grupo EPX 1 no inicio (1-7), final (21-30) e ao longo do experimento (1-30)
guando comparado ao grupo CTL, o que representa uma recuperacao neste consumo
pelo grupo EXP 1.

Estes resultados indicam que a administracao subcronica do extrato de
microalgas nas doses de 1500mg.Kg1 e 2500mg.Kg1 promoveu maior ingestao de
racao pelos animais destes grupos, porém sem aumentar diretamente o peso
corporal dos camundongos. Esses resultados se assemelham aos encontrados em
um estudo clinico e experimental realizado por Vecina et al. (2014) em ratos obesos,
onde foi possivel verificar que a administracao de Chlorella vulgaris pode regularizar
0s niveis séricos de colesterol e de glicose e reduzir a hipertensao e, ainda, impede
o alto teor de gordura induzida por dieta, reduzindo triglicérides, colesterol e niveis
de acidos graxos livres. Da mesma forma, a administracao desta espécie de
microalgas foi capaz de normalizar o peso corporal em estudos realizados (QUEIROZ,
2014).

Extratos de Chlorella pyrenoidosa ja estao sendo utilizados pela populacao
como uma alternativa de tratamento para a obesidade, por ser um produto natural e
que possui menos efeitos adversos, comparado com a terapia medicamentosa
convencional para esta doencga (SIMAO, 2013). No estudo de Cherng e Shih (2006),
a administracao de Chlorella em camundongos mostrou afetar algumas funcoes
bioguimicas e fisiolégicas, tais como a melhora a sensibilidade a insulina em ratos
diabéticos induzidos com estreptozotocina. Da mesma forma, Lee e Kim (2009)
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relataram que a ingestao dessa espécie de microalga pode prevenir a resisténcia a
insulina em ratos Wistar alimentados com uma dieta rica em gordura. Além disso,
Hidaka et al. (2004) estudou a acado da microalga Chlorella pyrenoidosa no controle
do ganho de peso corporal de ratas ovariectomizadas e analisando os resultados
encontrados sugeriu-se que a suplementacao com C. pyrenoidosa pode ser Util para
controlar o peso corporal e melhorar o metabolismo lipidico de mulheres na
menopausa, periodo no qual € comum ocorrer aumento de peso.

A obesidade pode atualmente ser tratada por um ndmero limitado de
medicamentos, e apesar de demonstrarem alguma eficacia reduzindo o peso
corporal e melhorando parametros metabdlicos, eles produzem um bom nidmero de
efeitos colaterais indesejaveis. Por conseguinte, a procura de terapias alternativas,
como o0s produtos naturais, esta atraindo cada vez mais a atengao da ciéncia. Neste
contexto, as microalgas surgem como um tratamento alternativo e profilatico contra
complicacoes relacionadas a obesidade (VECINA et al., 2014).

Figura 4: Consumo de ragao dos animais de diferentes grupos durante 30 dias.
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Os dados estao expressos em média+DP. * Diferenca significativa em relacao ao grupo controle
com p<0,05 e adiferenca significativa entre os grupos EXP 1 e EXP 2, com p<0,05.

4. CONCLUSAO

0 extrato de microalgas, contendo as espécies Chlorella spp. e Scenedesmus
spp, nas doses de 1500mg.K g1 e 2500mg.K g1, pareceu ser eficaz em reduzir o
peso corporal de camundongos que tiveram elevada ingestao de alimento e, por este
motivo, esse tipo de suplemento alimentar pode surgir como uma alternativa para a
producao de formulacdes terapéuticas e profilaticas para casos de sobrepeso.
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ABSTRACT: Obesity can be treated by a limited number of drugs and, despite their
effectiveness, produce undesirable side effects. Therefore, a search for alternative
therapies is attracting more and more the attention of science. The objective of this
study was to evaluated the body weight of mice supplemented with extract of
microalgae at doses of 1500 and 2500 mg.Kg1. The animals were divided into three
groups: control (CTL), saline solution 0.9%; EXP 1, extract of microalgae at the dose
1500mg.Kg-1 and EXP 2, extract of microalgae at the dose of 2500mg.Kg2. The
administration occurred orally (gavage) during 30 days and body weight, water and
feed intake were evaluated. The freeze-dried microalgae used in the experiment were
obtained from a facultative lagoon of tertiary treatment of swine manure. There was
a reduction in the body weight of the EXP 1 and EXP 2 groups in relation to the CTL.
In addition, there was a decrease in the water consumption of the EXP 1 group,
comparing with CTL and EXP 2. Dehydration consumption was higher in the EXP 2
group compared to CTL and also higher in the EXP 1 group. In conclusion, the
microalgae extract seems to be effective in reducing weight of mice that had high
food intake and, for this reason, may arise as an alternative for the production of
therapeutic and prophylactic formulations for cases of overweight.

KEYWORDS: Body weight. Obesity. Microalgae. Mice.
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RESUMO: Mycoplasma hyopneumoniae, agente etioldégico da pneumonia enzodtica
suina, possui genoma reduzido, com poucos mecanismos de regulacao conhecidos.
Apesar da escassez de ferramentas moleculares para estudos in vitro, trabalhos
anteriores demonstraram que M. hyopneumoniae é capaz de responder a nivel
transcricional a condicoes de estresse. Objetivando o melhor entendimento dos
mecanismos que regulam sua expressao, este trabalho visa identificar genes alvo
para o controle in vitro das condicoes de estresse térmico e oxidativo, confirmando
a expressao diferencial de genes preditos como envolvidos nestas condicoes.
Portanto, foram selecionados nove genes considerados diferencialmente expressos
em analises anteriores, sendo cinco genes regulados na condicao de estresse
térmico (glpK, glpF, dnakK, dnal e oppC), e quatro na condicao de estresse oxidativo
(atpB, glyS, mglA, ftsY). Foram realizados cultivos de M. hyopneumoniae em
condicoes de cultivo controle, de estresse térmico e de estresse oxidativo. O RNA
total de cada cultivo foi extraido e empregado na sintese de cDNA, através de reacdes
de transcricao reversa (RT). Os cDNAs foram empregados como molde na reacao de
PCR quantitativo (qPCR). Todos os genes alvo foram testados nas trés condicoes de
cultivo analisadas. Foi possivel demonstrar expressao diferencial em cinco genes na
condicao de estresse térmico, e em trés genes na condicao de estresse oxidativo.
Estes resultados sugerem a ocorréncia da inducao da expressao génica diferencial
em M. hyopneumoniae frente as condicoes de estresse testadas in vitro.
PALAVRAS-CHAVE: regulacao génica; RT-gPCR; estresse térmico; estresse oxidativo;
cultivo celular.

1. INTRODUCAO

Mycoplasma € um género de bactérias da classe Mollicutes, que compreende
um grupo de mais de 200 espécies, cuja principal caracteristica € a auséncia de
parede celular. Sao considerados 0s menores e mais simples organismos
autorreplicativos ja identificados, possuindo genomas pequenos € alto contetdo A+T
(SIMIONATTO et al., 2013). Morfologicamente, sao relacionadas a bactérias Gram-
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negativas, por apresentarem apenas uma membrana trilaminar simples. Entretanto,
filogeneticamente, sao relacionadas a bactérias Gram-positivas, compartilhando um
ancestral comum com os géneros Streptococcus, Lactobacillus, Bacillus e
Clostridium (WOLF et al., 2004). A evolucao da classe Mollicutes teria ocorrido por
degeneracao ou reducao do genoma de bactérias Gram-positivas com alto contetdo
A+T, seguida de perda de sequéncias genémicas (WOESE, 1987). Concomitante a
isso, 0 modo de vida parasitario destas bactérias permitiu a compactacao de seu
genoma (RAZIN, 1999).

Muitos micoplasmas fazem parte da microbiota normal do hospedeiro, sendo
alguns patogénicos. Comumente, micoplasmas patogénicos nao causam doencgas
graves, mas sim infeccoes de curso crénico que podem ser agravadas através de
infeccoes oportunistas por outros patégenos.

A espécie M. hyopneumoniae esta associada a suinos, sendo conhecida por
ser o agente etiolégico da pneumonia enzodética suina. Esta doenca afeta o trato
respiratorio destes animais, sendo caracterizada por altas taxas de morbidade e
baixas taxas de mortalidade, gerando significativas perdas econdmicas na area da
suinocultura, devido ao aumento do uso de medicacdoes e diminuicao do
desempenho animal. Infeccoes por M. hyopneumoniae sao altamente prevalentes
em suinos em grande parte das areas de producao em todo mundo, estando
presente em 38-100 % dos animais (MAES et al., 2008; SIMIONATTO et al., 2013).

Até o momento, seis linhagens de M. hyopneumoniae tiveram seus genomas
completamente sequenciados: as patogénicas, 7448, 232, 7422, 168 e 168-L, e
a nao-patogénica, J (MINION et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2005; SIQUEIRA et
al.,, 2013; LIU et al., 2011; LIU et al., 2013). A linhagem de M. hyopneumoniae 7448
foi utilizada em diversos trabalhos por nosso grupo, com o objetivo de melhor
caracterizar seu genoma, organizacao génica e elementos reguladores.

Os mecanismos de regulacao génica em M. hyopneumoniae ainda sao pouco
conhecidos e, por se tratar de um micro-organismo com genoma reduzido, esta
bactéria possui poucos genes que sabidamente estdao envolvidos na regulacao
génica. Entretanto, diversos estudos realizados pelo nosso grupo apontam a
presenca de possiveis elementos reguladores no seu genoma, tais como promotores
(WEBER et al., 2012), terminadores (FRITSCH et al., 2015), small RNAs (sRNAs)
(SIQUEIRA et al., 2016) e sequéncias repetitivas (CATTANI et al., 2016). Estes
elementos, frente a situagoes de estresse, podem atuar na regulacao da expressao
génica desta bactéria, com o objetivo de manter a viabilidade celular. Portanto, mais
estudos nesta area sao necessarios para melhor compreender o perfil transcricional
dos genes de M. hyopneumoniae frente a condicoes de estresse. Para isso, 0s
protocolos de inducao de condicoes de estresse in vitro devem estar bem
estabelecidos, para melhor mimetizarem o que ocorre na célula in vivo.

Analises transcritdmicas ja realizadas em M. hyopneumoniae determinaram
0s niveis de transcricao de alguns genes deste micro-organismo, possibilitando
melhor compreender a estrutura do genoma e 0os mecanismos de infeccao do
mesmo. Em analise do transcritoma total de M. hyopneumoniae em condicoes de
cultivo controle, observou-se que a maioria dos genes que compoem o genoma desta
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bactéria (92%) sao constitutivamente expressos (SIQUEIRA et al., 2014). Também ja
foram realizadas analises de microarranjo em M. hyopneumoniae em condicoes de
cultivo atipicas (MADSEN et al., 2006A; MADSEN et al., 2006B; SCHAFER et al.,
2007; ONEAL et al., 2008; MADSEN et al., 2008), permitindo a determinacao do
perfil de transcricao dos genes deste organismo em condicoes de estresse para a
célula.

O presente trabalho tem como objetivo a identificacao de genes alvo para o
controle in vitro das condicoes de estresse térmico e oxidativo, através da
confirmacao da expressao diferencial de genes preditos como envolvidos nestas
condicoes em M. hyopneumoniae 7448, através de analises de RT-qPCR.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Projecao dos primers

Para confirmar a inducao de estresse nos cultivos realizados foram
selecionados genes alvo para o controle in vitro das condicdes de estresse térmico e
oxidativo, baseado na literatura existente. Foram projetados primers para nove
genes, apontados como diferencialmente expressos em analises de microarranjo
(MADSEN et al., 2006B; SCHAFER et al., 2007), sendo eles: cinco genes regulados
positivamente na condicao de estresse térmico (glpK, glpF, dnak, dnal e oppC), e
quatro genes regulados positiva (atpB, glyS e mglA) ou negativamente (ftsY) na
condicao de estresse oxidativo (Tabela 1). Os alvos foram testados nas trés
condigoes de cultivo analisadas neste trabalho.

Estes genes estdao envolvidos em: transporte celular (atpB, mglA e oppC),
sintese de tRNAs (glyS), divisao celular (ftsY), atuam como proteinas de choque
térmico (dnakK e dnal), e participam de rotas metabdlicas (glpK e glpF).
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers empregados.

Fragmento Eficiéncia

Regulacao* Gene Primer Sequéncia (5'-3") Tm (°C) (ob) o
T aw L CRoTOOOE
B0 b5 GRR COCCAACATIAMMCOATCAAGE a7 ' 1S
PEO M jair acocoatcAGCoATICCGATAAC s 1P 14T
VB0 MY 4ve camcamcoerrcaceaacie  sg 190 19
Tor s SKECHROCGOOOICC 0T W e

F TCGAGGTT Al AA 62.
Ter  aw jER (T}GigGggGACC(;iAiCT”?CCGGgg 59; 17 1953
T e mCECONTOCMGCHIITT 8
Per ek Gk cacanmaamcacrcaracoaca ss 1 188
Tor WG CHTCOOWCRONT 0w
perd pcrtAF  GCATGATTTTCCCGATCTCCAG 56.0 184 1.872

o pcrtAR CTTCAGCTCCCCTITCATTGGC 58.5
MHPIA8I93 310 GAMAACGGAMMACACCTTG 513 196 1918

* Resposta a nivel transcricional do gene a condigdo de estresse oxidativo (EO) (SCHAFER et al., 2007) ou térmico
(CT) (MADSEN et al., 2006B) quando comparado ao cultivo controle, de acordo com analises de microarranjo. As
setas indicam regulagio positiva (M) ou negativa ().

** A eficiéncia dos primers foi calculada pelo software LinRegPCR com base nos resultados de gPCR.

*** Os primers do gene pcrA foram utilizados nas reacdes de PCR para confirmacdo do tratamento com DNase e da
sintese de cDNA. Os primers do gene MHP7448 333 foram utilizados na qPCR, como gene normalizador.

Para garantir que a eficiéncia dos primers construidos nao foi um fator que
influenciou os resultados de expressao relativa dos genes analisados, a mesma foi
verificada através do software LinRegPCR. Os valores de eficiéncia dos primers estao
descritos na Tabela 1.

2.2. Linhagem bacteriana e condigoes de cultivo

Os experimentos apresentados neste trabalho foram realizados com a
linhagem patogénica 7448 de M. hyopneumoniae, isolada de um suino que
apresentava pneumonia enzoética suina (VASCONCELOS et al., 2005).

Os cultivos foram realizados em meio Friis liquido (FRIIS, 1975), em trés
condicoes diferentes: i) controle: cultivado a 37 °C por 24 h, sob leve agitacao; ii)
estresse térmico: cultivo igual ao controle, seguido de incubacao a 30°Cpor2hea
42 °C por 30 min (MADSEN et al., 2006B); e, iii) estresse oxidativo: cultivo igual ao
controle, seguido da adicao de 1 % de perdxido de hidrogénio e incubacao a 37 °C
por 15 min (SCHAFER et al., 2007). Os ensaios foram realizados em duplicatas
biologicas.

209



O crescimento de M. hyopneumoniae pode ser visualizado pela acidificacao
do meio gerada pela oxidacao da glicose, causando alteracao do pH e mudanca de
coloracdo do meio Friis para amarelo, devido a presenca do indicador de pH
vermelho fenol.

2.3. Extracao e quantificacao de RNA de M. hyopneumoniae

Para cada condicao de cultivo foram realizadas extracoes de RNA total de M.
hyopneumoniae a partir de 30 mL de cultivo utilizando o kit [llustra™ RNAspin Mini
RNA isolation kit (GE Healthcare Life Sciences), seguindo a descricao do fabricante.
A qualidade do RNA extraido foi verificada em gel de agarose 1 %.

Os RNAs extraidos foram nomeados da seguinte forma: C1 e C2 (extracdes
em condicao de cultivo controle); CT1 e CT2 (extracdoes em condicdo de estresse
térmico); e, EO1 e EO2 (extracoes em condicao de estresse oxidativo). E foram
quantificados através do kit de quantificacao de RNA Qubit® RNA HS Assay kit
(Thermo Fischer Scientific) pelo equipamento Qubit® Fluorometer.

Para eliminacao de DNAs contaminantes nas amostras de RNA foi realizado
um tratamento com DNase | (50 U/uL - Fermentas) em 3 pyg de cada RNA, em um
volume total de 30 uL de reacao. Os RNAs extraidos foram tratados com 40 U de
DNase |, e incubados a 37 °C por 30 min, seguidos de adicao de EDTA e uma
incubacao a 65 °C por 10 min, para inativacao da enzima. Apds o tratamento, a
gualidade e a integridade do RNA tratado foi novamente verificada através de gel de
agarose 1 %.

Posteriormente, foram realizadas reacoes em cadeia de polimerase (PCR)
com os RNAs tratados, para confirmar a eficiéncia do tratamento, ou seja, a auséncia
de DNA contaminante. O par de primers do gene pcrA foi utilizado nestas reacoes
(Tabela 1).

2.4. Sintese de cDNA e PCR quantitativo

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada através de reacdes de
transcricao reversa (RT) para cada RNA extraido e tratado com DNase |.

Para cada reacao, com um volume final de 30 pL, foi utilizada 500 ng de RNA
total, 132,5 ng de primer randéomico e 10 mM de dNTPs, incubados a 65 °C por 5
min, e imediatamente incubado no gelo, para evitar a formacao de estruturas
secundarias no RNA. Posteriormente, foi adicionado 10X Tampao First Strand, e 0,1
M de DTT, sendo incubados a 37 °C por 2 min. Por fim, foi adicionado 200 U da
enzima MMLV-RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase)
(Invitrogen) e incubadas a 25 °C por 10 min, 37 °C por 50 min e 70 °C por 15 min.
Os controles negativos das reacoes de sintese foram realizados em paralelo, porém
sem a adicao de MMLV-RT. Os cDNAs foram diluidos 1:5 com agua DEPC, totalizando
100 pL, e armazenados a -20 °C. Para confirmar a sintese de fita dupla foi realizada
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uma reacao de PCR, utilizando como molde cada cDNA sintetizado. Para estas
reacoes foram utilizados os primers do gene pcrA (Tabela 1).

Os niveis de expressao dos genes alvo foram verificados através de PCR
quantitativo em tempo real (RT-qPCR), utilizando o equipamento 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) e o sistema Platinum™ SYBR™ Green qPCR
SuperMix - UDG (Invitrogen).

Cada reacao foi composta de 1 yL de cDNA diluido, 10 pmol de cada primer,
7,5 UL de Platinum™ SYBR™, e 1 uL do reagente ROX (0,1 X), totalizando um volume
final de 15 pL. As condicOes utilizadas para amplificacao foram as seguintes: uma
etapa de desnaturacao a 90 °C por 2 min, seguida de 10 min a 95 °C e 40 ciclos de
95 °C por 15 s, e 60 °C por 1 min. O valor de corte (threshold) foi determinado
manualmente, em uma regiao linear da curva de amplificacao logaritmica. A
eficiéncia de cada par de primers foi analisada através de curva de melting.

As reacbes aqui descritas foram realizadas juntamente com os seguintes
controles do método: replicatas de reacoes sem cDNA (NTC) como controle negativo
da reacao; e reacoes com 0os cDNAs negativos de cada uma das extracoes realizadas
(NRTC) como controle da RT realizada previamente.

O calculo de expressao relativa dos mRNAs foi realizado através do método 2-
ACT " corrigido de acordo com o valor de eficiéncia dos primers. Os valores de
expressao dos genes controles das condicoes de estresse foram normalizados em
relacao ao valor de expressao do gene MHP7448_0333 (MADSEN et al., 2008;
MOITINHO-SILVA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2014). Para cada gene alvo foram
realizadas triplicatas técnicas e duplicatas biologicas. As analises estatisticas da
expressao relativa dos genes alvo foram realizadas através do software GraphPad
Prism 6, utilizando o teste One-way ANOVA by Tukey’s multi comparision (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Isolamento de RNA

A qualidade dos RNAs de M. hyopneumoniae extraidos em cada condicao de
cultivo foi verificada através de géis de agarose 1 %, onde foi possivel observar a
presenca das bandas 16S e 23S de RNA ribossdémico, indicando a integridade das
amostras (Figura 1A). As concentracoes dos RNAs extraidos variaram de 120 a 380
ng/uL.

Os RNAs foram tratados com DNase | para eliminacao de DNAs
remanescentes, e a qualidade dos RNAs apods o tratamento enzimatico e térmico foi
mantida (Figura 1B). Além disso, para confirmar o tratamento com DNase I, os RNAs
tratados foram utilizados como molde em reacoes de PCR. Cada amostra de RNA foi
testada em uma reacao juntamente com um controle positivo da reacao de PCR (DNA
de M. hyopneumoniae), e um controle negativo da reacao de PCR (reacao sem
molde). Todos os tratamentos de eliminacao de DNAs foram satisfatorios, uma vez
gue nao houve amplificacao nas reacgdes utilizando RNA, indicando a auséncia de
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DNA nas amostras (Figura 1C).

A) B) C)

Figura 1. Verificagado da qualidade dos RNAs extraidos em cada condicédo através de eletroforese em
gel de agarose, A) antes e B) apds o tratamento com DNase I. As condicoes de cultivo estao
indicadas por: cultivo controle (C), estresse térmico (CT) e estresse oxidativo (EO). Os nimeros 1 e 2
indicam as duplicatas biol6gicas. C) Exemplo da confirmacao do tratamento com DNase | por reacao
de PCR, empregando os primers do gene pcrA de M. hyopneumoniae 7448 (banda de 184 pb). As

canaletas indicam a reacao com reacao com RNA, o controle positivo da reacao de PCR (+) e 0
controle negativo da reacado de PCR (-).

3.2. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA a partir de cada amostra de RNA tratado foi confirmada
através de reacoes de PCR. Cada cDNA foi testado juntamente com um controle
negativo da reacao de RT, um controle positivo da reacdo de PCR (DNA de M.
hyopneumoniae) e um controle negativo da reacao de PCR (reacdo sem molde). Em
todas as reacdoes de RT houve a sintese de cDNA, como pode ser observado no
exemplo ilustrado na Figura 2.

Figura 2. Exemplo da confirmacao da sintese de cDNA por reacao de PCR, empregando os primers

do gene pcrA de M. hyopneumoniae 7448 (banda de 184 pb). As canaletas indicam a reagédo com

cDNA, a reacao controle da reacao de RT (c-), o controle positivo da reacao de PCR (+) e o controle
negativo da reacao de PCR ().

3.3. Confirmacao da inducao das condigoes de cultivo em estresse

Anteriormente, através de microarranjo, foi determinado o perfil transcricional
de M. hyopneumoniae 232 submetido a estresse térmico (MADSEN et al., 2006B),
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onde foi demonstrado que os genes de M. hyopneumoniae 232 regulados
positivamente estao relacionados ao metabolismo e enovelamento de proteinas. Os
genes regulados negativamente nesta condicdo estdo associados a traducao e
replicacao de DNA, indicando que mudancas na temperatura tornam a fisiologia
celular mais lenta (MADSEN et al., 2006B).

Dos possiveis genes confirmatérios da condicao de estresse térmico testados
no presente trabalho, quatro (glpK, glpF, dnaK e dnalJ) tiveram sua expressao relativa
elevada quando comparados ao cultivo controle (P<0,05), corroborando com os
resultados obtidos anteriormente (MADSEN et al., 2006B), sendo, portanto, genes
adequados para o controle para tal condi¢cao. O gene oppC apresentou diminuicao
nos niveis de expressao quando comparado ao cultivo controle, comportamento
divergente ao determinado pelo microarranjo realizado anteriormente, onde sua
expressao foi elevada (MADSEN et al., 2006B) (Figura 3).
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Figura 3. Expressao relativa dos genes confirmatérios da condicao de estresse térmico. O eixo y
indica a expressao relativa de mRNA (2-4CT), e o eixo X indica as condicoes de cultivo analisadas,
sendo cultivo controle (C), condicao de estresse térmico (CT) e condicao de estresse oxidativo (EO).
0 grau de significancia da expressao do cultivo em estresse comparado ao cultivo controle é de 95
% (*), 99 % (**) ou 99,9 % (***).

Também por microarranjo, foi determinado o perfil transcricional de M.
hyopneumoniae 232 submetido a estresse oxidativo (SCHAFER et al., 2007), onde
foi demonstrado que 0s genes que apresentaram regulacao positiva estao
associados a sintese de tRNAs e regulacao da traducao, sugerindo que esta condicao
leva a um aumento na sintese proteica. Os genes regulados negativamente nesta
condicao estao associados a replicacao de DNA e, paradoxalmente, na montagem
do ribossosomo para conservacao de energia da célula, e processamento proteico,
sugerindo que estes processos ocorrem mais lentamente nesta condicao (SCHAFER
etal., 2007).

Dos possiveis genes confirmatérios da condicdo de estresse oxidativo
testados no presente trabalho, ftsY teve sua expressao diminuida quando
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comparado ao cultivo controle (P<0,05), corroborando com a literatura existente
(SCHAFER et al., 2007), e se mostrando um gene controle da inducao desta condicao
in vitro. Entretanto, mglA e glyS nao apresentaram mudancas significativas nos seus
niveis de expressao, e atpB apresentou comportamento divergente ao observado
anteriormente, onde sua expressao foi elevada (SCHAFER et al., 2007) (Figura 4).

alpB fis¥
0.8 0.10
::‘ 0.6 ns E 0.08 T
=3 =
[ T T £ 0.06 _— -
S 04 2 -I—
H * % 0.04 T
£ i £
3 2 Z 002
0.0 0.00
C CT EO C CT EO
2lyS mgM
0.6 10
S
s . M T .
ns
L T : T

e
e

Expressio relativa
Expressio relativa

e
5
<

C CcT EO C cT EO

Figura 4. Expressao relativa dos genes confirmatérios da condigao de estresse oxidativo. O eixo y
indica a expressao relativa de mRNA (2-4CT), e o eixo X indica as condicoes de cultivo analisadas,
sendo cultivo controle (C), condicao de estresse térmico (CT) e condicao de estresse oxidativo (EO).
0 grau de significancia da expressao do cultivo em estresse comparado ao cultivo controle é de 95
% (*), 99 % (**) ou 99,9 % (***).

Como pode ser observado, os genes glpK e dnaK também tiveram variacoes
dos seus niveis de expressao na condicao de estresse oxidativo (Figura 3), bem como
o gene ftsY, que apresentou expressao diferencial na condicao de estresse térmico
(Figura 4). Apesar destes genes nao terem apresentado expressao diferencial nas
analises anteriores nestas condicoes, o atual resultado demonstra que sao possiveis
genes controle destas condicoes, por confirmarem que as metodologias empregadas
causam dano na célula e consequentemente a alteracao dos seus niveis de
transcricao.

As divergéncias observadas nos resultados de oppC e atpB podem ser
justificadas pelo uso de linhagens e metodologias distintas. Os trabalhos anteriores
empregaram a técnica de microarranjo nas analises de perfil transcricional e
utilizaram M. hyopneumoniae linhagem 232; enquanto que no presente trabalho, a
metodologia de RT-gPCR foi empregada em M. hyopneumoniae linhagem 7448.
Discrepancias entre resultados que comparam estas duas técnicas sao relatados
(DALLAS et al., 2005), sendo atribuidos a qualidade do RNA analisado, a presenca
de contaminantes, ao tipo de corante empregado, e ao método de normalizacao dos
resultados empregado (MOREY et al., 2006).
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitam a confirmacao da inducao
das condicoes de estresse térmico e oxidativo, visto que foram observadas
diferencas significativas entre os niveis de expressao relativa de genes alvo no cultivo
controle e nas condicoes de estresse. De modo geral, a metodologia de inducao de
estresse térmico resultou na alteracao dos niveis transcricionais de cinco genes
analisados (gIpK, glpF, dnaK, dnalJ e ftsY), e a metodologia de inducao de estresse
oxidativo alterou os niveis transcricionais de trés genes analisados (oppC, atpB e
ftsY).

Ao confirmar que estas metodologias mimetizam as condicoes de estresse
térmico e oxidativo, é possivel emprega-las em estudos futuros sobre a regulacao da
expressao génica global em M. hyopneumoniae.

Finalmente, é importante ressaltar que a regulacao da expressao génica é um
processo complexo que pode ser influenciado por diversos fatores. Portanto os
resultados obtidos neste trabalho servem para agregar conhecimento ao importante
tema de regulacao da transcricao génica em M. hyopneumoniae.
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ABSTRACT: Mycoplasma hyopneumoniae, the etiological agent of porcine enzootic
pneumonia, has a small genome with few known regulatory mechanisms. Despite the
lack of in vitro molecular tools, previous studies demonstrated that M.
hyopneumoniae responds to stress conditions. To understand the mechanism that
controls gene expression in this bacterium, this paper aims to identify target genes
to in vitro control of heat shock and oxidative stress conditions, through the
confirmation of the differential gene expression of predict targets involved in these
conditions. Therefore, nine genes differentially expressed in previous analysis were
selected: five upregulated genes during heat shock (glpK, glpF, dnaK, dnaJl e oppC),
and four up (atpB, glyS e mglA) or downregulated (ftsY) genes during oxidative stress.
Cell cultures of M. hyopneumoniae were performed in standard condition, heat shock
and oxidative stress. Total RNA of each culture was extracted and cDNA synthesis
was performed by reverse transcription reactions (RT). cDNAs were used as
templates in quantitative PCR reactions (qPCR). All target genes were tested in the
three culture conditions. This approach allowed to determine that five genes are
differentially expressed during heat shock, and three genes were differentially
expressed during oxidative stress. These results suggest the induction of differential
gene expression in M. hypneumoniae during the stress conditions tested in vitro.

KEYWORDS: gene regulation; RT-gPCR; heat shock; oxidative stress; cell culture.
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Pesquisadora do Departamento de Diagnostico e Pesquisa Agropecuaria - Centro de
Pesquisa Anacreonte Avila de Araujo, desenvolvendo trabalhos que envolvem coleta,
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vacinas de subunidade recombinantes e vetorizadas utilizando BCG e
imunodiagnostico para a linfadenite caseosa.
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Florestais, na Superacao de Dorméncia de Espécies Florestais (2015-2016).
Atualmente desenvolve atividades ligadas a preservacao do Campo Nativo através
do biocontrole de plantas exéticas no Departamento de Diagnodstico e Pesquisa
Agropecuaria - Centro de Pesquisa em Florestas do Rio Grande do Sul.
tmymoro@hotmail.com

TONY LEANDRO REZENDE DA SILVEIRA Possui graduacao em Ciéncias Biologicas
(2011) e Medicina Veterinaria (2015) pela Universidade Federal de Pelotas (UFPEL)
e mestrado em Ciéncias Biolégicas (2012) pela UFPEL. Atuou como professor
substituto da disciplina de Anatomia dos Animais Domésticos | na UFPEL. Foi
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