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APRESENTACAO

0O 1° Congresso de Biotecnologia da Regido Sul - 1° BiotecSul - é uma atividade vinculada ao Programa
de Pos-Graduacdo em Biotecnologia do Centro Universitario UNIVATES, Lajeado/RS. Com o tema
“Biotecnologia: cenario atual e perspectivas futuras”, os participantes tiveram acesso a atualidades em
diferentes areas da Biotecnologia.

O evento reforcou tendéncias na area da Biotecnologia relacionadas com a vocagdo industrial do Vale do
Taquari, regido sede do evento, que é a produgao de alimentos, em especial de carnes e leite. Assim, o objetivo
do evento foi proporcionar um local amplo para a troca de informacodes e discussées do cendrio atual e
futuro da Biotecnologia, tanto no aspecto regional, como nacional e mundial, congregando pesquisadores de
todos os niveis (professores, pés-doutorandos, alunos de pds-graduacao e graduacgdo), das diferentes areas
da Biotecnologia. Também, incentivou-se para a participacdo de professores e alunos do ensino médio e
técnico, o que permitiu maior aproximacao da escola basica com a Universidade no ambito da Biotecnologia
e de suas dareas relacionadas, contribuindo para a escolha profissional futura desses estudantes. Desta
forma, o evento contribuiu para atender a necessidade crescente de profissionais qualificados na area da
Biotecnologia em razdo do forte desenvolvimento do setor da industria de transformacdo de alimentos e
produtos na area da saude.

Durante o evento, que ocorreu ao longo dos dias 13, 14 e 15 de julho de 2016, os mais de 380 participantes
assistiram a doze palestras, dez minicursos e duas mesas-redondas, ministrados por pesquisadores
convidados da Argentina e Brasil, dos estados do Rio de Janeiro, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do
Sul. Além disso, dez trabalhos selecionados foram apresentados de forma oral, e 207 trabalhos foram
apresentados na forma de posteres.

Comissdo Organizadora

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 7
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CARACTERIZACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE
IMOBILIZADA EM NANOTUBOS DE CARBONO

A. GENNARI', M. D. ROSOLEN?, G. VOLPATO?e C. F. V. DE SOUZA!

1 Centro Universitario UNIVATES, Rua Avelino Tallini, 171 - Universitario. Lajeado/RS. CEP 95900-000
2 Instituto Federal do Rio Grande do Sul - IFRS, Rua Coronel Vicente, 281 - Centro. Porto Alegre/RS. CEP 90030-041
*adriano.gennari@hotmail.com

Por possuirem elevada especificidade, facilidade de producdo e carater sustentavel, as enzimas vém
se tornando uma poderosa ferramenta catalitica em uma vasta variedade de processos quimicos. A
B-galactosidase é amplamente utilizada em laticinios com intuito de promover dulgor, solubilidade e sabor.
Além disso, sua utilizagdo permite o desenvolvimento de produtos lacteos com baixos teores de lactose tendo
em vista que cerca de 75% da populacdo mundial apresenta intolerdncia a este agtcar. A utilizacdo de enzimas
na forma imobilizada é uma alternativa para as industrias que empregam processos enzimaticos, uma vez
que os custos podem ser reduzidos pela possibilidade de reutilizacdo da enzima. O suporte a ser utilizado
para imobilizagdo deve possuir grupos quimicos que possam ser ativados ou modificados melhorando sua
interacdo com a enzima. Os nanomateriais possuem excelentes caracteristicas para imobilizacio, tais como
grande area superficial e resisténcia a elevadas cargas de enzima. O objetivo desse trabalho foi imobilizar
a enzima (-galactosidase comercial de Aspergillus oryzae em nanotubos de carbono com paredes multiplas
(multi-walled carbon nanotubes - MWCNTSs). A imobilizacdo da 3-galactosidase foi realizada em nanotubos
modificados e ndo modificados. A modifica¢do do suporte foi realizada com uma mistura 4cida (H,SO,:HNO,). A
estabilidade térmica foi avaliada a partir da incubagdo das enzimas livres e imobilizadas, nas temperaturas de
60, 65 e 70 °C. A estabilidade ao armazenamento das (3-galactosidases imobilizadas foi realizada através de sua
estocagem a 4 °C durante 02 meses. Nos ensaios de temperatura e pH operacional, foram testadas diferentes
condi¢cdes reacionais variando o pH de 4,0 a 7,0 e a temperatura de 4 a 75 °C. O processo de imobilizacao
da B-galactosidase nos MWCNTs foi de 3 h para ambos os suportes, obtendo-se rendimento de 97,61% para
o suporte modificado e 50,43% para o ndo modificado. Nos testes de estabilidade térmica ndo se observou
diferenca entre os derivados. A -galactosidase imobilizada nos MWCNTs modificados apresentou, apés 60
dias de armazenamento a 4 °C, em torno de 60% da sua atividade inicial. A enzima imobilizada nos MWCNTs
modificados demonstrou maior estabilidade quando comparada a enzima livre, nas diferentes temperaturas e
pHs avaliados. Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, verificou-se que os MWCNTs modificados
foram mais adequados para a imobilizacdo da [3-galactosidase comercial de A. oryzae.

Palavras-chave: Imobilizacdo. 3-galactosidase. Nanotubos de carbono.
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AVALIACAO SENSORIAL E MICROBIOLOGICA DE BEBIDA
LACTEA FERMENTADA PRODUZIDA COM SORO DE RICOTA

T. ALTMAYER™, C. SCHLABITZ?, C. F. V. DE SOUZA' e L. HOEHNE"

! Centro Universitario UNIVATES, Programa de P6s-Graduagdo em Biotecnologia, Rua Avelino Tallini, 171, Universitario, Lajeado, RS
*Apresentador: tacielen.altmayer@univates.br

O soro de ricota pode ser utilizado para a producido de bebidas lacteas, agregando valor ao produto. A
adicao de probidticos e prebidticos atribui caracteristicas funcionais e torna este produto mais atrativo ao
consumidor. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi elaborar uma bebida lactea fermentada funcional
com incorporagdo de soro de ricota, prebiodticos e probidticos possibilitando a redugdo da quantidade de
soro incorporado as aguas residudrias dos laticinios da regido. Para isso, foram produzidas bebidas lacteas
conforme delineamento fatorial completo 22, com 02 variaveis independentes em dois niveis equidistantes
(-1 e +1), trés repeticdes no ponto central (nivel 0) acrescido de 4 pontos axiais (-a e +a), onde a = £ (2n)1/4,
sendo n o nimero de varidveis independentes. As concentragdes de soro de ricota e leite em p6 foram as duas
variaveis avaliadas em 5 niveis (-1,41, -1, 0, +1, +1,41) resultando em 11 amostras. O processo de producao
seguiu metodologia adaptada da literatura, sendo composto das seguintes etapas: (1) homogeneizacdo do
acucar cristal, leite em pd, polidextrose, soro de ricota e agua; (2) pasteurizacdo; (3) resfriamento, adicio
do in6culo e homogeneizagdo; (4) fermentagdo; (5) resfriamento; (6) adigdo de polpa de morango; (7)
envase e armazenamento refrigerado. As formulacoes foram submetidas contagem de coliformes a 36 e a
45 °C e contagem de bactérias laticas (Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp. lactis e Streptococcus
termophilus) e analise sensorial (CAAE 17275213.4.0000.5310). Como resultados, nenhuma das amostras
apresentou coliformes e todas as formulagcdes apresentaram contagem de bactérias laticas superiores a 10¢
UFC/g classificando-as como fermentadas conforme a IN n? 16 de 23 de agosto de 2005. Na analise sensorial,
os valores médios no atributo aparéncia variaram entre 6,55 e 7,51 no 12 dia de armazenamento e entre 6,23 e
7,32 no 452 dia. O sabor apresentou valores médios entre 6,23 e 7,45 no 12 dia e entre 6,55 e 7,26 no 452 dia. A
aceitacdo global variou entre 6,70 e 7,51 no 12 dia e entre 6,57 e 7,36 no 452 dia. As formulagdes apresentaram
indices de aceitabilidade superiores a 70%, indicando aceita¢io e potencial de comercializacdo. Desta forma,
a bebida lactea com até 70% de soro de ricota se mostrou uma forma viavel de aproveitamento do efluente
gerado em laticinios e, consequentemente, reduzindo gastos com seu tratamento e o impacto ambiental gerado
pelo seu descarte inadequado.

Palavras-chave: Andlises microbioldgicas. Analise sensorial. Probidticos. Prebioticos. Bactérias laticas.
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PRODUCAO DE ACIDO a-LINOLENICO A PARTIR DE DIFERENTES
ESPECIES DE MICROALGAS

R. R. DIAS, M. M. MARONEZE!, M. B. FAGUNDES?, R. WAGNER, L. Q. ZEPKA'e E. JACOB-LOPES"

1 Universidade Federal de Santa Maria, Depto. de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, Av. Roraima, 1000, CEP 97105-900, Santa
Maria, Rio Grande do Sul, Brasil - E-mail: jacoblopes@pq.cnpq.br

O acido a-linolénico é um membro do grupo de acidos graxos essenciais conhecido como O6mega 3, e
desempenha papel fundamental na composi¢cdo das membranas celulares e processos metabdlicos. Devido
ao fato de o organismo nao sintetizar o acido linolénico-a (w-3), este deve estar presente na alimentagdo. O
uso de microalgas tem sido fortemente explorado para obtenc¢do deste lipidio, principalmente por seu alto
valor comercial e por apresentar vantagens em relacdo a outras fontes, devido seu baixo custo e reducido de
impactos ambientais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a producdo de acido a-linolénico pelas microalgas
Chlorella vulgaris CPCC90, Scenedesmus obliquus CPCCO5, Aphanothece microscopica Négeli e Phormidium
autumnale. As microalgas foram propagadas e mantidas em meio padrao sintético BGN. Para a realizacdo do
experimento utilizou-se um biorreator do tipo coluna de bolhas, construido em vidro de 0,5 mm de espessura,
didmetro interno de 6,5 cm, altura de 70 cm e 2,5 L de volume de trabalho. O sistema de dispersao de gases do
reator constituiu em um difusor de ar de 1,5 cm localizado no centro da base da coluna. A concentragao inicial
de células foi de 100 mg/L, operando a uma temperatura de 26° C, com luminosidade de 150 pmolm2s™e
aeracdo continua de 1 VVM com a injec¢do de ar enriquecido com 15% de diéxido de carbono. A partir da fracao
lipidica da biomassa seca, o perfil lipidico foi avaliado. A composicdo de acidos graxos foi determinada através
de um cromatégrafo gasoso, a identificacdo foi feita por meio de comparacdo dos tempos de reten¢do com o
padrdo. Os resultados demonstraram que dentre as espécies testadas, a Chorella apresentou maior capacidade
de producdo de acido a-linolénico. A qual, apresentou valores de produtividade celular de 18,43 mg/L.h,
concentracdo celular maxima de 3640 mg/L, velocidade maxima especifica de crescimento de 0,034 h?, teor
lipidico de 17,76% e consequentemente uma produtividade lipidica de 3,25 m/L.h. Com relacdo ao contetido
de acido a-linolénico apresentou um teor de 17,52 % e uma produtividade de 0,57 mg/L.h. Os resultados
demonstraram potencialidade do emprego de microalgas como uma fonte alternativa para a producdo de
acidos graxos essenciais.

Palavras-chave: Omega 3. Microalga. Acido graxo essencial.
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CARACTERIZACAO DO PROCESSO DE IMOBILIZACAO DE
B-GALACTOSIDASES NO SUPORTE IMMOBEAD

F. H. MOBAYED'*, A. GENNARI}, G. VOLPATO?e C. F. V. DE SOUZA'

1 Centro Universitario UNIVATES, Rua Avelino Tallini, 171. Universitario, Lajeado, RS. CEP 95900-000.
2 Instituto Federal do Rio Grande do Sul - IFRS, Rua Coronel Vicente, 281. Centro, Porto Alegre, RS. CEP 90030-041
*fran.mobayed @hotmail.com

A utilizacdo de enzimas em processos biotecnolégicos tem sido crescente devido ao seu potencial catalisador
e sua facilidade de obtencdo. A B-galactosidase é amplamente utilizada na industria de laticinios visando
a elaboracdo de produtos com baixos teores ou isentos de lactose. Tendo em vista que, 75% da populacao
mundial possui intolerdncia a esse acdcar, a obten¢do destes produtos, é uma alternativa promissora. A
imobilizacao enzimatica propde o desenvolvimento de tecnologias para a reutilizacdo e maior estabilidade das
enzimas. Os suportes usados nesse processo devem possuir grupamentos quimicos que possam ser ativados
ou modificados, permitindo a ligacdo com a enzima. O Immobead 150® é um suporte comercial formado de
polimeros de metacrilato, contendo grupos ep6xi em sua superficie. Com base nisso, o objetivo desse trabalho
foi estudar a imobilizacdo de B-galactosidases comerciais de origem microbiana em Immobead 150®. As
enzimas utilizadas nesse estudo foram as [(3-galactosidases de Aspergillus oryzae e Kluymeromyces lactis. A
imobilizacdo foi realizada no suporte submetido a trés diferentes tratamentos: modificado com uma mistura
acida de H,50, e HNO,, modificado com glutaraldeido ou ndo modificado. Foram realizadas coletas periddicas
para avaliacdo do rendimento e da eficiéncia dos processos de imobilizacido. Os derivados obtidos para cada
uma das enzimas serdo caracterizados quanto as suas condi¢des operacionais, em temperaturas de 4-70 °C,
e em pHs de 4,0-7,5. A estabilidade ao armazenamento sera determinada através da incubacdo das enzimas
imobilizadas a 4 °C. Além disso, a reusabilidade da enzima imobilizada na hidrélise da lactose presente no soro
do queijo e no permeado também sera estudada. Resultados preliminares mostraram que os rendimentos de
imobilizacdo da (-galactosidase de A. oryzae em Immobead ndo modificado, modificado com mistura acida e
modificado com glutaraldeido, apds 72 horas de reacdo, foram de 69,54; 78,09 e 48,57%, respectivamente.
Em relacdo a eficiéncia, valores de 100% foram obtidos para os trés processos. Na imobilizacdo com a K.
lactis, baixos rendimentos foram obtidos, sendo necessarias diferentes modificacdes com vistas a melhorar
a interacdo enzima-suporte. Verificou-se que a -galactosidase de A. oryzae pode ser imobilizada no suporte
Immobead nas condic¢des avaliadas, enquanto que para a enzima de K. lactis mais ensaios sdo necessarios para
melhor avaliacdo do processo de imobilizacao.

Palavras-chave: [3-galactosidase. Imobiliza¢do. Immobead.
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AVALIACAO DE BACTERIAS LACTICAS QUANTO AO PERFIL DE
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

S.M. DA COSTA", A.VINCENZI}, V. DALPUBEL?, C. ECKERT?, V.G. SERPA" M. ]. MACIEL?, D. N. LEHN?, A.
DULLIUS?, C. H. DULLIUS?, C. AGOSTINI* A. POZZOBON?, R. A. SPEROTTO?, C. E. GRANADA'e C. E. V.
DE SOUZA!
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A procura por alimentos funcionais vem crescendo a cada ano pela popula¢io, devido aos beneficios
que estes promovem a saide. Um dos principais grupos destes alimentos sdo os probiéticos, os quais sdo
adicionados de microrganismos, principalmente bactérias lacticas, que conferem beneficios ao organismo
humano. A avaliacdo do perfil de resisténcia a antibidticos é um pardmetro empregado para a avaliagdo do
efeito probiodtico de bactérias lacticas. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de resisténcia
a antibidticos de 68 bactérias lacticas isoladas de leite e queijo na Regido Sul do Brasil. Os isolados foram
testados frente a ampicilina (10 pg), ciprofloxacin (5 pg), clindamicina (2 pg), cloranfenicol (30 pg), cefepime
(30 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), oxacilina (1 pg), penicilina G (10 pg), sulfazotrim (25 ug),
tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 pg). O critério de escolha dos antibidticos a serem testados se deve ao
fato dos mesmos pertencerem a diversas classes e possuirem diferentes mecanismos de acdo, além de serem
comumente utilizados na pratica clinica. Os isolados foram classificados como sensiveis (S), moderadamente
sensiveis (MS), ou resistentes (R) ao antibiético testado através de consulta a tabelas de referéncia Todos os
isolados foram sensiveis a ampicilina e ao cloranfenicol. Entre os microrganismos que apresentaram melhores
resultados na avaliagdo de resisténcia a antibidticos encontram-se o isolado 15, Lactobacillus paracasei
subsp. tolerans, resistente apenas a sulfazotrim e vancomicina e o isolado 133, Lactobacillus paracasei subsp.
tolerans, resistente apenas a ciprofloxacin e vancomicina. A elevada porcentagem de isolados com resisténcia
a vancomicina se deve ao fato de que espécies de Lactobacillus apresentam resisténcia intrinseca a este
antibidtico. A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, observou-se que ha entre os microrganismos
isolados de leite e queijo na Regido Sul do Brasil, bactérias lacticas adequadas para o uso na elaboracao de
produtos lacteos fermentados funcionais.

Palavras-chave: Bactérias lacticas. Probioticos. Antibidticos.
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As bactérias acido-laticas (BALs) sdo microrganismos encontrados naturalmente na microbiota intestinal.
Também sao utilizadas em diversos processos industriais para a producdo de derivados lacteos, sendo
reconhecidas como seguras para o uso em alimentos. Diversas BALs apresentam caracteristicas probioticas,
conferindo beneficios a saide humana. O potencial antibacteriano contra microrganismos patogénicos é
um parametro empregado para avaliagao do efeito probiético de BALs. Dessa forma, o objetivo deste estudo
foi caracterizar a atividade de BALs, isoladas de leite e queijo colonial artesanal da Regido Sul do Brasil, em
relacdo a microrganismos patogénicos. O potencial antibacteriano de 68 isolados laticos foi testado visto as
seguintes bactérias: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC
11778, Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella enteretidis ATCC 13076 e Listeria monocytogenes
ATCC 19114. A grande maioria dos isolados apresentou atividade antibacteriana contra pelo menos um dos
patogenos avaliados. Os resultados indicam que os isolados produzem mais do que uma substancia inibitéria.
Além disso, mostram que o principal mecanismo de inibicdo é por meio da producdo de acido latico, pois
a condicdo de sobrenadante neutralizado foi a que apresentou menor indice de inibi¢do. O isolado 75c1 e
o isolado 109, ambos Lactobacillus sp., apresentaram efeito contra a Salmonella Typhimurium ATCC 14028.
O isolado 31 e o isolado 71, ambos identificados como Lactobacillus paracasei subsp. tolerans, mostraram
atividade inibitéria em relacdo a bactéria patogénica Staphylococcus aureus ATCC 25923. O isolado 124,
Lactococcus sp., apresentou efeito contra o Bacillus cereus ATCC 11778. Com base nos resultados obtidos foi
possivel verificar que entre as BALs isoladas de queijo colonial artesanal e leite in natura da Regido Sul do
Brasil existem microrganismos com particularidades funcionais promissoras, que atendem aos critérios para
a selecao de novos probioticos, como a atividade antibacteriana contra patégenos.

Palavras-chave: Bactérias acido-laticas. Probioticos. Potencial antibacteriano.
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As Bactérias Acido-Laticas (BALs) sdo microrganismos que se caracterizam pela capacidade de produzir 4cido
latico a partir do processo de fermentacdo da lactose, sendo amplamente utilizados em tecnologias industriais,
sobretudo na producio de derivados lacteos fermentados. Além disso, apresentam funcdes importantes para
a saude devido as propriedades funcionais que exibem, entre elas, a atividade antioxidante. Os radicais livres
e substancias reativas ao oxigénio podem causar danos a saide humana e a degradacio de alimentos, por
peroxidacdo lipidica. O uso de antioxidantes como fonte de suplementagdo pode reduzir esse efeito oxidativo,
sendo as BALs uma alternativa a essa aplicacdo. Diante dessa perspectiva, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade antioxidante de 68 BALs isoladas de leites e queijos da regido do Vale do Taquari, comparando com
microrganismos de colecdes de referéncia e comerciais. A atividade antioxidante das bactérias foi avaliada
por trés diferentes métodos: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-
6-sulphonic acid) (ABTS) e Thiobarbituric Acid Reactive Substances (TBARS). Para todos os ensaios foram
avaliados as culturas sobrenadantes e os extratos intracelulares das BALs. Todos os isolados avaliados
apresentaram atividade antioxidante em pelo menos um dos ensaios. Pelo método de DPPH, a atividade de
33,81% na cultura sobrenadante do isolado 99 (Lactobacillus sp.) foi a mais elevada. Pelo método de ABTS a
maior atividade encontrada foi de 64,64% na cultura sobrenadante do isolado 115 (Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum). No método de TBARS, a maior atividade encontrada foi de 7,12 uM de MDA no extrato
intracelular do isolado 30 (Lactobacillus harbinensis). Entre os microrganismos de cole¢des de referéncia e
comerciais, considerando as culturas sobrenadantes e os extratos intracelulares pelos trés métodos avaliados,
Lactobacillus acidophilus (Danisco-Howaru®) apresentou a maior atividade antioxidante (93,19%) no método
DPPH. Entre as BALs isoladas nesse trabalho, os resultados obtidos indicam a existéncia de microrganismos
que podem ser incorporados em produtos lacteos melhorando suas caracteristicas funcionais.

Palavras-chave: Bactérias acido-laticas. Atividade antioxidante. DPPH. ABTS. TBARS.
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Bactérias Acido-Laticas (BALs) sdo microrganismos que produzem 4cido latico a partir da fermentacgdo da
lactose. Sdo encontradas naturalmente em leite e seus derivados, contribuindo na textura e no sabor dos
produtos lacteos. Além disso, representam a microbiota dominante do trato gastrintestinal (TGI) humano,
conferindo beneficios a saide. Algumas BALs sdo classificadas como probidticas, estes sdo microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios a saide do hospedeiro.
Sendo assim, é de extrema importancia que as BALs resistam as barreiras biol6gicas do TGI, como a presenca
de baixos niveis de pH do estomago e enzimas digestivas e sais biliares do intestino. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a resisténcia quanto a passagem ao TGI simulado de 68 BALs, isoladas de amostras de
leites e queijos coloniais artesanais, oriundos da regido do Vale do Taquari. As bactérias foram incubadas em
caldo MRS por 48 h a 32 2C. Para avaliar a resisténcia ao trato gastrico, uma aliquota da suspensao celular foi
adicionada na presenca de 3 mg/L de pepsina a pHs 2; 2,5, e 3. Para o trato intestinal empregou-se 1 mg/L
de pancreatina na auséncia ou presenca de 0,5% de sais biliares (mistura 1:1 colato de sddio e deoxicolato de
sédio) a pH 8. A contagem de células viaveis foi determinada no tempo zero, apés 180 minutos de incubagio
para trato gastrico e apés 240 minutos para trato intestinal. Em relacdo ao trato gastrico, ap6s 180 minutos
de incubac¢do, nenhum isolado apresentou resisténcia a pH 2. Para pH 2,5 e 3 os isolados apresentaram
resisténcia, em média, de 10* UFC/mL (>50%) e 10°® UFC/mL (>70%), respectivamente. Para resisténcia ao
trato intestinal, ap6s 240 minutos de incubacio, na auséncia de sais biliares, os isolados testados apresentaram
um valor médio de 10% UFC/mL (>90%), ja na sua presenca os valores reduziram para 10° UFC/mL (>80%).
Entre as BALs isoladas, os resultados de resisténcia ao TGl demonstram potencial para aplicacido na industria
de alimentos, criando novas possibilidades de produtos funcionais, promovendo a sadde do consumidor por
meio de microrganismos benéficos ao organismo humano.

Palavras-chave: Bactérias Acido-Laticas. Probidticos. Trato Gastrintestinal.
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A UTILIZACAO DA ELETROFORESE NA IDENTIFICACAO DE
HIDROLIZADOS ENZIMATICOS DE MINHOCA
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Hidrolisados proteicos sdo proteinas que por acdo quimica ou enzimatica produzem peptideos de varios
tamanhos, sendo que pelo método enzimatico o valor nutricional da proteina é mantido, sem a degradacao
dos aminodacidos. A eletroforese em gel de poliacrialamida é um dos métodos mais confiaveis para avaliar
a presenca de proteinas em uma amostra. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi verificar ocorréncia de
hidrélise enzimatica de minhocas com a utilizacdo da técnica de eletroforese em gel de Dodecil Sulfato de
Poliacrilamida (SDS - PAGE). Para a realizacao deste trabalho foram utilizadas amostras de minhocas (25 g) da
espécie Vermelha da Califérnia (FEisenia andrei), utilizando-se a enzima Alcalase 2,4-L, nas seguintes condigdes:
pH 9,5, 25 2C, 2,15 h, 200 rpm e 1,77% relacdo enzima/substrato. Transcorrido o tempo de hidrélise pré-
definido, aliquotas de 1 mL do hidrolisado (triplicata) foram inativadas pela adicdo de 9 mL de solucdo de
acido tricloroacético (TCA) 6,25%, sendo deixadas em repouso por cerca de 15 min. A seguir a amostra foi
filtrada, sendo separado o liquido do precipitado para as analises da quantidade de proteina soltvel e analise
de proteinas por SDS-PAGE, utilizando albumina sérica como padrio. Os resultados obtidos demonstraram
que no que se refere a amostra antes de ocorrer a hidrdlise, observou-se varias bandas de proteinas; ja na
amostra hidrolisada observou-se uma diminui¢do bastante acentuada das bandas, indicando que as proteinas
foram clivadas. Percebeu-se que o perfil das proteinas foi substancialmente alterado em relacdo ao controle,
indo ao encontro a outro estudos realizados. Sendo assim, observou-se que o método foi eficaz para verificar
a ocorréncia de hidrolisados enzimaticos de minhoca. Testes posteriores utilizando a cromatografia a liquido
de alta eficiéncia serdo usados para a identificacdo dos aminoacidos.

Palavras-chave: Eisenia andrei. Hidrolise. Método eletroanalitico. Enzima.
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AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO DE DUAS CEPAS
DE BACTERIAS ACIDO-LATICAS NA PRESENCA DE SELENIO (IV)
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0 selénio (Se), dependendo de sua concentracio, pode ser considerado um micronutriente essencial para os
seres vivos, pois é um dos elementos que auxiliam o funcionamento adequado de um organismo. Atualmente,
sua caréncia pode ser considerada uma questio de satide publica, pois afeta cerca de um bilhdo de pessoas em
todo o mundo. Uma das alternativas capazes de suprir essa deficiéncia é a suplementacdo de Se em produtos
alimenticios a base de proteinas e minerais. Entretanto, sua aplicacio é limitada devido a toxicidade que varia
de acordo com a forma e concentracdo utilizadas. Dentre os métodos empregados para fornecer alimentos
mais seguros, nutritivos e enriquecidos com compostos de Se, estd a bioacumulacdo deste micronutriente
na biomassa de varias bactérias acido-laticas (BAL), pois essas constituem uma importante parcela da
dieta humana na forma de alimentos fermentados. Diante desta perspectiva, foram avaliadas uma cepa de
Enterococcus sp. e uma de Lactobacillus sp., ambas BAL, isoladas a partir de queijos artesanais provenientes
da regido do Vale do Taquari quanto a capacidade de crescimento microbiano em meio de cultura adequado
contendo concentragdes de 0, 30 e 60 mg L de Se (IV), obtidas a partir da solugdo de selenito de sédio 1000
mg L. As cepas foram inoculadas em caldo de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) e incubadas a temperatura
controlada (32 2C) e agitacdo de 200 rpm. Para a elaboracdo das curvas de crescimento, aliquotas de 1 ml
dessas culturas foram coletadas e a densidade 6ptica (DO) determinada no instante zero, considerando-se
o momento da adi¢do do indculo, e em periodos de duas horas até que as células tenham alcancado a fase
estacionaria de multiplicacdo celular. As leituras foram realizadas em espectrofotdémetro UV-VIS. Os resultados
obtidos, até o momento, demonstram que as concentra¢des de Se (IV) utilizadas ndo inibiram o crescimento
das BAL estudadas, quando comparado a auséncia de adicio deste micronutriente ao meio de cultura. A
partir desses dados sera possivel avaliar a bioacumulagao de Se na biomassa bacteriana dessas BAL visando a
utilizagdo para suplementac¢do de Se (IV) na dieta de seres humanos e/ou outros animais.
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0 soro de queijo é obtido no processo de fabricacdo desse derivado lacteo. Em fun¢ido da quantidade gerada
e de suas caracteristicas de composicdo, € um dos principais subprodutos da indudstria de laticinios. O soro
pode gerar danos ao meio ambiente se descartado sem tratamento prévio, pois apresenta demanda quimica
de oxigénio e demanda bioquimica de oxigénio elevadas. Por outro lado, seu alto valor nutricional torna-o um
potencial ingrediente para uso em alimentos. Em sua composicio, destacam-se as soroproteinas, consideradas
de elevada qualidade para fins de nutricdo humana. As soroproteinas contém em sua estrutura peptideos
biologicamente ativos, fragmentos de proteinas que produzem efeitos bioquimicos e fisiolégicos benéficos ao
corpo humano. A hidrélise enzimatica é uma das maneiras de obter estes peptideos. Portanto, o objetivo deste
trabalho é hidrolisar por meio de proteases comerciais o soro de queijo de leite de bufala, visando a obtencao
de peptideos bioativos. O soro de queijo in natura foi analisado quanto a sua composicao fisico-quimica e
posteriormente submetido ao processo de liofilizacdo. O soro liofilizado também teve sua composicio fisico-
quimica avaliada. Este soro foi diluido em solucdo tampao e submetido a hidrélise com as enzimas comerciais
Alcalase 2.4L® e Flavourzyme 1000 L®. A hidroélise foi realizada nas condi¢cdes 6timas de cada enzima em
incubadora com agitacdo orbital, com razdo enzima/substrato de 2% (v/m). Aliquotas foram coletadas ao
longo de 5 horas de reacdo e quantificadas quanto a concentragio proteica. Os hidrolisados obtidos apés 5
horas foram filtrados e liofilizados. Realizou-se a caracterizagao fisico-quimica das amostras liofilizadas dos
soros hidrolisados por ambas as enzimas. O efeito da liofilizacdo no soro in natura pode ser observado na
composicao fisico-quimica: sélidos totais aumentaram de 6,91% para 94,19%, enquanto que as concentracdes
de proteinas, lipidios e lactose aumentaram, respectivamente, de 0,88% para 10,41%, de 0,45% para 3,70%, e
de 6,88% para 57,47%. O teor de proteina solivel no soro ap6s o processo de hidrélise pelas enzimas diminuiu
de 1,8% para 0,27% com a Alcalase 2.4Lee de 5,5% para 3,29% com a Flavourzyme 1000Le, ocasionando
alteracdo na composicao fisico-quimica das amostras. Os resultados obtidos até o0 momento mostram que é
possivel hidrolisar o soro de queijo de leite de buifala com proteases comerciais.
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As cervejas produzidas de forma artesanal tem adquirido um espago cada vez mais abrangente no mercado
e na apreciacdo dos consumidores, isso devido a sua diferenciada escala de sabores e aromas, a busca por
produtos inovadores e foco na alta qualidade da cerveja. Neste contexto, as cervejas artesanais frutadas,
ou cervejas aromatizadas com frutas, sdo produzidas voltadas especialmente para um publico que busca
cervejas de sabor citrico, onde o enfoque é a harmonizacio da acidez da fruta com sabor adocicado do malte.
Os objetivos do trabalho realizado foram produzir uma cerveja do tipo pilsener aromatizada com a fruta
mirtilo (Vacciniummyrtillus L.), onde foram realizados testes para se encontrar a melhor concentracao e o
melhor meio de adigdo da fruta durante a producdo que evitasse possiveis contaminantes e preservando os
sabores desejados, buscando também nio interferir no processo fermentativo. As matérias-primas utilizadas
foram cereal de malte tipo pilsen, ldpulo SAAZ (Humuluslupulus) e fermento liquido tipo American Ale -
SY025 (levedura saccharomyces cerevisiae). Para a obtencao de 19 L de cerveja, sdo empregados um total de
3,566 kg de malte para uma proporcao de 28,5 L de dgua. A producgdo ocorre seguindo primeiramente pelas
etapas da Brassagem, onde ocorrem a sacarifica¢do, clarificacdo, fervura e lupulagem do mosto cervejeiro.
Em seguida o mosto ¢ transferido para os biorreatores, onde foram realizados os testes de adi¢do da fruta
nas posteriores etapas de fermentacdo e maturacdo. Para tanto, foram adicionados 600 g de mirtilo cozidos
em cada biorreator: o primeiro com adi¢do apenas anteriormente ao processo de fermentac¢ido, o segundo
a fermentacdo e a maturacdo, e o terceiro apenas no momento da matura¢do. Como resultados obtidos, o
primeiro teste ocasionou a perda da fruta pelo processo fermentativo, onde as leveduras acabaram por
consumir a maior parte dos seus acdcares naturais, deixando a bebida final intensamente acida, sobrepondo
o sabor do malte e o amargor do lipulo, ficando desproporcional. O segundo teste, apesar de ocorrer perda
com o processo fermentativo, houve a recuperacdo pela adicdo também na maturacdo, deixando os sabores
bem equilibrados, porém com um contraste maior entre acidez e amargor. O terceiro teste atingiu o melhor
resultado, havendo o perfeito equilibrio entre os sabores, enaltecendo o adocicado do malte com um leve
citrico do mirtilo. A cerveja tem uma coloracdo que fica entre 2 - 3 na escala SRM, e com a adi¢do da fruta
sua turbidez aumenta e a cor se torna roxa com tonalidade de vinho. O teor de amargor fica entre 15 - 17
IBU e teor alcodlico teodrico entre 5,0% - 5,5%. A partir desses resultados, foi verificado que a fruta utilizada
é extremamente sensivel ao processo fermentativo. Assim, seu sabor foi mais valorizado com a sua adi¢ao no
momento da maturagdo da cerveja, pois ndo competiu com os carateres adocicado e amargo dos ingredientes
primordiais e evitou possiveis problemas de contaminac¢do do processo.
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Atualmente, as agroindustrias geram uma grande quantidade de subprodutos, tais como: bagacos, farelos, cascas
e sementes em geral. Utilizar esses coprodutos como matéria-prima para bioprocesso torna-se atrativo devido
ao seu baixo custo econdmico, sua grande disponibilidade, além de seu alto valor nutricional. Desta forma, o
objetivo deste trabalho consiste em realizar a andlise estatistica dos resultados obtidos por meio da hidrélise
enzimatica de trés subprodutos da agroindustria. A hidrélise enzimatica foi realizada utilizando-se farelo de
soja, farelo de milho e farinha de peixe, com teores de proteina em torno de 48,8 e 59%, respectivamente,
e a proteinase Alcalase® 2.4 L. Avaliou-se a concentracio de proteina soluvel sobre o efeito de trés fatores
da reacdo, cada uma em trés niveis: tempo de reacdo (1, 2 e 3 horas), concentracio de enzima (0,5; 1,0 e 1,5
% proteina da enzima / proteina do substrato) e temperatura (40, 50 e 60 2C). Foi quantificada a proteina
solubilizada pela enzima por meio da determinacdo da concentracdo de proteina soluvel, e os resultados
obtidos foram analisados por meio do software Statistica® versdo 10. Por meio da analise do grafico de pareto
foi possivel visualizar que, dentre as variaveis estudadas, para o hidrolisado de farelo de soja, o tempo em sua
forma linear é a Unica variavel que influencia significativamente de forma positiva a concentracdo de proteina
solivel. Em relacdo ao hidrolisado de farelo de milho, as variaveis concentracdo de enzima, temperatura e
tempo de reagdo, bem como a interacdo entre a concentracido de enzima e a temperatura em suas formas
lineares influenciam significativamente de forma positiva a concentracdo de proteina soluvel. Ja para o
hidrolisado de farinha de peixe, a variavel temperatura em suas formas linear e quadratica, e a interagdo entre
a concentracdo de enzima e a temperatura influenciaram significativamente de forma positiva a concentracao
de proteina solavel. Também foi possivel determinar a condi¢gdo 6tima de hidrélise enzimatica em relacdo
a concentracdo de proteina soluvel para cada um desses subprodutos avaliados. Pode-se afirmar que estes
subprodutos utilizados para a hidrélise enzimatica sdo ingredientes com potencial para uso como aditivos
alimentares, e que as variaveis que influenciam essa reacao catalitica devem ser investigadas.

Palavras-chave: Subprodutos. Agroindustria. Hidrolise. Proteinase. Otimizagao.
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DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA SOLUVEL
NA PRODUCAO DE HIDROLISADO ENZIMATICO UTILIZANDO
FARELO DE SOJA

S. A. FABRINIY, K. ]. HASELROTH® e R. STROHER!

1 Universidade Federal do Parana - Setor Palotina, Rua Pioneiro, 2153, Jardim Dallas, 85950-000, Palotina-PR
*Apresentador: sabrinafabrini0096@gmail.com

Especial atencdo vem sendo dada aos subprodutos agroindustriais, principalmente pelo seu alto valor
nutricional e pelo aumento da conscientiza¢do ecolégica. Um desses subprodutos de interesse é o farelo de
soja, o qual possui diversas aplicagdes, como o enriquecimento de alimentos e a obtencdo de concentrados
e isolados de proteina. Sendo assim, o objetivo deste trabalho consiste em realizar a hidrélise enzimatica do
farelo de soja com o intuito de agregar valor ao subproduto utilizado. Para o preparo das dispersées utilizou-
se farelo de soja com teor de proteina de 48,41% e a enzima Alcalase® 2.4 L. Avaliou-se a concentracdo de
proteina soltuvel sobre o efeito de trés fatores da reacio, cada uma em trés niveis: tempo de reacio (1, 2 e 3
horas), concentracdo de enzima (0,5; 1,0 e 1,5 % proteina da enzima / proteina do substrato) e temperatura
(40,50 e 60 °C). Com o intuito de quantificar a proteina solubilizada apenas pela 4gua, foi realizada uma reagio
controle (reagdo nas mesmas condi¢des da reacdo enzimatica, mas sem a enzima). Os ensaios foram realizados
em Banho Metabdlico tipo Dubbnoff sob agitacdo de 100 rpm. Ap6s 3 horas de reagio, a atividade catalitica
foi finalizada em banho termostatico a temperatura de 90 2C por 15 minutos. Ao final desse procedimento, o
material foi filtrado e retirou-se uma aliquota a fim de determinar a quantidade de proteina solubilizada. A
maior concentracdo de proteina soltiivel alcangada para o hidrolisado foi 40,62 mg/mL, que foi obtida em 3 horas
de reacdo utilizando-se 1,5 % de enzima a 60 2C. Considerando que o farelo de soja possui 48,41% de proteina,
e subtraindo-se o teor de proteina solubilizada na reagdo controle, verificou-se que a enzima Alcalase® 2.4 L
solubilizou 83,91% da proteina inicialmente presente. Pode-se afirmar que a hidrélise enzimatica do farelo de
soja é uma alternativa tecnoldgica que possibilita proporcionar valor agregado a esse subproduto da extracao
de 6leo vegetal.

Palavras-chave: Farelo de soja. Hidrdlise. Enzima. Proteinas.
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ACAROS COM POTENCIAL BIOTECNOLOGICO EM ALIMENTOS

P. VOGEL" e N. J. FERLA!

1 Univates, Rua Avelino Tallini, 171, Bairro Universitario, Lajeado, Rio Grande do Sul, Brasil
*Apresentador: pvogel.nutri@gmail.com

Muitas espécies de acaros sdo conhecidas por infestar e reduzir a qualidade de produtos armazenados como
graos, farinhas, ragdes, etc. Outras sdo conhecidas por causar doengas alérgicas como rinite, dermatite atopica,
anafilaxia e enterite no homem. Entretanto, algumas espécies de acaros sdo adicionadas intencionalmente a
alimentos por conferir sabor diferenciado aos produtos fabricados na presenca do acaro. O objetivo do estudo
é descrever as espécies de acaros que sdo utilizadas na producao de alimentos ao redor do mundo, o produto
produzido a partir deste dcaro e quais as caracteristicas conferidas a este alimento por determinada espécie
acarina. Revisdo na literatura nas bases de dados LILACS-BIREME, SCIELO e MEDLINE para publica¢des em
inglés, portugués e espanhol utilizando os seguintes descritores em inglés e portugués: mites, storage mites,
foods, Acari, Astigmata, cheesemaking, Milbenkdse, Mimolette, Boule de Lille. Os artigos foram selecionados pelo
resumo e posteriormente pelo texto. Foram excluidos do estudo os artigos que nao condiziam com os objetivos
do mesmo. As espécies Tyrolichus casei Oudemans e Acarus siro L. sdo utilizadas por industrias da Alemanha
e da Franca para produzir variedades especificas de queijo (Milbenkdse e Mimolette) caracterizada por um
sabor caracteristico que ndo é conhecido em outro tipo de queijo. Tyrolichus casei também é utilizada para
fabricagdo de um tipo de manteiga. Um estudo recente concluiu que o sabor caracteristico destas variedades
de queijo ndo é decorrente do processo de fermentacdo do dcaro, mas é um componente da secre¢do do acaro.
Aliteratura cientifica sobre o assunto é limitada, sendo necessarios mais estudos sobre a potencialidade destes
acaros na producdo de outros tipos de alimentos. Sendo assim, alguns acaros possuem potencial biotecnolégico
na producdo de alimentos, uma vez que podem conferir sabor diferenciado aos mesmos.

Palavras-chave: Tyrolichus casei. Acarus siro. Milbenkase. Mimolette.
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COMPARACAO DE OVIPOSICAO DE PANONYCHUS ULMI (ACARI:
TETRANYCHIDAE) COLETADOS EM MACIEIRAS E VIDEIRAS NO
RIO GRANDE DO SUL, BRASIL

A. C. BRENTANOY, M. SENTER?, J. M. DO NASCIMENTO?, N. J. FERLA! e L. JOHANN!

1 Univates, Avelino Tallini, 171 - Bairro Universitario - Lajeado/RS - Brasil - CEP: 95900-000
*Apresentador: andreia.brentano@univates.br

Panonychus ulmi (Koch) é conhecido como principal acaro fitéfago causador de danos em macieiras ao redor
do mundo e, recentemente, em videiras na Serra Gaucha. Os prejuizos sdo decorrentes de sua alimentacao, que
provoca perda de cloroplastos e consequente aparecimento de manchas de aspecto bronzeado nas folhas da
planta. Entre os produtores mundiais de mac¢a (Malus domestica Borkh), o Brasil se destaca, com relevancia
para os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, que também é destaque por sua producio de uvas (Vitis
vinifera L.). O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de oviposicao de populag¢des de P ulmi, provenientes
de macieiras da variedade Gala, coletadas em Vacaria (RS) e de videiras da variedade Merlot coletadas em
Bento Gongalves (RS), nas safras de 2014/2015. As criagdes estoque foram estabelecidas sobre a parte adaxial
de folhas de macieira, que tiveram suas bordas recobertas por algoddo hidréfilo e permaneceram sobre
espuma umedecida diariamente, em bandejas de isopor. As folhas foram divididas em quatro partes, cada
uma contendo uma fémea em fase de deutoninfa e um macho adulto, de suas respectivas culturas estoque. Os
cruzamentos realizados seguiram a seguinte ordem: C1: & Macieira X ¢ Macieira, C2: & Videira X @ Videira,
C3: Q@ Macieira isoladas e C4: © Videira isolados e monitorados diariamente para a contagem de ovos. Os dados
obtidos foram comparados através do teste T, ao nivel de significincia de 5%. As fémeas de C1 ovipositaram
em média 3,44 ovos por dia, com um total de 34,33 ovos/fémea (n=15); C2: 2,70, atingindo o total de 27
ovos/fémea (n=13); C3: 4,19, com total de 41,87 ovos/fémea (n=15) e as fémeas de C4: 3,60, obtendo uma
média de 30,62 ovos/fémea (n=13). Os picos de oviposicdo em C1 e C2 ocorreram no quinto dia, enquanto
C3 no oitavo e C4 no sexto. A oviposi¢do observada foi maior quando os acaros foram retirados de macieiras
do que quando de videiras, demonstrando que P. ulmi possui maior capacidade reprodutiva em macieira,
possivelmente devido a capacidade nutricional superior que as folhas dessa planta oferecem, em comparacgao
com videira. A importancia de se reconhecer o desenvolvimento desse acaro em diferentes culturas consiste
no aprimoramento de programas de controle bioldgico aplicado a cada hospedeiro.

Palavras-chave: Acaro vermelho europeu. Reprodugcio. Criagio.
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POTENCIAL ALIMENTICIO DE VASCONCELLEA QUERCIFOLIA A.
ST.-HILL. (CARICACEAE)

Z.F. FOLHARINI ?, C. R. ORLANDI", F. BRUXEL!, L. HOEHNE! e E. M. DE FREITAS!

1 Centro Universitario UNIVATES, Av. Avelino Tallini, 171, Lajeado, RS.
* carla-orlandi@hotmail.com

Vasconcellea quercifolia A. St-Hil. (Familia Caricaceae) é uma espécie arbérea nativa inserida na lista das Plantas
Alimenticias Nao Convencionais (PANC). Com a medula caulinar podem ser preparados doces (conservas e
rapaduras), pratica muito comum no passado, e seus frutos podem ser consumidos in natura ou na forma de
geleias, sorvetes e sucos. No entanto, atualmente, a espécie é pouco conhecida e seu uso vem sendo esquecido.
Além disso, o seu potencial nutricional ndo é conhecido. Com o intuito de resgatar a exploracdo da espécie
como fonte de alimento, valorizando a biodiversidade brasileira, e de viabilizar a sua utilizacdo na geracdo de
novos produtos, o objetivo do estudo foi conhecer as propriedades fisico-quimicas das partes comestiveis da
mesma. Foram realizadas andlises para determinacdo de umidade, pH, acidez titulavel, teor de carboidratos,
cinzas, fibras, proteinas e aminoacidos de frutos verdes e maduros e da medula do caule de trés individuos
existentes em diferentes localidades do Vale do Taquari. Os resultados obtidos mostraram umidade que variou
de 84,1 % a 90,6 % e valor médio de pH de 5,34, indicando um leve sabor acido. A acidez titulavel foi de 0,78 %
e 0,95 % para frutos verdes e maduros, respectivamente. Os frutos maduros apresentaram maior quantidade
de carboidratos (12,3 %) em relacdo aos frutos verdes e a medula caulinar (7,7 e 7,1 %, respectivamente).
De modo inverso, o teor de cinzas foi maior na medula caulinar (1,7 %), seguido por frutos maduros (1,46%)
e frutos verdes (1,2 %). A presenca de fibras e de proteinas foi maior nos frutos verdes (3,7 e 2,04 %), com
leve reducdo em frutos maduros (3,5 % e 1,8 %) e menor quantidade na medula caulinar (2,17 % e 0,6 %). A
presenca de aminoacidos foi similar a de proteinas. Nos frutos verdes, considerando 100 gramas de amostra,
as andlises mostraram quantidades elevadas de acido glutamico (0,388 g), acido aspartico (0,292 g), lisina
(0,262 g), prolina (0,220 g) e tirosina (0,219 g). Estes aminoacidos também foram os mais representativos nos
frutos maduros, porém em quantidade um pouco inferior enquanto que na medula do caule foi muito reduzida.
Os parametros avaliados foram, em sua maioria, superiores aos registrados para o mamao e outras frutas
normalmente consumidas pela populacdo e que sdo originarias de outros paises, indicando propriedades
funcionais e comprovando que a espécie, nativa do Brasil, apresenta forte potencial para novas alternativas de
consumo como alimento.

Palavras-chave: Anadlises fisico-quimicas. Exploracdo sustentavel da biodiversidade. Mamaozinho-do-mato.
Novos produtos alimenticios. Planta alimenticia ndo convencional.
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PRODUCAO DE PROTEASES POR MICRORGANISMOS DA
ESPECIE LACTOBACILLUS PARACASEI ISOLADOS DE AMOSTRAS
DE LEITE CRU

J. P. KIPPERY, C. AGOSTINI, ]. W. E. DA SILVA?, B.JORDON?, M. ]. MACIEL?, D. N. LEHN?, A. DULLIUS?,
C. H. DULLIUS? A. POZZOBON?, R. A. SPEROTTO!, C. F. V. DE SOUZA'e C. E. GRANADA!

1 Centro Universitario UNIVATES - Rua Avelino Tallini, 171- Lajeado/RS - Brasil
2 Launer Quimica Industria e Comércio Ltda - Rodovia Transantarita, KM 3,5 - Estrela/RS - Brasil

O setor leiteiro e a producdo de seus derivados sdo extremamente importantes no Brasil. O potencial
biotecnoldgico dos microrganismos do leite pode interferir significativamente na qualidade do produto
que esta sendo gerado. A espécie de microrganismo Lactobacillus paracasei faz parte da microbiota natural
do leite e seu potencial biotecnoldégico vem sendo intensamente estudado para que se possa aprimorar as
caracteristicas do bioproduto que esta sendo produzido. As proteases microbianas sdo altamente estaveis a
temperaturas altas e essenciais na degradacdo das proteinas do leite durante fabricacdo do queijo. Assim, o
objetivo deste trabalho foi isolar, identificar e avaliar a atividade proteolitica de microrganismos da espécie
Lactobacillus paracasei oriundos de amostras de leite cru de vacas para que possam ser utilizados como um
bioproduto inoculante pelos produtores de leite e queijo. Para isto, amostras de leite cru foram processadas
e 0s microrganismos isolados em meio de cultura MRS. A identificacdo destes microrganismos foi feita pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA e a atividade proteolitica foi determinada pela inoculagdo em meio cultura
agar Plate Count (Oxoid, Inglaterra) pela técnica da gota e adicdo de HCI 1% v/v na colénia microbiana
formada apods 3 dias de incubagio a 32°C. A atividade proteolitica foi avaliada pelo tamanho do halo formado
ao redor das colonias. Ao total, foram obtidos 14 isolados bacterianos da espécie Lactobacillus paracasei.
Dentre estes, 1 isolado foi avaliado com atividade proteolitica muito alta, 2 isolados com atividade alta, 5
isolados com atividade intermediaria, 4 com atividade baixa e 2 sem atividade proteolitica. Contudo, pode-se
concluir que os microrganismos da espécie Lactobacillus paracasei produzem proteases que podem ser de
essencial importancia para os fabricantes de queijo e mais estudos para o uso destes microrganismos como
um bioproduto inoculante devem ser feitos.

Palavras-chave: Proteases. Microrganismos. Leite. Queijo.
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UTILIZACAO DE ENZIMAS PROTEOLITICAS PARA PRODUCAO
DE HIDROLISADOS PROTEICOS A PARTIR DE CARCACAS DE
FRANGO DESOSSADAS MANUALMENTE

F. L. FRANZENY, M. S. R. DE OLIVEIRA?, N. N. TERRA'e E. H. KUBOTA!

1 Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, UFSM, Av. Roraima n21000, Centro de Ciéncias Rurais, Prédio 42, Santa Maria, RS
*Apresentador: ffranzen2@gmail.com

O emprego de hidrolisados proteicos, oriundos de fontes animais e vegetais, em formulacdes especificas, é
uma area de crescente interesse. O objetivo deste trabalho foi desenvolver diferentes hidrolisados liofilizados
com alto valor proteico, obtidos a partir da hidrdlise enzimatica de carcagas de frango manualmente
desossadas (CMD), um subproduto da industria avicola, que normalmente é utilizado para a fabricacdo
de carne mecanicamente separada (CMS). A matéria-prima utilizada foram carcacas de frango desossadas
manualmente e congeladas (CMD), provenientes de animais abatidos com aproximadamente 42 dias de vida e
com peso médio de 2,5 kg, adquiridas em um abatedouro da regido sul do Brasil. Antes de serem processadas,
foram descongeladas sob temperatura de refrigera¢ado e cortadas em pedagos menores com faca de aco inox
para facilitar sua homogeneizacdo durante o tempo de hidrolise. Foram utilizadas trés enzimas comerciais,
Papaina®, Flavourzyme®e Protamex®. A hidrélise ocorreu em banho termostatizado com temperatura, tempo
e pH controlados. Foi realizada a composicdo proximal da matéria-prima e dos hidrolisados liofilizados,
atividade de agua dos hidrolisados liofilizados e foram feitas as seguintes analises de controle da hidrdlise:
grau de hidrolise, teores de proteinas, sélidos totais, cinzas, caracterizacdo de aminoacidos dos hidrolisados,
rendimento, percentual de hidrélise e cor dos hidrolisados. Os resultados foram submetidos a andlise de
varidncia e teste de Tukey para comparacio de médias. O grau de hidrélise maior foi com a Protamex, seguido
da Papaina e da Flavourzyme. O teor de proteinas ap6s os 120 minutos de hidrélise ndo variou estatisticamente
(p>0,05) entre a Papaina e a Flavourzyme. A composicdo de aminoacido demonstra que o hidrolisado obtido
da Papaina possui uma composi¢do mais proxima da recomendada pelos 6rgidos de controle. Concluiu-se que
os hidrolisados proteicos obtidos da carcaga (CMD) de frango manualmente desossada apresentaram alto
conteudo proteico, caracterizando-se como matéria-prima promissora na formulagido de dietas especiais.

Palavras-chave: Carcaca de frango manualmente desossada (CMD). Hidrolisado proteico. Hidrélise enzimatica.
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PRODUCAO DE BACTERIOCINAS E ANALISE DE RESISTENCIA
AO CONGELAMENTO

N. B. SOUZAY, C. R. CONTESSA?, L. ALMEIDA?, A. . MANERA'e C. C. MORAES!

1 Universidade Federal do Pampa - UNIPAMPA, 96413-170 - Bagé, RS - Brasil
*Apresentador: nathieli.souza.1995@gmail.com

Atualmente, as pessoas tém se preocupado mais com o consumo de alimentos saudaveis, nutritivos e seguros.
Para se obter um alimento com maior vida de prateleira e estabilidade microbiolégica, alguns aditivos
sintéticos e por vezes naturais, sdo utilizados, como o objetivo de eliminar ou inibir a flora contaminante
no produto. Com isso, tornam-se interessantes os estudos de bactérias acido lacticas (BAL) produtoras de
bacteriocinas, que sido peptideos ou proteinas que exercem acdo antimicrobiana contra uma série de micro-
organismos. Justifica-se o estudo pelo fato que para a industria de alimentos, as bacteriocinas podem ser
uma alternativa muito interessante como agente antimicrobiano natural para conservagao de alimentos, em
substituicdo a aditivos quimicos. Assim objetiva-se com o estudo a extracdo de bacteriocinas de um isolado
de bactéria latica de salame italiano, assim como a analise do seu potencial antimicrobiano frente a bactérias
comumente encontradas na industria de alimentos. Para tal, a cepa da bactéria acido latica criopreservada
em 20% de glicerol, foi incubada em tubo de ensaio contendo caldo MRS, em estufa a 32 °C por 24 - 48 horas.
Apés o tempo de incubagdo em estufa o caldo foi colocado em erlenmeyer contendo aproximadamente 200
mL de caldo MRS e incubado Shaker com agitacdo de 150 rpm por 24-48 horas. O caldo fermentado foi
submetido a centrifugacido nas condi¢des de 4 °C a 5500 rpm por 15 minutos, entdo o sobrenadante, contendo
a bacteriocina foi utilizado para analise antimicrobiana pela metodologia descrita pela NCCLS (2003) frente
os micro-organismos Shaphylococcus aureus (G+) e Escherichia coli (G-). Também foi testada a resisténcia do
composto bioativo ao congelamento a fim de verificar a estabilidade deste extrato. Os resultados encontrados
mostraram que para o Shaphylococcus aureus obteve-se 92,7%+4,07 de inibi¢do, na presenca da bacteriocina
e para o Escherichia coli obteve-se 91,26%+8,16 mostrando sua eficiéncia frente aos micro-organismos,
assim como outros autores que ja obtiveram resultados satisfatdrios quanto a produgio de bacterocinas por
bactérias acido lacticas isoladas de salame italiano. O composto bioativo também se mostrou eficiente apés o
congelamento, mantendo as porcentagens de inibicdo proximas de 90%. Com isso, conclui-se que a bactéria
acido lactica (BAL) isolada do salame é produtora de bacteriocina, e mostra que esse composto é resistente ao
congelamento, aumentando o seu possivel ramo de atuacdes.

Palavras-chave: Bacteriocinas. Producao. Composto bioativo. Congelamento.
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DETERMINACAO DO PERFIL FITOQUIMICO E AVALIACAO
DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM DIFERENTES TIPOS DE
CERVEJAS CLARAS COMERCIALIZADAS NO RS

R. DALLAGNOL" e B.C.S. HOFFMEISTER!

1 Centro Universitario UNIVATES, Rua Avelino Tallini, 171, Bairro Universitario, Lajeado/RS, CEP: 95900-000
*Apresentador: rodrigodall@univates.br

Compostos fenolicos sdo substancias com atividade antioxidante, sendo frequentemente encontrados em
vegetais e em produtos derivados destes, tais como vinho e cerveja. Na cerveja, sdo provenientes principalmente
do ldpulo e da cevada maltada, desempenhando um papel importante ao conferir caracteristicas sensoriais
e nutricionais bem como estabilidade a bebida. O objetivo deste trabalho foi avaliar cromatograficamente
o perfil fitoquimico e determinar o contelido de compostos fendlicos totais e o potencial antioxidante em
trés tipos de cervejas claras (Indian Pale Ale - IPA, Strong Golden Ale e Pilsen) comercializadas no estado do
Rio Grande do Sul. Para tanto, avaliou-se a capacidade antioxidante in vitro por meio do método do DPPH
(2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo). A andlise do perfil fitoquimico foi realizada por meio de cromatografia em
camada delgada, empregando-se sistemas cromatograficos adequados para a caracteriza¢do dos principais
grupos de metabdlitos de origem vegetal. A determinagdo do teor de fendis totais deu-se por meio do método de
Folin-Ciocalteau, com resultados expressos em equivalentes acido galico/L (GAE/L). A analise cromatografica
revelou que compostos de natureza fendlica sdo os principais metabdlitos secundarios presentes nos trés
tipos de cerveja analisados, com destaque para a presenca de humulona e lupulona. O contetido de compostos
fenolicos nas cervejas analisadas variou entre 8,3 + 3 e 22,3 + 1,1 mg/L. Cervejas do tipo IPA, apresentaram os
maiores valores de polifendis totais, seguidas das cervejas Strong Golden Ale. Cervejas Pilsen apresentaram
os menores teores de polifendis totais. O método DPPH revelou percentual de descoloragdo variando entre
11,07 £ 0,60 e 16,49 * 0,71, com cervejas IPA apresentando o maior potencial antioxidante, seguidas das
Strong Golden Ale e Pilsen. Os resultados obtidos sugerem que o conteido de compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante diferem entre as amostras comerciais dos diferentes estilos de cerveja avaliados, sendo
caracterizada como diferenca significativa ao considerar cervejas Pilsen frente as IPA e Strong Golden Ale. Uma
forte correlacdo entre atividade antioxidante e teor de compostos fenoélicos foi observada, indicando que esta
atividade esta diretamente relacionada a presenca destes compostos na bebida.

Palavras-chave: Atividade antioxidante. Cerveja. Compostos fendlicos.
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AVALIACAO DO POTENCIAL DE PRODUCAO DE AMILASES
A PARTIR DO iNDICE ENZIMATICO EM ISOLADOS DE
ACTINOBACTERIA

J. S. BERGERY, G. FURINIL, S. T. VAN DER SAND!e J. C. GERMANI?

1 Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da Satide, Departamento de Microbiologia. Rua Sarmento
Leite, 500 - 90050-170 - Porto Alegre, RS - Brasil.

2 Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de Farmécia, Departamento de Produ¢do de Matéria-Prima. Av. Ipiranga,
2752 -90610-000 - Porto Alegre, RS - Brasil.

*Apresentadora: jussaraberger@gmail.com

As amilases sdo um conjunto de enzimas, cada uma com a sua especificidade, que hidrolisam as liga¢des
glicosidicas presentes nas cadeias de amilose e amilopectina que formam o amido. Tem aplicagdo nas
industrias téxtil, quimica e farmacéutica, na panificacao, producio de cervejas e bebidas destiladas e producao
de hidrolisados de amido. Pela diversidade ecolégica e importancia na ciclagem de compostos organicos, as
actinobactérias sdo potenciais produtoras de enzimas de valor comercial e ambiental. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o potencial de producdo de amilases por isolados de actinobactérias provenientes de diferentes
ambientes (composteira, tomateiro e landfarming), em temperaturas e meios de cultivo distintos. Foi avaliada
a presenca de amilases em 20 isolados de actinobactérias da bacterioteca do Laboratério de Microbiologia
Ambiental ICBS/UFRGS. Os isolados foram incubados em placa pela técnica de picada em meio minimo e agar
nutriente, ambos com 1% de amido solivel como fonte de carbono, nas temperaturas de 25 2C, 30 2C, 35 2(C, 40
2C e 45 2C, em triplicata. Apds 10 dias de incubagio, mediu-se o didmetro das col6nias e dos halos de hidrolise
formados ao redor das mesmas pela adigdo de lugol nas placas. A atividade amilolitica dos isolados foi estimada
mediante o indice enzimatico (IE), que expressa a relacdo do didmetro médio do halo de hidrdlise e o didmetro
médio da colonia. Em meio minimo, 39% dos isolados que cresceram, considerando todas as temperaturas,
tiveram 1E>2,0, enquanto que em agar nutriente 68% obtiveram indice maior que 2,0. O isolado 2(1) obteve o
maior IE de 8,78 em meio minimo na temperatura de 40 2C, entretanto, os diametros foram menores em relacao
aos demais isolados, além de ndo haver crescimento nesta temperatura no meio agar nutriente. O isolado 6(2)
apresentou o maior IE (4,942) em agar nutriente, na temperatura de 25 2C, porém nao apresentou crescimento
em meio minimo nesta temperatura. O isolado 25D7 apresentou valores de IE>3,5 em meio minimo e [E>2,5
em meio agar nutriente, nas temperaturas entre 25 2C e 35 2C. Na temperatura de 40 2C, houve hidrolise nos
dois meios de cultivo, porém com [E<2,0. Assim, o isolado 25D7 se mostrou o melhor isolado para a producao
de amilases, por ter os maiores IE dentre os isolados em meio minimo e apresentar hidrélise em meio agar
nutriente, nas temperaturas testadas. Portanto, este isolado foi selecionado para avaliagdo da producdo de
amilases em cultivo submerso.

Palavras-chave: Amilases. Meio de cultivo. Actinobactérias.
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UTILIZACAO DE DIFERENTES SUBPRODUTOS LACTEOS COMO
MATERIAIS DE REVESTIMENTO NO ENCAPSULAMENTO DE
OLEO DE CHIA

A. C.F.DOS SANTOS", D. N. LEHN?, L. A. DE A. PINTO?e C. F. V. DE SOUZA™.

1 Centro Universitario Univates, Rua Avelino Tallini, 171, Lajeado/RS
2 Universidade Federal de Rio Grande, Avenida Italia km 8, Rio Grande/RS
*Apresentador: acfdsantos@univates.br

0 6leo chia é uma fonte de acidos graxos poli-insaturados, como os acidos linoleico e alfa-linolénico, e estudos
relacionam seu consumo a prevencdo de doengas cardiovasculares e inflamatorias. Porém, a baixa estabilidade
oxidativa dos 6leos vegetais limita sua aplicagdo em produtos alimenticios. Nesse contexto, o encapsulamento
por spray-drying representa uma alternativa na prote¢do dos acidos graxos, preservando suas propriedades
nutricionais e sensoriais. Esse método consiste no revestimento de componentes sensiveis, com a geragdo de
microcapsulas a partir da secagem de emulsdes em spray dryer. O encapsulamento pode utilizar como materiais
de revestimento o soro de queijo e o permeado de soro, valorizando esses subprodutos e reduzindo o impacto
ambiental dos laticinios. Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver o processo de encapsulamento de
6leo de chia utilizando soro de queijo e permeado de soro como materiais de revestimento, por meio de secagem
em spray dryer. No preparo das emulsdes foram realizados trés experimentos, empregando 5% (m/m) de dleo
de chia e 21% (m/m) dos diferentes materiais de revestimento. O Experimento 1 empregou soro de queijo,
o Experimento 2 o permeado de soro e o Experimento 3 uma mistura de soro de queijo e permeado de soro
(1:1). As emulsdes foram secas em spray dryer com temperatura de entrada de 125 °C e vazio de alimentagio
de 0,3 L/h, e avaliadas quanto a estabilidade e morfologia. Os testes de caracterizacdo das microcapsulas
foram: eficiéncia de encapsulamento e estabilidade oxidativa durante trés semanas de armazenamento a 25
°C. Os resultados de analise das emulsdes indicam que o soro apresenta maior contribuicdo para a estabilidade
em relacdo ao permeado. A eficiéncia de encapsulamento foi de 86,33% para o Experimento 1; 65,43% para
o Experimento 2 e 77,46% para o Experimento 3. Na avaliacdo da estabilidade das microcapsulas, ndo foi
detectada oxidacdo no periodo de armazenamento. Pode-se concluir que os materiais de revestimento
empregados proporcionaram ao 6leo de chia um recobrimento adequado inibindo a oxidacdo lipidica.

Palavras-chave: Oleo de chia. Spray drying. Encapsulamento. Soro de queijo. Permeado de soro.
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DESENVOLVIMENTO DE KVASS UM PRODUTO PROBIOTICO E
PREBIOTICO UTILIZANDO DIFERENTES MICRORGANISMOS E
SUBSTRATOS

G. B. MEIRAY, W. E. MOREIRA!, ]. W. VIERAe ]. A. M. AZEVEDO!

1 Centro de Educacdo Profissional Irmao Mario Cristévao, R. Imac. Concei¢do, 1155 - Prado Velho, Curitiba PR
*Apresentador: gabriel.meira@outlook.com

Com a crescente exigéncia do mercado consumidor por produtos de melhor qualidade, buscamos uma
bebida que se enquadre neste seguimento. Visando isso procuramos uma bebida agridoce com propriedades
probidticas e prebioticas e que poderiamos trabalhar com varias frutas sem perder qualidade e dando assim
uma maior abrangéncia a bebida, tendo em vista estas qualidades escolhemos o Kvass, uma bebida eslava com
teor médio de 1,2% em volume de alcool etilico, considerada na regido uma bebida nao alcoodlica. A pesquisa
teve como objetivo produzir Kvass contendo propriedades funcionais como as probidticas e prebidticas e
mantendo as caracteristicas organolépticas. Para o desenvolvimento do produto foram usadas trés diferentes
leveduras Saccharomyces e algumas bactérias, sdo elas Lactobacillus acidéphilus SD5221, Lactobacillus
rhamonosus SD5675, Lactobacillus paracasei SD5275 e Bacillus lactis SD5674 tendo sido feitas analises
fisico-quimicas como pH, acidez titulavel, brix e taxa de floculagdo. Aplicamos em nosso desenvolvimento o
género de leveduras Saccharomyces. A primeira amostra foi inoculada com fermento biolégico seco comercial
e resultou em uma quantidade de diéxido de carbono impregnado superior as das demais leveduras. Nas
demais amostras usamos fermentos liquidos como a cepa London ESB - SY030 e Belgian Wit - SY067 sendo
que a London ESB - SY030 resultou em uma bebida com um final adocicado. A variacao Belgian Wit - SY067
apresentou uma aparéncia turva mais elevada que London ESB e produz mais alcool. Apds a produgio de oito
variagoes da bebida e realizada a avaliacao, foi comprovada a viabilidade, tendo um forte gosto caracteristico
e agridoce, coloracdo bege turva e consideravel carbonatacao.

Palavras-chave: Kvass. Probiético. Prebiodtico. Bactérias. Leveduras.
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ESTUDO DE MEIOS DE CULTIVO DE BAIXO CUSTO PARA A
PRODUCAO DE BACTERIAS ACIDO-LACTICAS

D. DALLE"; L. C. DECKER"; A. DULLIUS?; C. H. DULLIUS% C. F. V DE SOUZA' e M. ]. MACIEL!

1 Centro Universitario UNIVATES, Rua Avelino Tallini, 171, Bairro Universitario, Lajeado, RS
2 Launer Quimica Industria e Comércio LTDA, Rodovia Transantarita, KM 3,5 - Estrela/RS - Brasil
*Apresentadora: danieli_dalle@hotmail.com

As bactérias acido-lacticas (BALs) sdo empregadas largamente na industria alimenticia para producao
de queijos, iogurtes e bebidas lacteas. Elas produzem, através do processo fermentativo, acido lactico,
gas carbbnico e compostos flavorizantes. Meios de cultivo de alto valor comercial sdo necessarios para a
produgdo destas bactérias, pois necessitam de macro e micronutrientes especificos para se reproduzirem. No
entanto, meios de cultivo de baixo custo devem ser empregados na bioproducdo em escala industrial destes
micro-organismos com vistas a aplicacdo na elaboracdo de alimentos. O objetivo deste trabalho foi utilizar
subprodutos da industria de laticinios como meios de cultura para o crescimento de bactérias lacticas. Os
meios de cultura utilizados foram leite, soro de queijo e leite/soro de queijo (1:1), todos com 5% de lactose.
Apo6s a padronizacdo da densidade 6tica (DO) os micro-organismos foram inoculados, separadamente, nos
trés meios de cultura, e, foram mantidos em estufa em temperaturas de 37 e 42 2C. O pH ao longo do processo
fermentativo foi determinado apds 0, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 h. Foi possivel observar que os valores de pH de todos
os meios diminuiram em consequéncia da formacao de acido lactico. Além disso, apds 8 h de cultivo, houve
coagulagdo e precipitacdo mais aparente naqueles em que o pH atingiu menor valor. O meio elaborado com
leite, contendo o indculo da BAL n° 129, a 42 9C, apresentou aspecto mais denso que os demais e pH de 4,55 na
oitava hora de cultivo. O meio de cultura contendo soro de queijo que apresentou mais coagulacao foi o da BAL
n°118a42 2C, sendo que o pH, na sétima hora de fermentagao foi de 4,25. Nos meios de cultivo contendo leite/
soro de queijo (1:1) a BAL n° 129, mantida a 42 °C, apresentou o melhor desempenho quanto a coagulacdo
e o pH, as oito horas de fermentagao, foi de 4,07. Os resultados obtidos até o momento indicam que meios
de cultura alternativos com base de subprodutos da industria de laticinios podem ser usados no processo
fermentativo das BALs, pois além de possuirem baixo custo e alto valor nutricional, promovem o crescimento
destes micro-organismos empregados na producdo de alimentos lacteos.

Palavras-chave: Meios de cultura alternativos. Soro de queijo. Leite. Caseina. Acido lactico.
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CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE FRUTOS DE UMA
ESPECIE NATIVA DA FAMILIA ROSACEAE

M. TEIXEIRAY, D. R. MULLER!, T. ALTMAYER?, D. B. TAIRINI}, F. BRUXEL!, L. R. VIEIRA!?, L. HOEHNE?,
C.P.C. N. AFONSO?e E. M. DE FREITAS!

1 Centro Universitario UNIVATES, Av. Avelino Tallini, 171, Lajeado, RS.
2 Escola Superior de Turismo e Tecnologia do Mar; Instituto Politécnico de Leiria
* mareliset01@gmail.com

0 Brasil é considerado o pais com a maior biodiversidade e com a maior riqueza de espécies da flora, o que
favorece a existéncia de espécies com potencial para a geragdo de alimentos, cosméticos ou farmacos. A
exploracdo do potencial das espécies vegetais nativas s6 serd possivel com maior conhecimento sobre suas
caracteristicas, da defini¢cao de estratégias para difusdo deste conhecimento e do estimulo para o uso da flora
nativa pela industria e pela sociedade. Entre as diversas familias botdnicas existentes, as espécies da familia
Rosaceae tém sido amplamente estudadas, pois apresentam acentuado uso popular no tratamento de varios
disturbios, sdo fonte de importantes principios ativos e produzem frutos que podem ser consumidos in natura
ouna forma de sucos, geleias e doces. Devido ao aumento da procura por alimentos que satisfacam as exigéncias
nutricionais para a manutencio da saude, o objetivo do estudo foi conhecer o potencial nutricional de frutos de
uma espécie nativa de Rosaceae. Foram selecionadas trés populagdes da espécie, localizadas nos municipios
de Canudos do Vale (CV), Progresso (PR) e Sério (SE), na regido central do Rio Grande do Sul. Os frutos foram
coletados de fevereiro a maio de 2015 e submetidos, em triplicata, a analises para determinacdo de umidade,
cinzas, acidez titulavel e proteinas, seguindo a metodologia convencional recomendada pelo Instituto Adolfo
Lutz, e teste de digestibilidade in vitro. Resultados preliminares indicam baixos niveis de proteinas (0,82% em
CV; 0,93 % em SE e 1,19% em PR), comprovados pelo teste da digestibilidade que indicou facil digestdo (SE =
77,81 %; CV =79,78 % e PR = 83,30 %). Os teores de cinzas, que indicam a quantidade de sais minerais nos
alimentos, variaram de 0,63 % (SE) a 1,02 % (PR), enquanto que os valores de umidade foram semelhantes
entre as trés populacgdes, variando de 82,56 % (PR) a 83,02 % (SE), demonstrando alto contetido de agua. A
acidez titulavel foi elevada, variando de 2,99 (SE) a 3,28 (CV), valores superiores aos registrados para frutos
de trés cultivares de amora-preta. Proteinas e cinzas também estiveram presentes em quantidades superiores
aos registrados para os frutos das trés cultivares de amora-preta, indicando maior valor nutricional da
espécie nativa em estudo em relacdo aos frutos de cultivares. Mais estudos sdo necessarios para concluir a
caracterizacdo dos frutos que possam favorecer o interesse para o seu consumo e para comprovar os beneficios
a satude humana.

Palavras-chave: Andlises fisico-quimica. Biodiversidade brasileira. Digestibilidade. Espécie nativa. Uso
sustentavel da biodiversidade.
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PRODUCAO DE CORANTES NATURAIS A PARTIR DE FUNGOS
POR FERMENTACAO SUBMERSA PARA APLICACAO
INDUSTRIAL

P. M. SANTOS" e L.M. TERRA!

1 Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima n2 1000, Cidade Universitaria, Bairro Camobi, Santa Maria - RS
*Apresentador: priscila.molinares@gmail.com

Os corantes (naturais ou sintéticos) sio amplamente utilizados pela industria de alimentos, visando a,
principalmente, conferir, restaurar ou intensificar a cor dos alimentos. Atualmente, a maioria é produzida
artificialmente, entretanto, alguns deles podem ser tdxicos, cancerigenos ou causar graves danos aos drgios
vitais. Devido a isso, existe um grande interesse em pigmentos naturais produzidos a partir de fonte microbiana.
Visando a explorar a diversidade e o potencial de fungos do Bioma Pampa, o objetivo desse trabalho foi estudar
a producdo de pigmentos naturais a partir de fungos por fermentacdo submersa para aplicacdo industrial.
Dentre os objetivos especificos inclui-se: avaliar o crescimento radial dos fungos, a capacidade de producio
de pigmentos e de biomassa, e a determinagdo dos parametros cinéticos. Os fungos utilizados foram isolados
dos municipios de Sdo Sepé-RS e Dom Pedrito-RS e cultivados em placas de Petri a 28°C em meio BDA (Batata
Dextrose Agar). Para andlise do crescimento radial, 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 didmetros. Apds 12 dias
em estufa e, observada a formacdo de pigmentos, realizou-se um teste para selecio do meio liquido mais
adequado para a fermentagdo. Para isso, inoculou-se em 150 mL de meio, um disco de agar de 10 mm em 40
erlenmeyers, sendo 10 para cada um dos meios liquidos sintéticos (denominados de MS1, MS2, MS3 e MS4)
com composicdes diferentes. A cada 24 h, amostras de 150 mL foram retiradas e filtradas em papel filtro. A
bioamassa foi seca em micro-ondas por 15 min na poténcia de 180 W. Apds 10 dias de fermentacao, observou-
se a formacgdo de pigmento amarelo (fungos FB e FC) e vermelho (fungo FA). Dentre os parametros cinéticos,
a maior velocidade de crescimento radial foi a do fungo FA: 0,0496 cm.h™. A velocidade méxima especifica de
crescimento para o fungo FB foi de #max = Hmax = 0,0133 h?, sendo a maior entre os demais. O fungo FB
apresentou o menor tempo de geragao, 52h, porém a maior produtividade maxima de células foi de P = 0,2535
g.h1, correspondente ao fungo FC. Os resultados mostram que a produgdo de corantes a partir de fungos é uma
alternativa vidvel para substituir os corantes sintéticos. A partir das etapas futuras de identificacao das cepas
e do metabolito responsavel pela coloragio, sera possivel a otimizagido do processo.

Palavras-chave: Fungos. Corantes. Pigmentos. Fermentacao.
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SELETIVIDADE DE PESTICIDAS UTILIZADOS NA CULTURA DA
VIDEIRA AO ACARO PREDADOR NEOSEIULUS CALIFORNICUS
(PHYTOSEIIDAE) AO NIVEL DE LABORATORIO
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*ds_evangelho@yahoo.com.br

As doencas fungicas constituem-se em um dos principais entraves para a produgao qualitativa e quantitativa de
uva, sendo necessario o uso de pesticidas. A utilizacdo de pesticidas ndo-seletivos pode ser a causa do aumento
de acaros pragas na cultura, devido areducio populacional de inimigos naturais. Entre os fitoseideos, Neoseiulus
californicus (McGregor) é um dos principais agentes de controle biologico de dcaros tetraniquideos em videiras,
destacando-se Panonychus ulmi (Koch). Neste trabalho serdo apresentados dados sobre a mortalidade de N.
californicus, quando expostos ao inseticida Karate Zeon (grupo piretrdide) e ao fungicida Kocide (Hidréxido
de cobre) utilizados em videiras na Serra Gaucha. As cria¢des de N. californicus foram estabelecidas a partir
de espécimes coletados de plantas de videira da Serra Gatcha. Cinco fémeas de N. californicus, provenientes
de criacdo-estoque, foram transferidos para cada arena com fémeas de Tetranychus urticae como alimento.
O delineamento experimental foi realizado com cinco repeti¢ées/tratamento, sendo cinco ml de pesticidas
pulverizados em cada repeticdo, com um aerdgrafo profissional- Modelo SW-775, a uma distancia de 15cm.
A diluicdo foi realizada nas concentragdes recomendadas para a cultura, Kocide (180g/100L de agua), Karate
Zeon (50ml/100L agua) e como controle foi utilizado agua destilada. Avaliou-se a mortalidade corrigida ap6s
um periodo de cinco dias, bem como o efeito dos produtos sobre a viabilidade dos ovos deste predador. A
mortalidade corrigida causada por Karate Zeon sobre populacées de N. californicus foi de 61,9%, enquanto
que Kocide provocou apenas 9,52%. Ambos os produtos ndo causaram efeito deletério sobre a viabilidade da
espécie, mostrando-se tolerante aos produtos testados.

Palavras-chave: Controle biolégico. Mortalidade. Tolerancia.
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AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TEMPO DE REACAO E DA
CONCENTRACAO DA ENZIMA LACTASE NA HIDROLISE DA
LACTOSE EM LEITE INTEGRAL

S. T. GRADE", R. STROHER! e C. R. SCHNEIDER?

1 Universidade Federal do Parana, Rua Pioneiro, 2153, Jardim Dallas, 85950-000, Palotina-PR, Brasil
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*Apresentador: schayanagrade@gmail.com

A intolerancia a lactose é a intolerancia a carboidrato mais comum entre pessoas de todas as faixas etarias
e afeta cerca de 70% dos adultos do mundo. Devido a prevaléncia desta condi¢do na populagdo mundial,
tem aumentado o interesse comercial nos leites e derivados com teor reduzido de lactose. E isto pode ser
obtido por meio da hidroélise da lactose, principalmente pelo método enzimatico, com a utilizagdo da enzima
lactase. O grau de hidrolise da lactose depende da dosagem da (3-galactosidase no leite e das condigoes de
processamento e por isto, é extremamente importante avaliar a influéncia dessas condi¢des para obtencdo
do leite com teor reduzido de lactose, como tempo da reacio de hidroélise e concentracdo da lactase, sobre a
eficiéncia do processo de hidrdlise e sobre as caracteristicas fisico-quimicas do produto final. O objetivo do
presente estudo foi observar a influéncia de diferentes tempos de reacio e concentracdes da enzima lactase
sobre a hidroélise da lactose em leite integral. Foi utilizada uma amostra de leite integral, proveniente de uma
propriedade agroecoldgica situada em Marechal Candido Rondon - PR. A reacdo de hidrdlise foi efetuada com
a enzima lactase, proveniente de Aspergillus oryzae, e sob temperatura de 30,0 + 1,5 °C. Foram testadas as
seguintes condi¢cdes de concentracdo de enzima e tempos de reacao: 3,0 g/L e 5min; 2,5 g/L e 10 min; 2,0 g/Le
15 min; 1,5 g/L e 20 min, e 1,0 g/L e 25 min. O grau de hidrolise foi estimado por meio da crioscopia ao término
do tempo de reacdo. Foram realizadas analises fisico-quimicas antes e apds a hidrélise da lactose. A adi¢do da
enzima lactase modificou caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do leite, elevando, crioscopia, teores
de gordura e lactose, densidade, extrato seco total (EST), teores de proteina e minerais. Dentre as condi¢des
de reagdo testadas, os teores de lactose hidrolisada obtidos variaram de 50 a 80%. As maiores porcentagens
de hidrdlise e, consequentemente, os menores teores de lactose foram verificados com o uso de concentracdes
de enzima de 2,5 e 3,0 g/L em tempos de reagdo de 10 e 5 minutos, respectivamente. Os resultados indicaram
que a sobrecarga de enzima é uma estratégia interessante para que a hidrélise da lactose do leite seja realizada
em um curto periodo de tempo.

Palavras-chave: Leite. Lactose. Hidrdlise. Lactase. Crioscopia.
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TRICHODERMA ATROVIRIDE COMO AGENTE DE CONTROLE DA
PINTA-PRETA NO TOMATEIRO CV. MICROTOM

M. R. SANDRI*#, L. PICCOLI?, C. F. OLIVEIRAY, R. T. S. RIBEIRO? e ]. SCHWAMBACH!

1 Universidade de Caxias do Sul, Laboratoério de Controle Biolégico de Doengas de Plantas, Rua Francisco Getulio Vargas, 1130, Bairro
Petropolis, CEP 95070-560, Caxias do Sul, RS.

2 Universidade de Caxias do Sul, Laboratério de Biotecnologia Vegetal, Rua Francisco Getlio Vargas, 1130, Bairro Petrépolis, CEP
95070-560, Caxias do Sul, RS.

*Apresentador: marciarsandri@gmail.com

A pinta-preta causada pelo fungo Alternaria solani, é caracterizada por manchas na superficie das folhas, que
afetam a capacidade fotossintética da planta, reduzindo sua producdo. Fungicidas sdo pouco eficientes no
combate a esta doenca e a busca por formas de controle que nao utilizem produtos potencialmente toxicos
atende a demanda por uma agricultura menos agressiva ao ambiente. Fungos do género Trichoderma sao
usados como agentes de controle bioldgico contra diversas doencas de solo e também induzem a resisténcia
das plantas a doengas da parte aérea. Neste trabalho, a linhagem T17 de T atroviride foi testada quanto a
capacidade de proteger as plantas de tomateiro cv. Microtom da doenca causada por A. solani em sala de
cultivo. As sementes germinaram em substrato comercial e foram mantidas em vasos de 250 mL, a 252 C e
fotoperiodo de 16 h. O tratamento com T17 foi realizado no solo, durante o transplante, utilizando 1,25x108
conidios por planta. Os quatro tratamentos continham trés repeticdes de cinco plantas e foram os seguintes:
T17 e testemunha, ambos com o indculo de doenca e sem (aspersao de dgua). A. solani foi produzido em meio
de cultura V8, e uma solugdo de 1x10° conidios/mL foi borrifada na superficie foliar 20 dias ap6s o transplante
e 24 dias apo6s a primeira aspersido. Foram avaliados a severidade da doenca e a incidéncia de manchas por
folha em cada planta, além de parametros de crescimento como altura das plantas, biomassa aérea e de raiz,
o numero e o peso médio dos frutos. A diferenca de altura das plantas foi significativa (p<0,05) entre os
tratamentos testemunha sem in6culo e T17 com indculo, demonstrando uma tendéncia de incremento no
crescimento quando utilizado T17. A biomassa da raiz teve incremento no tratamento testemunha com in6culo
da doenca em relagdo a testemunha absoluta. A avaliacdo da doenga ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos. Concluimos que a forma de aplicacdo da linhagem T17 utilizada neste experimento
ndo foi efetiva para o controle da doenca nesta variedade de tomateiro. Outros experimentos, com aplicacdes
mais frequentes do micro-organismo indutor, possibilitando que a interacdo ocorra por mais tempo ao longo
do experimento, deverdo ser testados. Aplicagdes foliares de Trichoderma também serdo testadas, ja que o
patogeno esta na superficie das folhas e é sabido por testes in vitro, realizados pelo nosso grupo de pesquisa,
que esta linhagem é capaz de combaté-la por diversos mecanismos.

Palavras-chave: Alternaria solani. Inducao de resisténcia. Controle biolégico. Bioagente. Fitopatologia.
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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
PANONYCHUS ULMI (ACARI: TETRANYCHIDAE) PROVENIENTE
DE MACIEIRAS E VIDEIRAS

J. M. NASCIMENTO", M. SENTER?, A. C. BRENTANO!, L. JOHANN!e N. J. FERLA!

1 Univates, Avelino Tallini, 171 - Bairro Universitario - Lajeado/RS - Brasil - CEP: 95900-000
*Apresentador: joseanemn@gmail.com

Conhecido como acaro vermelho europeu, Panonychus ulmi (Koch) é um acaro fitéfago causador de danos
ao cultivo de macieiras e videiras a nivel mundial e, recentemente, encontrado em videiras no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. O cruzamento entre possiveis bidtipos provenientes das duas culturas poderia aumentar
a variabilidade genética e, consequentemente, a resisténcia a acaricidas, dificultando o controle e o0 manejo
deste acaro. Este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de biétipos distintos de Panonychus
ulmi provenientes de macieiras e videiras, a partir de caracterizacdo morfolégica e molecular de individuos
provenientes de ambas as culturas. A caracterizacdo morfoldgica ocorreu através de medi¢des de fémeas de 17
populacdes, coletadas na safrade 2012-2013 e 2014-2015 no Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Ohio, Estados
Unidos, além da analise de 15 medidas de comprimentos de setas através de estatistica multivariada, pela
Analise dos Componentes Principais (ACP). Foram utilizadas dez fémeas de 17 populagdes para caracterizacao
molecular, provenientes do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Africa do Sul, Chile, Estados Unidos, Japao e
Marrocos, coletadas nas safras de 2012-2013 e 2014-2015. O DNA foi utilizado para amplificacdo por PCR
e, em média, cinco amostras por populagio foram enviadas para sequenciamento, da regido intergénica ITS
do DNA ribossomico e de dois fragmentos do gene COI do DNA mitocondrial. Obteve-se sobreposicdo das
populacdes de macieiras e videiras na caracterizacdo morfoldgica, através da analise dos componentes
principais, ndo havendo diferenca significativa. Ndo foram obtidos os resultados para ITS devido a problemas
de sequenciamento. A analise filogenética baseada nos fragmentos de COI demonstrou que as distancias
dentro dos grupos de Panonychus ulmi (0,1 a 1,1%) indicaram tratar-se de uma mesma espécie, embora
haja a separacdo de uma linhagem com agrupamento de amostras de videira e outra com agrupamento de
amostras mistas com predominancia de macieiras. Os resultados indicaram que as populacdes de Panonychus
ulmi, provenientes de macieiras e videiras, consistem em uma mesma espécie e sugeriram a ocorréncia de
bidtipo ou host race ligada ao hospedeiro, com melhor adaptagdo em macieiras. Estes dados demonstraram
a importancia da caracterizacdo de bidtipos, pois estas informacdes sdo importantes para o planejamento e
aplicacdo em programas de controle bioldgico nas culturas avaliadas a nivel de campo.
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ANALISE DE ACIDOS ORGANICOS DO HUMUS GERADO APOS
BIOFILTRO DE MINHOCAS

C.R. BRANDTY, T. E. GONCALVES?, M. C. MARTINI', L. HOEHNE", M. COLLING', A. GUTIERREZY, E. M.
ETHURl' F.J. M. KUFFEL! e D. KUHN!

1 Centro Universitario UNIVATES, Rua Avelino Tallini, 171, Universitario, Lajeado, RS
* Apresentador: cassiano.brandt@univates.br

Acidos organicos sdo compostos amplamente distribuidos na crosta terrestre, e podem ser encontradas no solo
ou nas aguas. A fracdo das substdncias himicas soltivel em acido é denominada de acidos fulvicos, enquanto
a fracdo insoluvel é conhecida como acidos himicos. Devido seu baixo peso molecular e a medida que os
acidos fulvicos vdo perdendo seus grupos funcionais, através de reagdes quimicas ocorridas naturalmente
por acdo de degradacdo da matéria organica, estes tém a tendéncia de, com o tempo, se transformarem em
acidos humicos. A acdo dos acidos organicos, com destaque aos acidos huimicos, tem chamado a atencdo
da comunidade agronoma devido aos beneficios que tais substincias podem trazer para o crescimento de
plantas, legumes, verduras e a agricultura de modo geral. Um produto rico em acidos himicos é o humus,
que é um bioproduto gerado a partir de um processo de vermicompostagem. Esse bioproduto vem sendo
estudado em um projeto de pesquisa intitulado de: Caracterizacdo de bioprodutos obtidos por vermicultura,
desenvolvido na Univates em uma parceria com a empresa Bidatek, que avalia a qualidade do himus gerado
em uma empresa de laticinios, ap6s o uso de um biofiltro de minhocas, no tratamento de seu efluente, como
polimento final. Assim, torna-se importante avaliar a composicdo deste produto quanto aos teores de acidos
humicos e fdlvicos. Devido a isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar os teores destes acidos organicos do
himus originario do biofilme de minhocas provenientes de uma industria de laticinios. Para as andlises de
acidos humicos e fulvicos utilizou-se o método, que se baseia na extragdo das substancias huimicas a partir de
uma solugao de pirofosfato de s6dio e hidroxido de sddio, seguida da separac¢do dos acidos por floculagdo em
meio 4cido. A parte precipitada representa os acidos humicos, enquanto em solucio restam os acidos fulvicos.
Como resultados, o himus apresentou teores de 27,55 * 0,8% para acidos hiimicos e de 14,80+ 0,5% para
acidos fulvicos. Tais resultados evidenciam que, se comparado com o trabalho de outras pesquisas, os valores
obtidos estdo concordantes. Testes preliminares indicaram que esse humus pode ser um produto promissor
como fertilizante para a agricultura, pois tais substiancias aumentam a absorcao de nutrientes e melhoram a
estrutura do solo, trazendo beneficios a produtividade e qualidade de diversos cultivos.

Palavras-chave: Acidos hiimicos. Acidos ftlvicos. Biofiltro. Vermicompostagem. Agricultura.
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AVALIACAO DOS RESIDUOS PECUARIOS DA MESORREGIAO
METROPOLITANA DE BELO HORIZONTE

B.D. COUTOY, C. C. V. VELLOSO!, M. F. A. BUENO' e B. M. MARRA!

1 Universidade Federal de Sao Jodo Del Rei, Campus Alto Paraopeba, Departamento de Quimica, Biotecnologia e Engenharia de
Bioprocessos
* Brunna: brunnadonofrec@gmail.com

No decorrer da evolucdo humana, a geragio de residuos urbanos, agroindustriais, agropecuarios e industriais
sempre tendeu a aumentar. A populagdo procura por melhoria da qualidade de vida e, com o contexto de
sustentabilidade, tem-se pressionado a diminuicdo da quantidade desses residuos gerados e o seu melhor
aproveitamento. Desse fato, surgem as necessidades de praticas que oferecam adequados destinos a tais
residuos, sendo que estes podem ser convertidos em produtos de importancia econémica, especialmente
biofertilizantes. O seguinte trabalho é caracterizado por uma pesquisa descritiva explicativa, com embasamento
estatistico quantitativo, sendo o principal objetivo realizar o levantamento de residuos pecuarios existentes
na mesorregido metropolitana de Belo Horizonte. Para isso, coletaram-se dados de 82 cidades, as quais foram
subdivididas em trés regidoes (Carandai, Juatuba, e Ouro Branco), para a futura elaboracdo de um plano de
negocios de desenvolvimento de uma industria de biofertilizantes. As andlises realizadas apontam que a
regido de Juatuba apresenta maior viabilidade para fabricacdo de biofertilizantes, por possuir maior producado
de dejetos suinos, bovinos e de aves, se comparada aos polos de Carandai e Ouro Branco. Logo, possui maior
quantidade de nutrientes e, consequentemente, maior valor econémico, além de estar préxima de um grande
mercado consumidor. Entretanto, outros parametros como logistica e frete, devem ser considerados e
estudados, e, por isso, ndo se deve descartar a possibilidade de reaproveitamento dos residuos gerados pelas
demais regides tracadas.

Palavras-chave: Biofertilizante. Valor econémico. Dejetos pecuarios.
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USO DA DIGESTAO ANAEROBIA EM CONDICOES TERMOFILICAS
NA DEGRADACAO DE GLICEROL EM DIFERENTES RELACOES
CARBONO/NITROGENIO

E. H. BRACHER", C. D. N. de LIMAY, . GRANZOTTO", R. C. KUHN' e R. HOFFMANN!

! Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, Av. Roraima, 1000 - Camobi, Santa Maria - RS, 97105-900
* Apresentador: eduardabracher@yahoo.com.br

O glicerol é um subproduto da industria de biodiesel, pode ser utilizado na indudstria de alimentos, cosméticos,
farmacos, entre outros. O Brasil produz grande volume de glicerol, mensalmente sdo gerados 30,3 mil ton.
A digestao anaerdbia é um processo bioquimico que envolve diversos micro-organismos, que gera ao final
biogas e biofertilizante, desta maneira trata o residuo, além de produzir energia. O objetivo do estudo foi
obter a cinética de consumo de matéria organica na digestdo anaero6bia, com agitacdo em diferentes relacdes
C/N. Os ensaios foram realizados em Erlenmeyer de 500 mL, com volume util de 300 mL, mantidos em
estufa a 55 2C, com agitacdo diaria de 4 h. O lodo foi tratado a 80 2C durante 30 min para eliminar bactérias
metanogénicas e o pH foi ajustado em 5,5. As relacdes C/N estudadas foram 40, 80 e 120 utilizando meio
Del Nery e glicerol como fonte de carbono, a duracao dos ensaios foram 12 semanas. Avaliaram-se como
pardmetros o pH e demanda quimica de oxigénio (DQO), semanalmente. A DQO inicial dos ensaios foi 5.893,
12.244 e 19.356, para as relagdes C/N de 40, 80 e 120, respectivamente. Ao final de 12 semanas a remoc¢ao
de matéria organica para os ensaios foi de 82,29%, 44,75% e 38,90%, para as relacdes de C/N de 40, 80
e 120, respectivamente. O decréscimo na degradacdo da matéria organica esta ligada a sensibilidade de
micro-organismos anaerobios a alta carga organica. Analisando a eficiéncia de remo¢do da matéria organica
durante cada semana, foi possivel verificar que nos ensaios com relagdo C/N 40 e 80 na quinta semana foi
alcancada a maxima eficiéncia, 34,8% e 9,27%, respectivamente. O ensaio com relacdo C/N 120 alcangou a
maxima eficiéncia de remo¢do de matéria organica na sétima semana (24,27%). Em vista da resolu¢do n®
128 do CONSEMA, o limite de DQO para langamento deste residuo em corpo hidrico é de 150 mg.L?, desta
forma o processo citado pode ser utilizado como uma etapa preliminar, produzindo energia e removendo
parte da matéria organica. O pH dos ensaios mantiveram-se com pouca variacdo, entre 7 e 6,1 do inicio
ao final dos ensaios. Portanto, a partir dos resultados foi possivel verificar que a adi¢do de elevada carga
organica causa um decréscimo na eficiéncia de remoc¢do de matéria organica, a relagdo C/N 6tima para a
digestao anaerobia foi 40. Na quinta semana foi alcancada remoc¢ao de 34,8%, a partir deste dado pode-se
propor o reabastecimento do reator, trazendo um processo de batelada alimentada.

Palavras-chave: Acetogénese. Digestdo anaerébia. Glicerol. Tratamento bioldgico.
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RECUPERACAO DE BIOSSURFACTANTE BACTERIANO POR
PROCESSO DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

T.S. MACHADOY, A. DECESARO?, A. REMPEL!, A. C. CAPPELARO? L. M. COLLA? e C. 0. REINEHR*

! Discentes do Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Civil e Ambiental (PPGEng) - Universidade de Passo Fundo, Campus I, BR
285, Bairro Sao José, CEP 99052-900, Passo Fundo/RS

2 Discente do Curso de Engenharia Ambiental - Universidade de Passo Fundo

3 Docente do PPGEng - Universidade de Passo Fundo

* Docente do Curso de Engenharia Ambiental - Universidade de Passo Fundo

*Apresentador: thaiis.strieder@hotmail.com

0 soro de leite é um subproduto obtido principalmente através da producido de queijos, que contém alto
potencial poluidor, acarretando em elevados custos de tratamento. No entanto, outras op¢des podem ser
viaveis para o soro de leite, tornando-o um subproduto de valor na industria. O soro de leite pode ser submetido
ao processo de ultrafiltracao, com a finalidade de produc¢do do concentrado proteico, porém este processo
ainda gera residuos através da corrente do permeado, que consiste em um efluente rico em lactose e sais.
Estes nutrientes podem ser utilizados em processos biotecnolégicos, como na producdo de biossurfactantes
por micro-organismos, dada a necessidade de reducao de custos da producdo. Considerando que ocorrem
dificuldades na recuperacdo dos biossurfactantes, quando utilizado técnicas convencionais, devido a processos
ineficientes, de alto custo e prejudiciais ao ambiente, destaca-se o processo de separagao por membranas por
apresenta vantagens como economia de energia, simplicidade de operacdo e viabilidade de uso em escala
industrial. Objetivou-se recuperar o biossurfactante produzido pela bactéria isolada de uma amostra de solo
contaminado por hidrocarbonetos, através de processos de separacdo por membranas. Para tal, realizou-se a
caracterizacdo do permeado da ultrafiltracdo de soro de leite, o qual foi utilizado como meio de cultivo para
a bactéria, suplementado com nutrientes, em fermentacdo submersa. Apoés, os extratos foram centrifugados
e recuperados através de filtracdo tangencial com membrana de microfiltragio com poro de 0,4 pm, sendo
avaliada a tensao superficial e a atividade emulsificante (AE) 6leo em agua (0/A) e 4gua em 6leo (A/O) das
fracdes do retido e permeado obtidas pela microfiltracdo, e realizada a identificacdo do biossurfactante
produzido pela bactéria por espectrometria de massa. As tensdes superficiais obtidas para a bactéria, na fracao
do retido da microfiltracdo foide 27,05 mN/m, e para a fracdo do permeado foi de 47,99 mN/m. Para a atividade
emulsificante O/A e A/O em fases organicas de gasolina e diesel, destacou-se a fase organica de diesel, obtendo-
se para a bactéria na fracdo do retido AE O/A 1,87 UE e para A/0O 10,29 UE. O biossurfactante produzido pela
bactéria foi identificado como moléculas de surfactinas. O processo de separacdo por membranas, utilizando
membrana de microfiltracdo com poro de 0,4 um, foi capaz de recuperar o biossurfactante do meio.
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USO DE RAPD-PCR PARA AVALIACAO DA DIVERSIDADE
MICROBIANA NO SOLO

M. BARBIERI", N. de ANDRADE!, C. B. BEVILACQUA'e Z. 1. ANTONIOLLI*

1 Universidade Federal de Santa Maria, Avenida Roraima, n® 1000, Cidade Universitaria, Centro de Ciéncias Rurais, Prédio 42, CEP
97105-900, sala 3318a
* Apresentador: mirian.barbieril993@hotmail.com.

O solo é uma matriz heterogénea que abriga grande diversidade microbiana. Esses microrganismos
constituem a parte viva e mais ativa da matéria organica, atuando como indicadores capazes de refletir
mudancas sutis nas propriedades fisicas e quimicas do solo. Fato este que impulsiona, cada vez mais,
pesquisas envolvendo a identificacdo destes microrganismos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar
a diversidade genética por meio da técnica de RAPD-PCR em amostras de solo submetidas a diferentes
rotagdes de cultura e manejo. Amostras de solo foram coletadas com auxilio de trado calador, na estagdo
experimental FEPAGRO no municipio de Julio de Castilhos-RS e enviadas ao Laboratério de Biologia do
Solo e Microbiologia do Ambiente Professor Marcos Rubens Fries da Universidade Federal de Santa Maria.
Aliquotas de 5 gramas de solo foram utilizadas para a extracdo do DNA genomico total, seguindo protocolo
descrito por Gao et al. (2010), modificado. A qualidade do DNA isolado foi avaliada com o auxilio da técnica
de eletroforese em gel de agarose 1% e a concentracdo da amostra foi aferida através do equipamento
espectrofotémetro Picodrop®. Os resultados satisfatérios foram baseados no grau de pureza entre 1,8 a 2,2
sob comprimento de onda 260/280 nm e concentracdo de DNA equivalente a 40 ng/pl. Para as analises de
RAPD foram selecionados 11 primers. As reagdes de amplificagcdo foram realizadas em termociclador Techne
TC-312. Cada reagdo de amplificacdo (10 pl) continha 10x Taq buffer, 25 mM DNTPs, 25 pmol primers RAPD,
2 mM MgCl,, 1U/ul Taq DNA polimerase, 10 ng DNA e agua ultrapura. O perfil térmico consistiu de uma
desnaturacdo inicial a 94 °C durante 2 minutos, seguido por 45 ciclos de desnaturacdo a 94 °C durante 1
minuto, anelamento a 36 °C durante 1 minuto e alongamento a 72°C durante 1,5 minutos, com extensao final
a 72 °C durante 5 minutos. Os produtos da amplificacdo serdo visualizados em gel de agarose 1,8%. A partir
dos resultados provenientes das amplificacdes, as amostras serdo classificadas em presenga e auséncia de
bandas polimérficas através do software PyElph (Pavel e Vasile, 2012), sera determinada a formacao de
clusteres por meio do software STRUCTURE (Pritchard et al., 2000) e a variacdo genética sera calculada pela
distancia genética e indice de Shannon com auxilio do software POPGENE (Yeh et al.,, 1997).
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USO DE BIOSSURFACTANTES BACTERIANOS NA
BIORREMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS POR BIODIESEL
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Aindustrializacdo e o desenvolvimento econémico do Brasil exigiram grande estruturagio da cadeia energética,
ocasionando um aumento do uso de derivados de petrdleo e de biodiesel. Este aumento no consumo, tanto
por combustiveis fosseis como de biocombustiveis, resulta na necessidade de maior logistica de transporte,
aumentando o niimero de acidentes e gerando altos nimeros de dreas contaminadas e passivos ambientais.
Desta forma é de suma importancia o estudo de técnicas de biorremedia¢do, bem como o aprimoramento
de metodologias que, aliadas a estas técnicas, possam influenciar de forma positiva na degradacdo dos
contaminantes. Objetivou-se neste trabalho avaliar o uso de biossurfactantes bacterianos em processos de
biorremediacdo ex situ de solos contaminados por biodiesel, através da bioestimulacdo e atenuagdo natural.
0 solo foi contaminado com biodiesel, e bioestimulado com diferentes concentracées de biossurfactantes.
Para a producdo do biossurfactante, o meio de cultivo foi composto por soro de leite, sulfato de amoénio na
concentracao de 1,0% (0,5 g em 50 mL de soro), com a adicdo de 0,5% de solu¢do de micronutrientes. No
estudo de biorremediacdo foram utilizados 300 g de solo seco em biorreatores, o qual foi contaminado com
20 % de biodiesel em relagdo a massa seca de solo. As concentracoes de biossurfactantes variaram em 0,1%,
0,5% e 1,0% em relacdo a massa de contaminante inserido. Os ensaios tiveram duracao de 45 dias, sendo que a
cada 2 dias foram realizadas analises de evolug¢do de CO, e a cada 15 dias analises de dleos e graxas. Além disso,
foram realizados ensaios controle com solo estéril, para avaliar, a influéncia que o biossurfactante teria na
dessor¢ao do contaminante das particulas do solo. Os melhores resultados para a evolugdo de CO, ocorreram
nos tratamentos com o acréscimo de biossurfactantes, sendo que a maior evolugdo ocorreu no ensaio
realizado com 0,5% de biossurfactante, apresentando valor acumulado de 3.895,95 mg C-CO,/kg de solo. A
biodegradabilidade, o maior indice (49,55%) foi verificado no tratamento realizado com maior concentragio
de biossurfactante (1%). Ja para os tratamentos com solo estéril as concentracdes de biossurfactante nao
surtiram efeito, fato ocasionado devido a insercdo de biossurfactantes em concentragdes baixas.
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AVALIACAO DA ECOLOGIA E DINAMICA MICROBIANA
NO TRATAMENTO DOS EFLUENTES LIQUIDOS DO POLO
PETROQUIMICO DO SUL - SITEL/CORSAN

T. C. ANTUNESY, A. E. BALLARINI' e S. T. VAN DER SAND!

! Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da Satide, Rua Sarmento Leite 500, CEP 90050-170
* ptkbass@gmail.com

Os processos de tratamento bioldgico sdo a abordagem mais utilizada para o tratamento de aguas residuarias
municipais e industriais em esta¢des de tratamento devido a sua alta eficiéncia para remoc¢do de diversos
tipos de matéria organica e baixo custo operacional. A maioria das bactérias presentes neste ambiente nao
pode ser isolada utilizando técnicas dependentes de meios de cultura tradicionais. Abordagens moleculares
tém ajudado a revelar a presenca de um grande nimero de organismos ainda ndo cultivaveis, permitindo
um conhecimento maior sobre a diversidade de comunidades complexas presentes nesses ambientes. Este
trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade e a dindmica ecoldgica bacteriana presentes no tratamento
dos efluentes liquidos das atividades operacionais das industrias do Polo Petroquimico do Sul tratados pela
SITEL/CORSAN. A avaliacdo da diversidade esta sendo determinada por meio de analises microbioldgicas,
abidticas e moleculares, ao longo de quatro coletas de acordo com as estagdes do ano entre 2015 e 2016. As
analises microbioldgicas objetivaram estimar o nimero de bactérias heterotroficas, desnitrificantes, redutoras
de sulfato e redutoras de nitrato presentes no lodo ativado e nas lagoas de estabilizacdo. Foi observado que as
estacdes de outono e de inverno apresentaram maior contagem de bactérias heterotroéficas para as amostras
de lodo ativado e das lagoas de estabilizacdo, respectivamente. Na estacdo do verdo, foi observada reducao
no numero de bactérias heterotrdficas para todos os pontos de coleta. Ndo ocorreu mudanca significativa na
presenca de microrganismos redutores de sulfato ao longo dos pontos de coleta. A quantificagcdo de bactérias
desnitrificantes e redutoras de nitrato apresentou decréscimo na ultima lagoa de estabilizacdo em todas as
estacoes do ano. Nas andlises fisico-quimicas foi observado o decréscimo da quantificagdo de nitrogénio total,
da demanda quimica de oxigénio e de fosfato entre os pontos de amostragem de todas as coletas realizadas,
em contrapartida foi observado um aumento na quantificacdo de oxigénio dissolvido. Para dadas analises,
observou-se variacdo na quantificacdo de microrganimos entre as esta¢des do ano e eficiéncia do tratamento
na remocdo da matéria organica. 0 DNA genomico das amostras foi extraido com o uso do PowerSoil® DNA
[solation Kit e estdo sendo amplificados com primers para as regides V4 e V3 do DNA ribossomal para posterior
analise através do Ion Torrent Personal Genoma Machine.

Palavras-chave: Microrganismo. Diversidade. Efluente industrial. Lagoa de estabilizacdo. Lodo ativado.
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MODIFICACAO DA COMUNIDADE ACARINA (ACARI)
ASSOCIADA A DIFERENTES ESTAGIOS DE SUCESSAO
ECOLOGICA EM MATA ATLANTICA
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* Apresentador: tairiscosta@gmail.com

A sucessdo natural e a pratica da atividade humana sobre ecossistemas florestais exercem um grande impacto
sobre a vegetacdo, composicao e padroes de diversidade. A sucessdo é uma substituicdo na composicdo de
espécies que ocorre em escala temporal. Sabendo a importancia ecoldgica dos acaros e que os mesmos sio
organismos sensiveis as mudancas ambientais, o objetivo deste estudo foi avaliar a mudanc¢a da comunidade
da acarofauna em diferentes estagios de sucessdo ecolégica. O estudo foi conduzido em uma area de Mata
Atlantica, no municipio de Forquetinha, RS. As amostragens foram realizadas em trés subdareas de diferentes
niveis de sucessao ecolégica, sendo a primeira (E1) caracterizada por ser uma drea abandonada recentemente,
composta por espécies herbaceas e arbustivas com altura média de 70 cm, a segunda area (E2) utilizadas para
o cultivo agricola e abandonadas ha mais tempo, apresentando altura média de 1,5 e 3,0 metros e a terceira
area (E3) encontra-se em estadgio médio com a presenca de espécies arboreas pioneiras, cujos fustes tém
didametro médio 20 cm e altura de 6-8 metros. As coletas ocorreram no segundo més de cada estagdo climatica,
totalizando trés coletas. Vinte espécies vegetais mais comuns foram coletadas em cada subarea. Andlise de
varidncia (ANOVA) foi utilizada para testar a variacdo da riqueza, diversidade de Shanon (H) e equitabilidade
(E) entre as areas. Para testar as diferencas estatisticas na composicao da comunidade nas diferentes areas
foram realizadas analises de similaridade (ANOSIM). Analise de SIMPER foi aplicada para avaliar quais espécies
mais contribuiram com a dissimilaridade entre as diferentes areas. Um total de 2744 espécimes pertencentes
a 101 espécies foram coletados. A diversidade e riqueza da fauna acarina foi maior em areas com regeneracao
mais avangada (E3). Além disso, a composi¢do da comunidade diferiu entre as areas com diferentes estados de
regeneracdo. Maior variacao ocorreu entre areas extremas (E1 e E3). Euseius mesembrinus (Dean), Neoseiulus
tunus (De Leon), e Amblyseius aerialis (Muma) foram as espécies comumente associadas a area com nivel de
regeneracdo mais avancado, enquanto que Typhlodromalus aripo De Leon esteve mais associada as areas E1
e E2, indicando preferéncia por habitats em estagios iniciais de regeneracio. Nesse sentido, estas espécies
podem ser potenciais indicadores de sucessao nas areas de mata atlantica do RS.
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PRODUCAO DE BIOMASSA DE Aspergillus sp. PELA UTILIZACAO
DE RESIDUO DE PO DE FUMO PROVENIENTE DE INDUSTRIA DE
PROCESSAMENTO DE TABACO

J.C.G.ROTH" e V. A. CORBELLINI

! Universidade de Santa Cruz do Sul, Independéncia n.2293, Santa Cruz do Sul
* Apresentador: joyce_goncalvez@hotmail.com

A producdo de tabaco é uma das atividades agroindustriais de maior importancia econémica e social na
regido Sul do Brasil. Durante o processamento do tabaco sdao empregados grandes volumes de dgua levando a
geracdo de um efluente de coloragdo marrom escura pela extracdo dos constituintes do talo. Assim, otimizar a
producao de biomassa de cepas de Aspergillus sp. para estudos de adsorcdo pode indicar um possivel emprego
de microrganismos na biossor¢do de constituintes do tabaco presentes nos efluentes. Para isso, esporos de
amostras de Aspergillus sp. foram suspensos em solu¢do 0,02% de agar bacteriolégico. Dessa solucdo, 0,5 mL
foi aplicada em placa de Petri contendo 5 mL de agar Sabouraud preparado com extrato p6-de-fumo (65 g/L
de caldo). As placas foram incubadas a 30 °C por 48 h até iniciar a cobertura da superficie do 4gar. A produgao
de biomassa se deu por fermentacdo em superficie liquida e fermentacdo submersa em 24 erlenmeyers de
50 mL contendo 15 mL de caldo extrato p6 de fumo, e inoculados com 1 mL de uma suspensao padronizada
de esporos (1X105 UFC/mL) incubadas a 30 2C por 8 dias em estufa estatica e com agitagdo. Amostras foram
coletadas em triplicata a cada 48 h, sendo o contetdo de cada frasco filtrado. Maiores produtividades de
biomassa foram atribuidas ao crescimento sob agitacido. Pela observagio dos espectros de infravermelho
para o caldo verificou-se uma tendéncia de diminui¢do da intensidade da absorcao das amostras ap6s 192
horas de contato, indicando um consumo pelos fungos dos componentes residuais da molécula de clorofila.
Para confirmacao destas modificacdes quimicas no caldo bem como na biomassa, procedeu-se com a analise
multivariada dos dados por meio de PCA e HCA, que permitiram verificar similaridades entre os conjuntos de
dados associados ao caldo de p6 de fumo (durante 192 horas) como meio nutritivo para o desenvolvimento das
amostras de Aspergillus sp. 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 condi¢coes
nutricionais fornecidas pelo pé de fumo. O ensaio de producdo de biomassa demonstrou qualitativamente a
reducdo da cor para o meio liquido formado pelo caldo, estimulando o seu emprego na remocao de pigmentos
presentes em efluentes da industria fumageira. Espera-se ainda estudar a viabilidade de emprego do residuo
p6 de fumo como fonte alternativa para a produc¢do de bioprodutos de alto valor agregado.
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SELECAO DE MICRORGANISMOS PRODUTORES DE ENZIMAS
LIPOLITICAS DE SISTEMAS DE TRATAMENTO BIOLOGICO DE
EFLUENTES DE HOTEL NA SERRA GAUCHA
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A presenca de 6leos e graxas em grandes quantidades nos efluentes provoca diversos danos nas tubulag¢des
e na rede coletora, além de dificultar o tratamento da agua. Lipases sdo enzimas que catalisam a hidroélise
de triacilglicer6is produzindo acidos graxos e glicerol. Essas enzimas microbianas podem ser produzidas
por bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Possuem aplicagdo em diversas areas, destacando-se na
area ambiental auxiliando o tratamento de efluentes com elevados teores de d6leos e gorduras. O objetivo
do trabalho foi isolar microrganismos dos sistemas de tratamento de efluentes de um hotel no Municipio de
Bento Goncalves - RS e selecionar os potenciais produtores de enzimas lipoliticas visando sua utilizagdo no
tratamento de aguas residuais com alto teor de lipidios. Para a realizacdo dos ensaios de avaliacdo da producao
das enzimas lipoliticas foram utilizados 20 isolados bacterianos oriundos do efluente bruto e tratado de um
sistema Wetland, pertencentes a colecdo do laboratério, e 45 isolados oriundos de coletas de amostras do
efluente bruto e tratado da caixa de gordura. A produgio de lipase foi testada em placa com meio minimo
contendo 0,5% de peptona, 0,1% de extrato de levedura, 0,4% NaCl,1,5% de agar, acrescidos de 2,5% de dleo
de oliva e 0,1% de rodamina B. Apéds incubacido a 25 °C por 24 h - 48 h, as placas observadas sob luz UV
350 nm, sendo que sete isolados da Wetland e 22 isolados da caixa de gordura foram positivos para lipase,
pois apresentaram halos fluorescentes alaranjado. Apos os isolados foram submetidos a coloragdo de Gram
e testes bioquimicos, conforme literatura apropriada. As bactérias lipoliticas identificadas foram do género
Enterobacter, Acinetobacter, Pseudomonas, Klebsiella e Burkholderia. Novamente as bactérias foram testadas
em meio minimo usando rodamina B e 6leo de oliva, porém sem a presenca de extrato de levedura para induzir
a utilizagdo do 6leo e a produgdo da enzima numa condi¢do mais estressante em termos de nutrientes e assim
selecionar as melhores produtoras de enzimas. Desses, 12 isolados apresentaram atividade lipolitica e as 3
bactérias que apresentaram halo mais evidente e maior foram selecionadas para ensaios posteriores com
crescimento em cultura submersa para quantificacdo da producao de lipase.
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ANALISE DE Cd EM SOLO E HUMUS CONTAMINADOS APOS
PROCESSO DE VERMICOMPOSTAGEM
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O crescente processo de industrializacdo expde pessoas, animais e vegetais a muitas espécies quimicas
potencialmente toxicas. O cadmio, principalmente, tem sido relatado como o metal pesado mais perigoso
encontrado em alimentos e no ambiente, pois pode causar danos irreversiveis a saide humana. A
vermicompostagem é um tratamento biotecnolégico que pode diminuir a disponibilidade desse metal, uma
vez que as minhocas tém a capacidade de bioacumular metais pesados a partir do solo, complexando-os com
outros elementos e amenizando a sua toxicidade. O processo bioquimico de degrada¢do dos materiais organicos
através da acdo conjunta das minhocas e da microflora que vive em seu trato digestivo transforma a matéria
organica em humus de minhoca. Com isso, o objetivo desse trabalho foi verificar a concentracdo de Cd em
misturas de solo e esterco e de hiumus e esterco apés o processo de vermicompostagem. Para isso, realizou-se
no laboratdrio de Biotecnologia de Alimentos do Tecnovates, pertencente ao Centro Universitario UNIVATES,
a vermicompostagem em caixas plasticas. O experimento foi realizado usando diferentes matérias-primas: um
dos testes foi adicionado 500 g de solo e 500 g de esterco, em no outro teste, colocou-se 500 g de humus e 500
g de esterco. Em ambos os testes, foi adicionado 10 mg/kg de Cd. Apos trinta dias, incubou-se dez minhocas de
peso semelhante, da espécie Eisenia andrei. Para o experimento chamado de controle procedeu-se da mesma
maneira, porém nao foi adicionado o Cd. Para as analises da concentracio de Cd, ap6s 70 dias de processo de
vermicompostagem, as amostras foram secas em estufa a 60 2C, moidas em gral e pistilo e posteriormente
digeridas pelo método USEPA 3050B. Os resultados encontrados no inicio dos experimentos foram de 7,7
mg/kg + 0,5 de Cd, para a mistura de solo e hiimus e de 8,5 mg/kg + 1,2 de Cd para o solo e esterco. Ja no 702
dia os resultados obtidos foram de 6,0 mg/kg * 0,6 de Cd na mistura solo e humus e de 5,2 mg/kg + 0,4 de
Cd na mistura solo e esterco. Concluiu-se que durante os 70 dias de experimento, as quantidades de cadmio
nos dois experimentos reduziram, porém a reduc¢do foi mais acentuada no experimento de solo e esterco.
Provavelmente, o Cd foi absorvido pelas minhocas, uma vez que este metal poderia estar mais biodisponivel,
em relacao ao Cd que pode ter sido complexado no experimento da mistura de solo e himus. Testes posteriores
ainda serao feitos para analisar o teor deste metal nas minhocas.
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ANALISE DE NUTRIENTES EM CHORUME PROVENIENTES DE
VERMICOMPOSTAGEM VERTICAL
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Vermicompostagem é uma técnica biotecnoldgica para a degradacdo de matéria organica utilizando
minhocas e microrganismos anaerédbicos. Atualmente, o uso principal para o método é tratamento de
efluentes so6lidos organicos, como lodo de esgotos. Embora o processo traga diversas vantagens, deve-se
levar em conta diversos fatores para uma otimizacdo do processo, o que exige muito estudo sobre a darea,
fatores como a espécie de minhoca mais adequada, maior producio de biomassa, menor tempo de processo,
maior taxa de reprodugdo, entre outras. A partir desse procedimento, a maioria dos compostos organicos
sdo decompostos em vermicompostos estaveis, que sdo ricos em nitrogénio, fésforo, potassio e substancias
huimicas, possibilitando sua reutilizagdo como fertilizantes agricolas. Ademais, o liquido lixiviado (chorume)
dos minhocarios pode ainda possuir compostos que também podem ser utilizados como biofertilizantes.
Frente a isso, o trabalho apresentado tem como objetivo avaliar a composi¢ao do chorume de minhocarios
verticais quanto a presenca de potassio, nitrogénio e fésforo. Quanto a metodologia, os minhocarios existentes
no laboratério de Biotecnologia, no Tecnovates, Univates, feitos de caixas plasticas de dimensodes 54x37x26
cm, receberam residuos fixos de cascas de frutas, folhas secas, erva mate e borra de café e foram inseridas
minhocas da espécie Perionyx excavatus e Eisenia andrei. Apés 60 dias de processo, o chorume coletado foi
armazenado em frascos adequados e foi submetido para analises de K, N e P. Para a analise de potassio, as
amostras foram filtradas, diluidas e inseridas em um fotdmetro de chama. Para a determinacdo de nitrogénio
utilizou-se do método por quimioluminescéncia. Para a determinacgao de fésforo utilizou-se a metodologia que
envolve a adi¢ido Molibdato de Aménio 5%, Metavanadato de Amonio 0,25% e Acido Sulfiirico 10 N e posterior
leitura por espectrémetro de absorcao molecular Ultravioleta Visivel. Como resultados, o teor de nitrogénio
pelo método por quimioluminescéncia, no qual nao foi necessaria manipulagdo da amostra, obteve-se 753
mg/L do elemento analisado na amostra. Para os valores de potdassio, obteve-se 480,5 mg/L, e por ultimo, foi
obtido 19,22 mg/L de fésforo. De acordo com os resultados, pode-se verificar que o chorume possui teores
compativeis com outros fertilizantes adquiridos no comércio, sendo um bioproduto promissor a ser estudado.
Testes e hidroponia serdo usados em cultivo de alfaces usando dilui¢des do chorume.
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BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL: POTENCIALIDADES DO
EMPREGO DE PLANTAS PARA DEGRADACAO E IMOBILIZACAO
DE POLUENTES

P.I. SCHWANTZ e ]. C. G. ROTH
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* Apresentador: e-mail patyschwantz1991@hotmail.com

Nos ultimos anos torna-se notavel a crescente demanda por solu¢gdes ambientalmente corretas frente aos
danos associados as atividades humanas. A producdo de efluentes industriais e domésticos abrangem diversos
aspectos relacionados a sua origem. Porém, o reconhecimento e comprometimento com o meio ambiente e
reflexdes sobre a destinacdo desses residuos ainda preocupam e necessitam de alternativas visando a evitar
o aumento de impactos ambientais. Desta forma, a biotecnologia ambiental, por meio da fitorremediacao,
apresenta-se como alternativa viavel e econ6mica por utilizar plantas no controle de residuos gerados com
a prépria comunidade microbiana associada para degradar, sequestrar ou imobilizar os poluentes. A técnica
de fitorremediacdo destaca-se pela capacidade de agir na remediacdo por seus mecanismos bioldgicos de
fitoextracdo (acumulacdo de metais ou contaminantes organicos nas folhas, caules e raizes), fitoestabilizacao
(imobilizacdo dos contaminantes nas raizes ou no solo), fitodegrada¢do (degrada¢do dos contaminantes
organicos por acdo enzimatica), fitovolatizacdo (volatilizacdo dos contaminantes através das folhas,
transformando-os em formas menos toxicas), fitoestimulacdo (estimulacdo dos microrganismos degradadores
de contaminantes organicos) e fitofiltracdo (utilizacdo das plantas para remover contaminantes da agua).
Umas das principais vantagens desta técnica é o grande potencial e viabilidade econ6mica para tratamento in
situ. Este trabalho de revisdo objetivou analisar e comparar diferentes formas de aplicacao da fitorremediacao
com base em variadas pesquisas ja publicadas e disponiveis nos principais bancos de dados, tais como Science
Direct, LILACS e Scielo. Foram analisados diversos trabalhos cientificos levando em conta a analise de espécies
utilizadas na aplicacdo da técnica e o objetivo de cada pratica de remediac¢do. A partir das andlises, percebe-
se que a fitorremedia¢do é uma técnica ainda pouco usada, mas ja existem pesquisas com analises de plantas
locais que se adaptaram e com grande potencial na remoc¢ao de poluentes. Dentre as principais espécies
usadas, a Helianthus annus, Brassica juncea, Populus sp. e Myriophylium spicatum apresentam grande potencial
na remediac¢do por degradacio de poluentes organicos e outros contaminantes. Sendo assim, entende-se que
é necessario e vantajoso o embasamento da técnica e aplicacdo desta para remocdo e solucdo de impactos
ambientais em solos, ar, sedimentos e recursos hidricos.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Meio ambiente. Remediacao. Poluentes.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 64



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

ESTUDO PRELIMINAR DA DEGRADACAO DE POLI
(3-HIDROXIBUTIRATO) EM SOLO, POR BACTERIAS
ACUMULADORAS DE P (3HB) RALSTONIA SOLANACEARUM E
BACILLUS MEGATERIUM

M. M. TORRES", B. M. MATOS?, M. I. ALVES?, K. L. MACAGNANS, L. FURLAN®*, C. T. VENDRUSCOLO*, L.
B. DODE?, A. S. MOREIRA* e P. D. OLIVEIRA!
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*Apresentador: e-mail matheus mmt@hotmail.com

Atualmente, a utilizacdo de plasticos é muito recorrente e sua matéria-prima provém de fontes nao
renovaveis. Tendo baixo nivel de degradabilidade, os compostos produzidos demandam muito tempo
para que sejam totalmente degradados, acumulando-se em aterros sanitarios e poluindo corpos d’agua.
Como possivel substituinte, o Poli (3-hidroxibutirato) [P(3HB)] é um biopolimero com caracteristicas de
termoplasticidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. Sendo de origem bacteriana, sua degradacao
ocorre em menor tempo ndo se acumulando em aterros sanitarios e ndo contaminando o meio ambiente. O
objetivo do trabalho foi avaliar a taxa de degradacao de P (3HB) comercial em solo natural e inoculado com
as bactérias acumuladoras P (3HB) Ralstonia solanacearum e Bacillus megaterium. O P (3HB) utilizado foi o
Biocycle® (PHB Industrial SA) e foram produzidas amostras solubilizando-se 1 g em 40 mL de cloroférmio
por 30 min a 58 2C, para posterior secagem e formac¢do do filme. O solo foi obtido no comércio local e
acrescido de 200 mL de inéculo de R. solanacearum e B. megaterium separadamente e preparado um vaso
controle. Para obtencdo dos in6culos, foram realizados repiques multiplicativos em meio AYN a 32 °C por 24
h; apés, as células foram transferidas para frascos com 200 mL de meio YM e incubados a 32 °C e 150 rpm,
por 24 h. Os filmes obtidos foram cortados, enterrados e analisados até 150 dias retirando-se amostras a
cada 30 dias, em triplicata. Aos 30 dias houve maior perda de massa no vaso inoculado com R. solanacearum
entretanto, aos 90 dias, a maior perda foi nas amostras retiradas do vaso com solo natural. Este resultado
pode ter ocorrido devido a esterilizagdo do solo, processo que extingue a microbiota original. Comparando
os solos inoculados, nos demais tempos de retirada de amostra (60 a 150), a perda de massa ndo diferiu. Ao
final do periodo de analise ocorreu uma perda de massa em torno de 90%. Pode-se concluir que ha perda
de massa do biopolimero em solo natural e inoculado com as bactérias R. solanacearum e B. megaterium,
sendo um biopolimero biodegradavel. As linhagens de R. solanacearum e B. megaterium apresentaram
caracteristicas degradativas, porém a perda de massa do biopolimero foi maior quando em contato com o
solo natural. Amostras colocadas no solo natural ndo foram encontradas motivando a realizacdo de novo
experimento utilizando sementeiras para a individualizagdao das amostras.

Palavras-chave: Biopolimeros. Bioplastico. Biodegradavel. Poli (3-hidroxibutirato). Solo.
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UTILIZACAO DE DAPHNIA MAGNA (STRAUS, 1820) COMO
ORGANISMO-TESTE DO ENSAIO COMETA PARA AVALIACAO DA
QUALIDADE DA AGUA DE SISTEMAS LOTICOS

D. C.de MOURA’, B. R. TOILLIER, A. RIEGER e E. A. LOBO

Universidade de Santa Cruz do Sul, Santa Cruz do Sul, Av. Independéncia, 2293
*daianemoura@mx2.unisc.br

A utilizacdo de métodos de analises que detectam impactos ambientais em recursos hidricos é fundamental,
contudo procedimentos tradicionais ndo conseguem detectar alguns tipos de danos em nivel molecular, tais
como lesdes de DNA causadas por agroquimicos. Neste sentido, o Ensaio Cometa (EC) com o organismo
teste Daphnia magna (Straus, 1820) pode representar uma importante ferramenta complementar aos
testes comumente empregados para a determinacdo da qualidade da agua. D. magna é um microcrustaceo
de facil cultivo, consumidor primario e que gera descendentes por partenogénese e utilizado em testes
ecotoxicoldgicos validados pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), mas ainda pouco explorado
na genética toxicoldgica. Teve como objetivo utilizar a D. magna como organismo teste no EC para avaliacdo
genotoxicoldgica da dgua das nascentes do Arroio Andreas, RS. Para tanto foram coletadas 20 amostras de agua
das nascentes no més de setembro de 2014. Para o EC, neonatos de D. magna (Straus, 1820) foram cultivados
e submetidos ao teste de exposicdo aguda conforme Norma Brasileira (NBR) 12713. Apds, os neonatos foram
transferidos para uma solucdo de suspensao celular e entdo macerados e centrifugados. O material foi exposto
em laminas pré-cobertas e acrescido de agarose. As l1aminas foram incubadas em solugédo de lise e submetidas
a eletroforese alcalina (pH>12) por 20 minutos e apds, neutralizadas, fixadas e coradas com nitrato de prata.
A analise foi feita pela frequéncia de dano e indice de dano, sendo que os nucleoides foram classificados em 5
tipos, de 0 (auséncia de dano) a 4 (maior dano). Encontrou-se genotoxicidade significativamente aumentada
em 55% (11 de 20) das amostras. Dentre estas 11 amostras, 54,5% (6) foram enquadradas como classe 2 de
uso do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, resolucdo 357/2005), consideradas aguas de boa
qualidade, 27,3% (3) na classe 3, guas de qualidade regular, e 18,2% (2) na classe 4, aguas de pior qualidade.
Verifica-se que a genotoxicidade nem sempre esta relacionada com as classes de uso do CONAMA consideradas
de boa qualidade (1 e 2), revelando a necessidade da complementacdo destes testes atualmente empregados
para avaliar a qualidade da agua, e destacando D. magna como um excelente bioindicador para o ensaio cometa.

Palavras-chave: Daphnia magna. Ensaio cometa. Genotoxicidade. Qualidade da agua.
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SCREENING AND ASSESSMENT OF BACTERIA ISOLATES FOR
TOLERANCE TO XYLENES
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170, Porto Alegre.

*Apresentador: mafeansu@hotmail.com

Xylenes are volatile compounds that are present in the environment because of emissions from industrial
activity e. g. petroleum refineries, chemical plants, automotive industry and in other industries that use them
as solvents. Sometimes, during the transportation and storage of this compound, spills can be produced; as a
result, xylenes reach natural resources like water and soil, producing pollution of environment. Nonetheless,
these environments harbor a variety of microorganism that can survive and use this compound as a carbon
supply. The aim of the present work was to isolate bacteria with tolerance to xylenes from wastewater system
of petrochemical industry. With the objective to achieve this purpose, 20mL of wastewater from the Sistema
Integrado de Tratamento de Efluentes Liquidos (SITEL) - Triunfo, Rio Grande do Sul- was incubated in 180 mL
of minimal mineral medium (MM) and enriched with a mixture of xylenes (m, p, o-xylene) for 30 days at 25°C
and under agitation of 120 rpm. From this sample, six morphotypes of bacteria (N°1 to N°6) were isolated in
Brain Heart Infusion and after conserved in Tryptic Soy Broth with glycerol 30% at -20°C. The six isolates were
tested for tolerance to xylenes in 50mL of MM broth with xylene as unique carbon source, in concentrations of
4, 8 and 16 mL/L for seven days at 25°C and agitation of 120 rpm. All bacteria are Gram-positive baciles, and
all of them are tolerant to concentration of 4mL/L of xylenes; however, two are tolerant to concentrations of
8 and 16mL/L. After seven days of incubation the cell growth in the three concentrations of xylenes (4, 8, 16
mL/L) was assessed; the number of colonies obtained for isolate N° 2 was, 4.5 x 107, 2.1 x 107 and 8x10° UFC/
mL respectively and in MM without xylenes was 2.82x 108, For isolate N°5 cell concetration was 1.03 x 108, 7.9
x 107 and 2.1x 107 UFC/mL respectively and in MM was 4.96 x 108. The results show that the isolate N° 5 is the
most tolerant bacteria at high concentrations of xylenes.

Keywords: Microorganism. Xylene. Bacteria. Tolerance.
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CONVERSAO DE HIDROLISADO DE CASCA DE ARROZ E
MEIO SINTETICO SIMULADO A XILITOL POR LEVEDURAS
FERMENTADORAS

L. R. HICKERTY, D. M. ROSSI* e M. A. Z. AYUB!

1 UFRGS, Rua Engenheiro Luiz Englert, s/n? - Porto Alegre
*Apresentador: lilian.hickert@gmail.com

Os residuos lignocelulésicos agroindustriais, como a casca de arroz, sdo fontes abundantes e de baixo custo
na produgdo biotecnoldgica de compostos de alto valor agregado como etanol e xilitol, por figurarem como
fontes de celulose e hemicelulose. No presente trabalho, sera estudada a conversao dos acguicares provenientes
deste residuo e em meio sintético simulando a composicdo deste, pelas leveduras Candida guilliermondii e
Debaromyces hansenii, em microaerofilia e anaerobiose, em agitador orbital. Os indculos destas culturas foram
preparados em meio sintético em Erlenmeyer de 500 ml com 150 ml de meio. Os cultivos foram realizados em
agitador orbital a 180 rpm, 30 2C durante 24 h e inoculadas fra¢des de 10 % (v/v) com densidade 6ptica=1
a 600 nm. O meio simulando o hidrolisado foi composto por (g L?): glicose, 15; xilose, 30; arabinose, 5. O
hidrolisado de casca de arroz (HCA) foi obtido por hidrdlise de casca de arroz com acido diluido (1%) em
autoclave 1212C, 60 min, propor¢do liquido-sélido de 1:10. A fracdo liquida foi recuperada por filtracdo e
o pH foi ajustado a 5 com NaOH soélido e, em seguida, foi vacuo-concentrado, a fim de aumentar o seu teor
de agticar em concentragdes de: (em gL™): glicose, 12; xilose, 27; arabinose, 5. Este hidrolisado era também
composto por produtos toxicos as células, além de alta pressdo osmatica (1539 mOsmkg™), como HMF, furfural
e acido acético com concentragdes de: (em gL*) 0,07 e 0,01 e 1,6, respectivamente. Nenhuma destoxificagdo
foi realizada no HCA. Quanto aos resultados, culturas de C.guilliermondii apresentaram rendimentos de etanol
(Yp/s
levedura ocorreu em condi¢des de microaerofilia (YX/X:0,47 gg1). Nestas mesmas condi¢des, D. hansenii obteve
um Y, ¢ de 0,46 e 0,39 gg'!, respectivamente. Novamente, apenas em microaerofilia houve produgio de xilitol,
comY, . de 0,44 g g'. Em cultivos com HCA, em anaerobiose e em microarofilia, C.guilliermondii e D. hansenii
produziram (YP/S X/ de 0,42 e 0,39
gg! foram observados. Com isso, pode-se concluir que as leveduras C.guilliermondii e D. hansenii mostraram-
se eficientes fermentadoras de agtcares tanto do meio sintético quanto do hidrolisado de casca de arroz, nao
comprometendo seus metabolismos quando em contato com compostos téxicos.

) de 0,47 e 0,42 gg! em meio sintético em anaerobiose e microaerofilia. A producio de xilitol com esta

) de 0,46 e 0,41 gg*; 0,42 e 0,45 gg’, respectivamente. Quanto ao xilitol, Y
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TRATAMENTO BIOLOGICO COM LODO ATIVADO EM BATELADA
(RBS) PARA EFLUENTE DE MICROCERVEJARIA

D. C. POSSAMAL, D. LUZZI' e M. HEMKEMEIER!

1Universidade de Passo Fundo, BR 285, Sdo José - 99052900 - Passo Fundo - RS
*(Apresentador): diegopossamai_07 @hotmail.com

0 desenvolvimento industrial do mercado alimenticio tem acarretado num aumento de instalac¢io e fabricagiao
de produtos nesse ramo, gerando maior quantidade de efluente a ser disposto em recursos hidricos; na
fabricacdo da cerveja o efluente gerado é de alta carga organica, faz-se necessaria assim a busca por alternativas
para o tratamento do mesmo, buscando atender aos padrdes da legislacdo vigente e a preservacdo do meio
ambiente. Nesse contexto, o objetivo central da pesquisa é fornecer uma diminuicdo significativa de material
organico, através do tratamento com lodo ativado num reator com aeragdo continua. O experimento esta
sendo realizado com um tratamento, realizado em um reator de PVC, com capacidade de 15,30 litros, sendo o
efluente trocado semanalmente. A cada inicio de batelada, antes do enchimento do reator, é feito o ajuste de pH,
apos ocorre o desligamento da aeracdo, deixando o reator em repouso para sedimentac¢io do lodo e retirada
do sobrenadante. Em seguida, é iniciado o enchimento com efluente para ser tratado e ligado novamente a
aeracdo para que ocorra o processo de tratamento em um novo ciclo. O efluente tem sido retirado de tanques
sépticos de uma microcervejaria da regido e o lodo utilizado para o tratamento biol6gico do efluente é coletado
em uma empresa de processamento de malte para fabricacdo de cerveja. As técnicas utilizadas seguem a
metodologia do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005): Coleta do Lodo/
Coleta do efluente - Adaptagdo do lodo - Inicio da operagdo dos reatores / Variacdo de parametros - Coleta da
amostra no inicio e no fim do ciclo - Obtencao de resultados - Andlise para verificacdo da eficiéncia. O efluente
que entra com DQO, em média, de 7000 mg O, /L, e que varia conforme producdo da empresa, sofre a aeracao
continua no processo, acima destacado. Apds todo ciclo concluido, por meio de analise laboratorial, chegou-
se a numeros como 250 mg O, /L, o que representa uma degradacdo acentuada de meios poluidores, estando
dentro dos parametros e normas da legislacdo vigente. Em vezes, que o efluente chega ao reator com carga
mais concentrada, pode-se usar processos fisico-quimicos para elevar ainda mais sua eficiéncia, como tanques
de filtracdo com areia. O objeto tratado do efluente ainda possui altas porg¢des de nutrientes como fésforo, o
que, se utilizado em reatores de alta producao, pode gerar coprodutos para agricultura.

Palavras-chave: Efluente. Lodo. Reator. Cervejaria. Ambiental.
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PREFERENCIAS ALIMENTARES PARA DIFERENTES ESTADIOS
DE PRESA E TAXA DE PREDACAO DE NEOSEIULUS IDAEUS EM
CONDICOES CONTROLADAS

K. RUFFATTO?, M. B. REICHERT! e N. ]. FERLA!

Laboratério de Acarologia, Centro Universitario UNIVATES, Lajeado, Brasil.

Kettlin Ruffatto: kruffatto@univates.br

Acaros fitéfagos causam danos a cultura da soja, dentre eles se destacam Mononychellus planki (McGregor),
Tetranychus ludeni (Zacher) e Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae). Neoseiulus idaeus (Denmark &
Muma) é um dos principais predadores encontrados na soja naregido Noroeste do estado do Rio Grande do Sul.
Os estudos da capacidade de predagdo sdo importantes para tomada de decisdo no momento da liberagao para
controlar pragas no campo, tal conhecimento é essencial para o desenvolvimento de um sistema de producao
em massa de baixo custo e a implementacdo de um programa de controle biolégico com base em langamento
inundativo. Considerando que a qualidade nutricional, desempenha um papel importante na expressao de
parametros bioldgicos de N. idaeus e que muito pouco se sabe sobre o desempenho deste predador, este estudo
teve como objetivo determinar a preferéncia alimentar por idade da presa e a taxa de predacio de N. idaeus
quando alimentado com T urticae em condi¢cdes controladas. Para os testes de preferéncia alimentar por idade
da presa foram utilizadas arenas com discos de algodao, umedecidos com agua destilada, cada uma destas
com discos de folha de feijao, com a superficie abaxial voltada para cima e sobre estas foram transferidos ovos,
larvas, ninfas e adultos da presa. Durante os estadios imaturos de N. idaeus, foram realizadas observacées de
3 em 3 horas: 7, 10, 13, 16 e 19 horas. Na fase adulta foram verificadas de 12 em 12 horas, para monitorar a
sobrevivéncia do predador, para repor ovos e presas garantindo a disponibilidade de alimento ao longo de
todo o periodo. Foram realizadas duas séries, cada uma com 15 repeti¢des. Os estadios de N. idaeus observados
foram de larva, protoninfa, deutoninfa e adulto. Para o predador na fase de larva obtivemos 0,36+0,09 para
ovos, nao se alimentando das demais fases da presa. Na fase de protoninfa obtivemos 4,00+0,33 para ovos,
0,72+0,14 para larvas, 1,06%0,25 para ninfas, ndo se alimentando de adultos. Na fase de deutoninfa obtivemos
4,91+0,28 para ovos, 1,38+0,17 para larvas, 1,34+0,14 para ninfas, ndo se alimentando de adultos. Na fase
adulta obtivemos 16,09+1,64 para ovos, 3,95+0,46 para larvas, 7,47+0,75 para ninfas e 1,77+0,7 para adultos.
Os resultados demonstraram que as populacdes de N. idaeus preferem se alimentar de ovos de T urticae
em todas as fases e com uma alta taxa de predacdo, principalmente na fase adulta, mostrando sua eficiéncia
quando usado no controle biolégico.
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USO DA TECNICA DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE
VARREDURA NO ESTUDO MORFOLOGICO DA DEGRADACAO
ENZIMATICA DE RESIDUOS CELULOSICOS DA AGROINDUSTRIA:
BAGACOS DA CANA DE ACUCAR E DA LARANJA
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2 Universidade Estadual de Campinas, Instituto de Quimica, Rua Monteiro Lobato, s/n, Cidade Universitaria Zeferino Vaz, bairro Bardo
Geraldo, Caixa Postal 6154, CEP 13083-970, Campinas, SP.

*Apresentador: e-mail (lucimarasilva@utfpr.edu.br)

O maior entrave para viabilizar comercialmente o processo de produgdo do etanol de segunda geracdo (2G) é
o elevado custo das enzimas utilizadas na etapa de hidrolise enzimatica, que chega a 50% do processo global
de conversdo da biomassa. Apesar do atual entendimento das estruturas moleculares, funcdo catalitica e
sinergismo destes catalisadores, ndo ha compreensao total dos papéis distintos das enzimas individuais na
hidrélise da celulose e tampouco sobre o efeito global e individual destas enzimas na morfologia do substrato
durante e ap6s a hidrolise. Tal compreensao sé é possivel a partir de um estudo integrado, que avalie variacdes
na composicdo, juntamente com estudos morfolégicos capazes de elucidar visualmente os pormenores da
atuacdo de cada enzima durante a clivagem da cadeia celulésica. No entanto, ha poucos estudos existentes
sobre as mudancas morfoldgicas destes residuos em diferentes estagios de degradacdo enzimatica, ou sobre
a acao individual de diferentes enzimas hidroliticas. Assim, realizou-se neste trabalho a hidrélise enzimatica
desses residuos agricolas com diferentes enzimas e combinacoes, a fim de compreender a atuacdo e a sinergia
desses biocatalisadores quando atuam na parede celular vegetal. A estratégia adotada foi a de avaliar a
eficiéncia enzimatica nos diferentes substratos, juntamente com as mudangas morfolégicas associadas ao
processo. Os agucares liberados no meio reacional foram quantificados por cromatografia liquida de alto
desempenho e as varia¢cdes morfoldégicas foram observadas por microscopia eletronica de varredura. Também
foram feitas analises de difratometria de raios-X e espectroscopia de infravermelho a fim de compreender as
mudangas fisico-quimicas decorrentes do processo hidrolitico. Os resultados com o bagaco de cana revelaram
que a conversdo da celulose melhora consideravelmente com os pré-tratamentos quimicos, principalmente
o alcalino (48% de conversao) em relacao as amostras in natura (12%) ou submetidas ao tratamento acido
(23%). Observou-se que a desestruturagdo efetiva do bagaco de laranja é bastante intensificada quando o
mesmo é hidrolisado com a conjunta acdo das enzimas num coquetel, ao invés de uso de enzimas separadas.
Para ambos os substratos, observou-se a perda das estruturas que dao sustentacdo ao vegetal quando os
mesmos sdo hidrolisados. Também foi observado maior rendimento hidrolitico para as amostras com maior
cristalinidade e teor de celulose.

Palavras-chave: Hidrélise enzimatica. Residuos agroindustriais. Bagago delaranja. Bagaco de cana. Microscopia
eletronica de varredura.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 71



ANIMAL




Ne— 1° BioTECSUL

_—
S e CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

EXPRESSAO DOS PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS BETA
DEFENSINA EM EPIDIDIMO SUINO

A. WEBERY, ]. ALVES! e I. C. BUSTAMANTE-FILHO!

!Laboratdrio de Biotecnologia, UNIVATES, Rua Avelino Tallini, 171, Lajeado, RS.
* augustoweber_rs@hotmail.com

A fertilidade masculina depende da perfeita fungdo do epididimo, onde ocorrera a maturacdo espermatica
devido as secre¢des do epitélio epididimario, resultando em alteragdes morfolégicas e funcionais no
espermatozoide. Durante o trajeto pelo epididimo, diversas proteinas sdo secretadas e reabsorvidas, dentre
elas as beta defensinas, que sdo diretamente relacionadas com os mecanismos de protecdo contra patégenos
e na resposta imunolégica. Estas a¢des ocorrem devido a um efeito protetor espermatico, mediacido de
processos de maturacdo epididimaria espermatica e interacdo com o trato reprodutivo feminino. Apesar do
atual conhecimento das beta defensinas, sua regulacdo enddcrina ainda ndo é completamente esclarecida,
e este fato pode ser importante na infertilidade associada a hipogonadismo primario ou secundario. O
objetivo deste trabalho é verificar se a expressdo da beta defensina 3 (pBD3) e da proteina epididimaria 2C
(pEP2C) sdo reguladas endocrinamente no epididimo em um modelo suino para hipogonadismo baseado em
animais imunizados contra GnRH. Foram coletados e dissecados testiculos e epididimos de 6 suinos inteiros e
imunizados contra o GnRH, conforme protocolo 0001/2015 CEUA. As amostras de tecido foram processadas
para extracdo de RNA total. Apos, realizou-se RT-PCR para obtencdo bibliotecas de cDNA. Foram realizadas
gPCR para os genes da pBD3 e da pEP2C, utilizando como normalizador o gene da beta actina, em triplicata
técnica. A expressdo génica da pBD3 e da pEP2C foi comprovada no presente trabalho, embora os resultados
obtidos indicam nao haver variagdo dos niveis de expressao, ap6s a deplecdo de testosterona sérica. A pBD3
possui homologia com as beta defensinas 103 de humanos e bovinos, cuja atividade esta relacionada com o
sistema imune. A expressdo da defensina 103 em humanos é modificada em detrimento de estimulos pro-
inflamatorios, podendo-se inferir que a variagcdo na expressdo da pBD3 possa ocorrer mediante alteracdo
inflamatoéria. A pEP2C possui expressdo em uma ampla gama de tecidos, sendo que pode ser considerada
como marcador de fung¢do epididimaria. Os dados obtidos da expressao génica da pBD3 e pEP2C indicam ndo
haver alteracdo apds a supressdo androgénica em suinos. Estudos nos ambitos protedmico e metabolémico
sdo necessarios para confirmar os dados ora obtidos. A extrapolacdo dos dados para a medicina humana pode
ser realizada em casos de hipogonadismo.
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UTILIZACAO DA ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER PARA DETERMINACAO
DE COMPOSTOS ORGANICOS PRESENTES NO LIQUIDO
CELOMATICO

T. E. GONCALVES', M. P. MULLER?, A. UEBEL!, J. FINATTOZV. A. CORBELLINI? e L. HOEHNE!
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A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) é uma das técnicas mais comuns
de espectroscopia de infravermelho. No equipamento de FT-IR, a radia¢do infravermelha é incidida sobre a
amostra, onde parte da radiacido é absorvida e a outra parte passa pela amostra (transmitida). O espectro
resultante representa a absorc¢do e o transporte molecular, criando uma impressao digital molecular da
amostra. Isso faz com que a FT-IR seja til para varios tipos de analises. Pois com o ajuste correto ela pode
identificar compostos desconhecidos, determinar a qualidade, a consisténcia e também a quantidade de
componentes presentes na amostra. Com esta técnica é possivel entdo, fazer a determinacdo de compostos
organicos também em fluidos biolégicos, sendo um deles o liquido celomatico. As minhocas sdo envolvidos
pelo celoma, que é
oxigénio e nutrientes para as células e serve também como mecanismo de defesa. Este trabalho tem por
objetivo realizar a adequac¢ido da FT-IR para analise do liquido celomatico e o desenvolvimento de novas
metodologias de extracdo do mesmo. Inicialmente as minhocas do tipo Eisenia andrei foram submersas
em agua para a limpeza do seu tubo digestivo por um periodo de 24 h. Para se ter uma extracdo efetiva
do liquido celomatico, as minhocas foram submetidas a diferentes temperaturas, sendo elas de 10, 20, 30
e 40 °C nos tempos de 15, 30 e 45 min em um volume de 10 mL de agua. A melhor condi¢ido encontrada
foi de 30 °C no tempo de 30 min. Posteriormente 10 puL dessa amostra foram pipetados em um suporte
de aco inoxidavel proprio para amostra liquida revestido de papel-aluminio, previamente preparado com
padrao interno de ferrocianeto de potassio, o qual foi secado por uma corrente de ar quente forgada. Apds,

uma cavidade preenchida pelo liquido celomatico que auxilia no transporte de

realizou-se a leitura pela varredura das faixas de A entre 4000-450 cm™*. Como resultados preliminares, foi
verificado, que a exposi¢do das minhocas a diferentes temperaturas é um método eficaz para a extragdo
do liquido celomatico. As analises no FT-IR indicaram a presenca de diferentes tipos de amidos, acucares,
gorduras, aminodcidos, bem como possiveis dipeptideos. Testes posteriores serdo feitos para calibracdo
e quantificacdo dos compostos encontrados no liquido celomatico. Sendo assim, pode-se verificar que o
liquido celomatico possui varios compostos importantes que podem ser futuramente usados na industria.
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PRODUCAO DE TESTE DE DIAGNOSTICO PARA MONITORAMENTO
VACINAL DA BRONQUITE INFECCIOSA DAS GALINHAS
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A avicultura é uma atividade econémica em constante crescimento no agronegécio brasileiro, tornando-
se de grande importancia os cuidados com a sanidade das popula¢des avidrias. Existem indmeras doencas
que podem acometer as aves e causar prejuizos econdmicos, dentre elas, destaca-se a bronquite infecciosa
das galinhas (BIG). A BIG é causada pelo virus da bronquite infecciosa das galinhas (VBIG), pertencente a
familia Coronaviridae e que, dentre as proteinas estruturais, possui como destaque a nucleoproteina (N),
que se caracteriza por ser imunogénica e abundantemente expressa durante o processo de infecgdo viral.
A vacinagdo é a estratégia adotada para prevencdo e controle da doenga, mas ndo tem sido eficiente para
combater a BIG. Atualmente, o monitoramento dos anticorpos das aves é realizado através de kits comerciais
de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) importados, o que aumenta o custo deste método. Assim, o
objetivo deste estudo foi expressar a proteina N do VBIG em Escherichia coli (rN), a fim de obter um antigeno
que possa ser utilizado em um teste nacional do tipo ELISA. Para isso, a CDS que codifica para a proteina N
foi amplificada por RT-PCR e ligada ao vetor pAE de expressao em E. coli. O plasmideo recombinante (pAE/
rN) foi utilizado para transformar a linhagem BL21 Star de E. coli, sendo confirmada a expressao da rN por
SDS-PAGE e Western Blot. Para o desenvolvimento do ELISA indireto, empregou-se como antigeno a rN na
concentragdo de 100 ng por poco, utilizando-se 389 soros de galinhas previamente testados por um laboratdrio
credenciado, através do kit comercial da IDEXX (IBV Ab Test). Soros confirmados como positivos para a doenga
de Newcastle também foram utilizados a fim de analisar a especificidade do teste. A andlise foi realizada a
partir da Caracteristica de Operacdo do Receptor (ROC), comparando os resultados obtidos no teste comercial
(IDEXX) com o ELISA rN, obtendo-se 90,16% de sensibilidade e 90,34% de especificidade. Ainda, todos os
soros positivos para Newcastle foram negativos no ELISA produzido nesse estudo, sugerindo uma adequada
especificidade. Portanto, os resultados obtidos demonstram que um teste do tipo ELISA utilizando apenas
uma porc¢ao do VBIG pode ser capaz de detectar anticorpos em soros de aves, sendo uma alternativa viavel ao
monitoramento da bronquite infecciosa das galinhas.

Palavras-chave: Nucleoproteina. VBIG. Escherichia coli. Imunodiagnostico.
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ABORDAGEM IN SILICO: IMPACTO DE SNPs SOBRE A
ESTRUTURA E FUNCAO BIOLOGICA DO RECEPTOR DA
PROLACTINA EQUINA
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A prolactina é um horménio polipeptidico secretado pelos lactotrofos da glandula pituitaria e envolvida
no estimulo a lactacdo. Em mulheres, é associada a distdrbios gestacionais, imunolégicos, reprodutivos
e oncologicos, sendo responsavel pela galactorreia e infertilidade quando em niveis elevados. Em equinos,
a estrutura e a interacdo proteina-receptor ndo é totalmente elucidada, mas é proposta uma relagao entre
modifica¢des genéticas e patologias envolvidas na alteracido da via de sinaliza¢do. Dentre as causas genéticas,
os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) se mostram importantes fontes de mutagdes que interferem
no papel bioldgico da proteina e na transducio de sinais intracelulares. Neste sentido, o objetivo do estudo
foi a realizagdo de andlises de bioinformatica para determinar o impacto de mutagdes missense na estrutura
proteica do receptor da prolactina (PRLR). Para isso, foram utilizados os servidores BLAST e SWISS-
MODEL, e os bancos de dados dbSNP (NCBI) e PDB. As estruturas do receptor da prolactina humana foram
analisadas a fim de predizer sua estrutura equina. Obtiveram-se trés SNPs: SNP1 (rs394089265 - residuo
588), SNP2 (rs395329519 - residuo 593) e SNP3 (rs396467081 - residuo 540), relacionados a altera¢do na
regido final do receptor da prolactina equina. Estes polimorfismos atingem a regido codificadora do gene
PRLR (21:29917887..30073887). De fato, a comparacdo das estruturas preditas para PLR e PRLR equina
com as estruturas cocristalizadas humanas (PDB: 3NPZ) demonstram uma alta similaridade. Entretanto, a
indisponibilidade de estruturas resolvidas para a regido transdutora de sinal (transmembrana) resultou na
auséncia desta nos modelos ja preditos. Apdés a constru¢do do modelo equino, foi possivel avaliar o efeito
destes SNPs na regido de transducdo do sinal, uma vez que a interagdo com o hormoénio se localiza apenas
nos primeiros 300 aminoacidos, ndo afetando a interacao, mas a cascata de sinaliza¢do intracelular. A partir
deste estudo, é sugerida a influéncia destes trés SNPs na transdugdo de sinal, visto que as vias de sinaliza¢do
ativam as moléculas indutoras da expressao génica deste hormoénio. A fim de dar continuidade aos estudos
relacionados a modificagdes estruturais da prolactina equina e seu receptor, outras analises in silico e in vitro
serdo realizadas para comprovar esta hipotese, e verificar a possivel associacdo entre tais polimorfismos e
patologias como a infertilidade em equinos.

Palavras-chave: Polimorfismo genético. Eguas. Bioinformatica. Infertilidade. Predi¢do de estrutura.
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UTILIZACAO DE FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA PARA
ANALISE DE SNPs NO RECEPTOR DA PROGESTERONA EQUINA
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A progesterona é um hormdnio sexual essencial para o equilibrio do ciclo ovariano e para a manutencao da
gestacdo, pois promove o encerramento dos sinais de estro, prepara o Utero para a recep¢do do embrido. O
receptor da progesterona (PGR) faz parte da superfamilia dos receptores esteroides, possui 933 aminoacidos
e o gene que o codifica estd localizado no cromossomo 7 em equinos. Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
no PGR em humanos tem sido relacionado com infertilidade, endometriose e cistos ovarianos. O presente
trabalho teve por objetivo a andalise in silico dos polimorfismos no gene PGR equino (Equus caballus) ja
caracterizados e andlise de seus possiveis impactos e efeitos bioldgicos. Os SNPs foram obtidos a partir do
banco de dados dbSNP do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp), sendo apenas um localizado dentro de
uma regiao de exon, outro localizado na extremidade final ndo-traduzida do mRNA (3’ UTR), e 58 localizados
emregidesintronicas. O SNP identificado naregido codificante (dbSNP:rs393867730) é responsavel por uma
mutacdo sindbnima, que acarreta na substituicdo do terceiro nucleotideo do codon “CAG” por “CAA”, ambos
codificantes para o aminoacido glutamina (GLUT). Entretanto, provavelmente, a substituicdo sin6nima tera
efeito sobre a expressdo da proteina, considerando o grau de afinidade com o pareamento do tRNA que
codificara para este aminoacido, assim como com a disponibilizacdo de tRNAs expressos pelo organismo. De
fato, os dados de codon usage de E. caballus (www.kazusa.or.jp/codon/) demonstram que o codon “CAG” é o
preferencial para GLUT, com ocorréncia de ~74%, sendo a variante “CAA” potencialmente menos favoravel
para uma expressao eficiente da proteina. Entretanto, a baixa disponibilidade de dados de genotipagem,
referentes a esta variante, torna necessaria a conduc¢do de novos estudos para aferir seu efeito sobre a
expressdo do gene e verificar a possibilidade da relagdo desses polimorfismos com algumas disfun¢des
metabdlicas em equinos, como a infertilidade.
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CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DO GENE DA CATALASE EM
PEIXE-REI (ODONTESTHES HUMENSIS DE BUEN, 1953)
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A Catalase é uma enzima antioxidante presente em todos os vertebrados, sua fun¢do é decompor o peroxido de
hidrogénio, um forte agente oxidante, produzido em condi¢des de estresse. O peixe-rei ocorre com frequéncia
na América do Sul, onde tem importancia econémica pela pesca e comercializacio da carne. Porém, o estresse
natural e a alta exigéncia por qualidade da 4gua tém dificultado seu cultivo. Atualmente os estudos gen6micos
em peixes submetidos a variacdes de cultivo sdo escassos. Por isso, o presente estudo teve por objetivo o
sequenciamento e a caracterizacdo do gene da Catalase (CAT) em O. humensis. Apds a eutandsia e coleta das
branquias, foirealizadaa extragdo de RNA baseado em método de colunas, seguida da estimativa de concentracao
e pureza das mesmas por espectrofotometria e confeccdo de cDNA por kit comercial. Apds, primers foram
desenhados com a ferramenta online PriFi, tendo como base o alinhamento de sequéncias génicas de CAT
de outros organismos ja depositadas no GenBank. Para a amplificacdo do gene, foram realizadas PCR com
diferentes temperaturas de anelamento, utilizando como template o cDNA confeccionado. A confirmacao da
amplificagdo foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 1,2%, seguida da purificacdo do produto de
PCR, utilizando colunas de silica. O produto de PCR purificado foi sequenciado por meio do método de Sanger
automatizado. Todos os procedimentos descritos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagio
Animal da UFPel, processo n? 7018/2015-85. As amostras de RNA extraidas apresentaram uma concentragio
média de 600ng/pl e um grau de pureza de =2.0. Foi obtido um par de primers senso e antisenso com 19
e 20 nucleotideos, respectivamente. Rea¢des de PCR em gradiente de temperatura permitiram eleger uma
temperatura 6tima de anelamento de 55,22C, tornando possivel a visualizagdo de uma unica banda com
tamanho esperado de 658pb. Apds o sequenciamento, contigs foram montadas a partir das sequéncias
resultantes, obtendo-se assim uma sequéncia consenso, a qual foi submetida ao BLAST, onde observou-se que
o gene sequenciado teve 99% de identidade com CAT de outros organismos. Por fim, realizou-se o depésito da
sequéncia no GenBank, sob o nimero de acesso KX184718. Como perspectiva, tem-se a realizacdo de estudos
envolvendo a andlise da expressdo de CAT em O. humensis, de forma a contribuir na elucidacdo do seu papel em
organismos exigentes as condicdes de cultivo.
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PROSPECCAO DE GENES DE REFERENCIA PARA qPCR
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Actinas sdo proteinas altamente conservadas encontradas em todas as células eucarioéticas, havendo pelo
menos seis isoformas diferentes, as quais desempenham papel fundamental na estrutura do citoesqueleto,
divisdo celular e movimentos intracelulares. A evolucio desta familia génica tem sido amplamente estudada e
o gene da isoforma 3 clonado em outras espécies devido ao seu carater de manutencao (housekeeping) e sua
utilizacdo em pesquisas na area de transgénese. Apesar da importancia evolutiva e sua extrema diversidade,
existem poucos dados sobre as actinas em teledsteos. Buscando avaliar genes de referéncia para qPCR no
peixe-rei, o presente estudo teve por objetivo a clonagem molecular, o sequenciamento e a caracterizagdo
do gene da -Actina em peixe-rei. Para a realizacdo do experimento, a extragdo de RNA foi feita a partir do
figado de peixe-rei, utilizando o reagente TRIzol. Ap6s a medicdo da concentragio e pureza das amostras por
espectrofotometria, foi realizada a confeccido de DNA complementar (cDNA). Os primers foram desenhados
com o auxilio da ferramenta online Prifi, a qual baseia-se no alinhamento de sequéncias do gene da (3-Actina
de outros organismos ja depositadas no GenBank. Posteriormente, foram realizadas Reacdes em Cadeia da
Polimerase (PCR) utilizando os primers desenhados e o cDNA como template. Para confirmagao da amplificagdo
do gene, eletroforeses em gel de agarose 1,2% foram realizadas, sendo o produto da PCR purificado com
o0 auxilio de colunas de silica e submetido ao sequenciamento por método de Sanger automatizado. Todos
os procedimentos descritos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel,
processo n? 7018/2015-85. As amostras de RNA extraidas com TRIzol a partir de figado apresentaram uma
concentracdo média de 200ng/ul, e um grau de pureza de 2.0. Além disso, foi identificada a temperatura 6tima
de anelamento dos primers desenhados, sendo 64.72C a mais apropriada, uma vez que nessa condi¢do obteve-
se na eletroforese o produto da PCR do gene da [3-Actina com o tamanho esperado de 448 pares de bases, o
qual foi sequenciado e encontra-se depositado no GenBank sob o niimero de acesso KX060039. Este estudo
tem como perspectiva a avaliacdo da eficiéncia da B-Actina como um gene housekeeping em peixe-rei, a fim de
utiliza-lo em futuros estudos como gene normalizador em quantificacoes relativas da expressao génica por
meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR).
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NOVA ESPECIE ACARINA ASSOCIADA A GALINHAS POEDEIRAS
E PRIMEIRO REGISTRO DO GENERO MALAYOGLYPHUS N. SP.
(ACARI: PYROGLYPHIDAE) NO BRASIL
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Acaros da familia Pyroglyphidae Cunliffe 1958 sdo considerados de grande importancia médica e sanitaria
por estarem associados a doencas do sistema respiratérias, bem como alergias e dermatites em humanos.
Na industria de alimentos, sdo associados a produtos armazenados como sementes e graos, geralmente
deteriorando a qualidade destes produtos. O género Malayoglyphus tem duas espécies ja descritas no mundo,
sendo ambas consideradas dcaros-da-poeira. Recentemente, uma nova espécie do género foi encontrada no
Brasil, sendo o primeiro registro deste género no pais. O objetivo deste trabalho foi descrever as principais
caracteristicas morfolégicas de fémeas e machos adultos da nova espécie de Malayoglyphus n. sp.. A nova
espécie estd associada a diferentes formas de criacdo de galinhas poedeiras comerciais e ninhos de aves
silvestres encontrados nas redondezas de aviarios. Os espécimes foram coletados em criagcdo automatizada,
semiautomatizada e criagdo caipira de galinhas de postura de ovos comerciais em Lajeado, Rio Grande do Sul.
Os acaros foram coletados por meio de armadilhas de cano de PVC (cloreto de polivinila; 50 mm de didmetro)
de 27 cm, perfurado, contendo trés folhas de papel toalha levemente amassadas e colocadas no interior para
servir de abrigo. Além disso, espécimes foram coletados em penas de galinhas (Gallus gallus L.) das ragas
Bovans e Isa Brown, bem como em ninhos de aves silvestres nas redondezas de aviarios. Todos os espécimes
foram montadas em meio de Hoyer e desenhados a partir da exposicdo em camara clara de microscopio éptico
com contraste de fases. A definicdo do género seguiu a chave dicotomica de Fain (1988) e a morfologia geral,
quetotaxia do idiossoma das pernas seguiram Gaud & Atyeo (1996) e Griffiths et al. (1990), com correcoes
da quetotaxia do idiossoma propostas por Norton (1998). O holétipo e 11 paratipos fémeas e machos foram
medidos (um). A principal caracteristica distintiva desta nova espécie é a seta dorsal si (9- 47 (38-55), & - 42
(33-50) maior que a seta se (- 25 (18-33), (£- 31 (23-40). O dorso e pernas sdo fortemente punctados e o ventre
levemente estriado. Os machos apresentam perna I robusta em relagido as demais e fémur expandido.

Palavras-chave: Gallus gallus. Avicultura. Descrigdo. Morfologia.
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INFLUENCIA DE DIFERENTES DIETAS SOBRE O
DESENVOLVIMENTO, SOBREVIVENCIA E OVIPOSICAO DE
TYROPHAGUS PUTRESCENTIAE

[. Z. ESSWEIN!, G. L. DA SILVA'?, T. F. S. RADAELLI*, M. S. ROCHA®?, O. S. DA SILVA? e N. ]. FERLA!

1 Laboratdrio de Acarologia, Tecnovates, Univates. 95900-000. Lajeado, RS, Brasil.

2 Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 90050-170. Porto Alegre,
RS, Brasil.

3 Laboratério de Diversidade e Sistematica de Arachnida, Universidade do Vale do Rio dos Sinos (UNISINOS). 93022-000. Sao
Leopoldo, RS, Brasil.

*Apresentador: isadora.esswein@universo.univates.br

Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Acaridae) é uma espécie cosmopolita que pode causar asma alérgica
e outras doencas alérgicas devido ao seu potencial alergénico em seres humanos. Estd espécie pode se
desenvolver em uma ampla faixa de temperatura (10 - 34 2C) e umidade relativa (60 - 100 %) utilizando
um complexo de recursos alimentares. A sua capacidade de desenvolvimento e oviposicdo é relacionada
com o tipo de alimento, sendo encontrado em altas densidades em alimentos armazenados com alto
teor de gordura e proteina. O objetivo deste trabalho foi determinar o ciclo biolégico de T putrescentiae
quando alimentado com farinha de arroz e de milho, verificando o efeito das diferentes temperaturas sobre
a capacidade de oviposicdo em quatro tipos de alimento oferecidos simultaneamente através de teste de
multipla escolha. Para os estudos de ciclo biolégico o experimento foi conduzido a 25+1 °C, 80+ 5% UR,
sendo testados com farinha arroz e milho. Para os testes de oviposi¢do foram utilizadas trés temperaturas
(18%1 °C, 25%1 2C, 30+£1 2C), 80+ 5% RH, sendo oferecida farinha de arroz, farinha de milho, levedura seca
e racdo de rato avaliados, diariamente, por um periodo de dez dias. Estes parametros indicaram que T.
putrescentiae alimentado com farinha de milho aumentou cerca de 69,75 vezes (Ro = 69,75) a cada 18,31
dias (T = 18.31), correspondente a um crescimento da populacdo diario de cerca de 26% (A = 1,26), isto &,
uma producdo de 0,23 fémea/ dia (rm = 0,23). Quando alimentado com farinha de arroz apresentou valores
inferiores (Ro =10,6; T = 17,28; A = 1,15; rm = 0,14). T. putrescentiae ovipositou mais a 30 2C (7290 ovos),
seguindo de 25 2C (4537) ea 18 2C (1210). No entanto, a 30 2C houve preferéncia por farinha de milho como
local de oviposicao, enquanto que em 25 2C e 18 °C esse acaro preferiu ra¢do de rato. Verificou-se que na
farinha de milho T putrescentiae apresentou melhor desenvolvimento.

Palavras-chave: Acari. Ciclo bioldgico. Racdo de rato. Produtos armazenados. Temperatura.
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DESENVOLVIMENTO DO PREDADOR CHEYLETUS MALACCENSIS
(CHEYLETIDAE) ALIMENTANDO-SE DE ACAROS DE
IMPORTANCIA SANITARIA NA AVICULTURA COMERCIAL

J. H. KORBES?, M. TOLDI?, ]. GRANICH?, T. B. HORN?, L. JOHANN" e N. J. FERLA*

1 Laboratério de Acarologia, Centro Universitario UNIVATES, Av. Avelino Talini, 171, Universitario, Lajeado/RS, 95900-000
*Apresentador: julia.horn@hotmail.com

A disponibilizacdo de novas tecnologias levou a automatizacdo da producdo avicola, elevando a escala e
aumentando a produtividade. Porém, o confinamento além de prejudicar o bem-estar das aves, aumenta o risco
de epidemias e a proliferacdo de ectoparasitas. Acaros de importancia sanitaria levam a baixa produtividade
e a diminuicdo da qualidade dos ovos. Megninia ginglymura (Megnin) (Analgidae), causa lesdes na pele
levando a contaminacdo secundaria por fungos e bactérias. Além deste, Dermanyssus gallinae (De Geer)
(Dermanyssidae) em grandes infestacdes pode provocar prurido, danos na plumagem, erupc¢des cutaneas,
estresse e alteracdes comportamentais que podem ser fatais. O uso de controle alternativo por meio de inimigos
naturais é uma tecnologia mais limpa, causando menos impacto ambiental e reduzindo o uso de produtos
toxicos. O objetivo deste trabalho foi comparar a biologia do predador Cheyletus malaccensis (Oudemans)
(Cheyletidae) com as presas M. ginglymura e D. gallinae. Para cada presa testada, foram individualizados 30
ovos de C. malaccensis em arenas a 2571 2C e 80£5% de umidade relativa. Estagios imaturos foram avaliados
trés vezes por dia e na fase adulta, uma vez por dia para verificar o nimero de ovos postos e a sobrevivéncia.
As fémeas ndo foram fecundadas. A fase de larva foi maior na geragio alimentada com D. gallinae enquanto
que protocrisalida, deutoninfa e o periodo ovo-adulto foram maiores quando o alimento foi M. ginglymura
(p<0.005). A sobrevivéncia foi maior para M. ginglymura do que D. gallinae (96,6% e 70%, respectivamente). A
fecundidade e os periodos pré-oviposicdo e oviposi¢cdo ndo apresentaram diferencga significativa. O periodo pds-
oviposic¢do foi maior quando alimentado por D. gallinae (13+4,1 e 3,1£1,0 dias). A taxa liquida de reproducao
(R,) ndo apresentou diferenca significativa entre as geragdes testadas. A taxa intrinseca de crescimento (r )
(0,14; 0,12 féemeas/fémea/dias) e razao finita de crescimento (A) (1,15; 1,13 fémeas) foram maiores para a
geracdo alimentada por D. gallinae. Enquanto que, o intervalo médio entre as geragdes (T) (41.6; 35.0 dias) e
o tempo de duplicagdo (DT) (5.8; 4.8 dias) foram maiores para a presa M. ginglymura. Cheyletus malaccensis se
mostrou um inimigo natural de ambas as espécies, D. gallinae e M. ginglymura, sendo capaz de se desenvolver
e se reproduzir quando alimentado exclusivamente com esses ectoparasitas, demonstrando potencial para
controlar as populac¢des destes acaros.

Palavras-chave: Controle bioldgico. Galinhas poedeiras. Ectoparasitas. Ciclo bioldgico.
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CICLO DE VIDA DO PREDADOR BLATTISOCIUS DENTRITICUS
(BLATTISOCIDAE) ALIMENTANDO-SE DE TYROPHAGUS
PUTRESCENTIAE (ACARIDAE) E MEGNINIA GINGLYMURA
(ANALGIDAE)

T. F. DE S. RADAELLIY, G. L. DA SILVA'?, 1.Z. ESSWEIN?, O. S. DA SILVAZe N. J. FERLA!

1 Laboratério de Acarologia, Tecnovates, Univates, Av. Avelino Tallini, 171.95900-000 Lajeado, RS, Brasil.

2 Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 90050-170 Porto Alegre,
RS, Brasil.

*Apresentador: thayradaelli@hotmail.com

0 acaro predador Blattisocius dentriticus (Berlese) é conhecido por alimentar-se de ovos de diversos
artrépodes, sendo desconhecido seu desenvolvimento e habitos alimentares quando oferecidos a dcaros que
se tornaram praga na avicultura comercial e para a saude publica. Este estudo teve como objetivo avaliar
B. dentriticus como predador em potencial de duas espécies de dcaros de importancia para a sadde publica
(Tyrophagus putrescentiae (Schrank)) e animal (Megninia ginglymura (Mégnin)). Foi observada a relacao de
tempo de desenvolvimento, reproducdo, sobrevivéncia e razdo sexual de B. dentriticus quando alimentado com
as duas espécies praga, T putrescentiae e M. ginglymura em condicdes de laboratério a uma temperatura de
25+1°C e 80+£5% UR. O estudo comec¢ou com 30 unidades experimentais contendo M. ginglymura como fonte
de alimento e 35 contendo T. putrescentiae, cada um com um ovo de B. dentriticus obtido a partir de fémeas
fecundadas. A duracdo do periodo de pré-oviposicao foi significativamente mais longo quando M. ginglymura
foi utilizado como alimento, em comparacdo com T putrescentiae (p <0,05). Os parametros da tabela de
vida para B. dentriticus divergiram sobre as duas dietas. Estes parametros indicaram que a populacio de B.
dentriticus alimentados com T putrescentiae aumentou cerca de 7,53 vezes (Ro = 7,53) a cada 14,3 dias (T =
14,3), correspondente a um crescimento da populagio didrio de cercade 15% (A =1,15), isto é, uma produgao de
0,14 fémeas/fémea/dia (rm = 0,14). Blattisocius dentriticus quando alimentado com M. ginglymura apresentou
valores inferiores (Ro = 2,79; T = 23,76; A = 1,04; rm = 0,04). A taxa bruta de reproducdo (GRR) e a proporgao
de descendentes do sexo feminino foram maiores em T. putrescentiae (GRR = 10,73; proporc¢ao de fémeas para
machos = 0,72). Nosso estudo demonstrou que B. dentriticus é um predador em potencial, desenvolvendo-se e
reproduzindo com sucesso quando alimentado com T putrescentiae e M. ginglymura.

Palavras-chave: Controle biolégico. Ectoparasita. Predacdo. Produtos armazenados.
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BIOLOGIA DO ACARO PREDADOR CHEYLETUS MALACCENCIS
(CHEYLETIDAE) ALIMENTANDO-SE DE MEGNINIA GINGLYMURA
(ANALGIDAE) E TYROPHAGUS PUTRESCENTIAE (ACARIDAE)

J. GRANICH™, J. H. KORBES!, T. B. HORN" e N. ]. FERLA!

1 Centro Universitario UNIVATES, rua Avelino Tallini, 171 - Bairro Universitario Lajeado/RS
*julianagranich@hotmail.com

A producdo intensiva de galinhas poedeiras em confinamento além de prejudicar o bem-estar das aves,
aumenta o risco de epidemias. A proliferacdo de ectoparasitas pode levar a baixa produtividade e diminuicao
da qualidade dos ovos. O 4caro das penas, Megninia ginglymura (Megnin) pode ocasionar reacdo alérgica com
prurido propriciando contaminag¢des bacterianas secundarias. Tyrophagus putrescentiae (Schrank) é um acaro
cosmopolita associado a produtos armazenados e em humanos pode causar alergias. Este estudo visa comparar
a biologia de Cheyletus malaccensis (Oudemans) com as presas M. ginglymura e Tyrophagus putrescentiae,
a fim de subsidiar o potencial uso deste predador em estratégias de controle biolégico em industrias de
aves domésticas. O estudo iniciou com 30 ovos de C. malaccensis isolados em unidades experimentais, que
se desenvolveu em suas diferentes fases ao se alimentarem de M. ginglymura e T. putrescentiae em 2571°C
e 80+5% de umidade relativa, mantidos em estufas com fotofase de 12 horas. Os estagios imaturos foram
observados trés vezes ao dia e quando em estagio adulto, uma vez por dia. As fémeas adultas ndo foram
acasaladas. Cheyletus malaccensis alimentando-se de M. ginglymura apresentou maior taxa de fecundidade,
com 310,77+45,84 ovos/fémea do que a presa T putrescentiae, com 32,77+4,59 ovos/fémea. Além disso, o
periodo de oviposicdo foi maior para M. ginglymura, 53+6,34 dias, do que T. putrescentiae, 12,69+1,97 dias. A
taxa liquida de reproducio (Ro), a capacidade inata de aumento (rm ), o tempo médio de geracdo (T) e a taxa
finita de aumento ( A ) foram maiores para a geracdo alimentada com M. ginglymura. Cheyletus malaccensis
€ um inimigo natural de M. ginglymura, sendo capaz de se desenvolver e se reproduzir quando alimentado
exclusivamente com este ectoparasita.

Palavras-chave: controle bioldgico; Cheyletidae; galinhas poedeiras; dcaros das penas.
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EFEITO DO BASIDIOMICETE LENTINULA EDODES NA INTEGRIDADE
DA MUCOSA INTESTINAL E RESPOSTA IMUNE CELULAR DE
FRANGOS DE CORTE DESAFIADOS COM EIMERIA SP.

S. SILVA", A. E. G. TIBERIOY, J. N. SCHEMMER} F. C B. N. PEREIRA}, F. R. ROSADOY, A. L. SANTOS? e N.
L. M. FERNANDES!

1 LABIOTEC, Universidade Federal do Paran4, Setor Palotina.
2 Departamento de zootecnia, Universidade Federal do Parand, Setor Palotina.
*Apresentadora: shayanedasilva.s@gmail.com

O Brasil é o maior exportador e o segundo maior produtor de carne de frango do mundo. Todavia, doencas
infecciosas que afetam o trato digestorio das aves, como a coccidiose, causada por Eimeria spp., tém levado
a diminuicdo da produtividade e consequente perda economica. Por outro lado, o basidiomicete Lentinula
edodes (LE) vem sendo estudado devido a diversidade de moléculas bioativas e propriedades medicinais
que possui, como a atividade imunomoduladora. Diante disto, o presente trabalho visou avaliar o potencial
imunomodulador do LE em frangos de corte desafiados Eimeria sp. Foi realizado um experimento utilizando
56 frangos de corte machos da linhagem Cobb com 1 dia de idade, os quais foram distribuidos em gaiolas com
capacidade para 8 aves e receberam os seguintes niveis do extrato bruto de LE incrementados na ragao: (A)
4%; (B) 1,6%; (C) 2,5%; (D) 0,7%; (E) frangos que ndo receberam o imundégeno e nem o LE; (F) 1,67% de LE,
mas ndo o patégeno; (G) apenas o patégeno. O desfio patogénico das aves foi obtido pela administragado oral
de solucdo com concentracdo aproximada de 15 oocistos/ulL, de 5 espécies de coccidia aviaria, para as aves
dos tratamentos A, B, C, D e F ao 72 dia de vida. Agua e racdo foram fornecidas ad libitum durante o periodo
experimental. No 142 e 212 dia de vida, 04 aves de cada tratamento foram sacrificadas por deslocamento
cervical, das quais foram coletados segmentos intestinais para realizacdo do corte histolégico (jejuno) e sangue
para contagem diferencial de leucdcitos. As aves que receberam a racdo suplementada com LE apresentaram
diferencga significativa (P>0,05) em relagdo ao nimero de heterofilos, evidenciando uma melhor resposta
imune celular para as concentracdes de 1,5% a 2,3% de LE. Quanto a integridade da mucosa intestinal, os
grupos que nado receberam suplementacio com o LE (grupos controle), apresentaram diferenca significativa
(p>0,05) em relacao a profundidade de cripta, com maior valor para o grupo desafiado com Eimeria sp. Ja as
aves que receberam 1,67% de LE (desafiadas e ndo desafiadas), ndo apresentaram esta diferenca significativa
para a profundidade das criptas. A profundidade da cripta intestinal é um parametro que esta relacionado a
necessidade de renovacao do epitélio intestinal em resposta a alguma injuria da mucosa, neste caso, causada
pela Eimeria sp. Conclui-se que a suplementacdo com LE melhora significativamente a resposta imune celular
e a area de absorcao de nutrientes em relacdo as nao suplementadas.

Palavras-chave: Imunomodulacdo. Lentinula edodes. Eimeria sp. Avicultura.

Nimero do protocolo da Comisséo de Etica para o Uso de Animais (CEUA): 20/2015.
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ANALISE DE METAL EM MINHOCA EISENIA ANDREI EXPOSTA
AO CADMIO UTILIZANDO ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO
ATOMICA E MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

D. KUHNY, D. T. BRIETZKE}, F. J. M. KUFFEL, C. R. BRANDT, D. N. LEHN, C. V. SOUZA e L. HOEHNE!
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*Apresentador: danielkuhn@univates.br

A vermicompostagem é uma alternativa para a remedia¢do de solos contaminados com metais pesados, uma
vez que o himus gerado possui compostos que diminuem a biodisponibilidade desse metal ao ambiente. Apds a
aplicacdo da vermicompostagem ao solo contaminado, parte do metal pode ser complexado por acidos himicos
e fulvicos e parte fica retido no organismo da minhoca. O objetivo desse trabalho foi avaliar a acumulagao de
cadmio (Cd) no organismo da minhoca através de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e por andlise de
Absorcdo Atémica por Forno de Grafite (GFAAS), com o propoésito de verificar a sensibilidade e possibilidade
de aplicacdo do MEV para analise desse metal em minhoca, sem a necessidade de digestdo das amostras.
Quanto a metodologia, o solo foi preparado em recipientes nas dimensdes 18 x 12 x 10 cm, utilizando 500 g de
solo/500 g de esterco, e 500 g de himus/500 g de esterco. Uma solugdo contendo Cd foi adicionada para obter
a concentracdo de 100 mg de Cd por kg de solo preparado. Apds repouso de 30 dias, foram adicionadas 10
minhocas da espécie Eisenia andrei. Apos esse periodo, as minhocas foram removidas e realizou-se alimpeza de
seus tubos digestivos, imergindo-as em agua deionizada por 24 h. Para a leitura em MEV, elas foram congeladas
e, 24 h antes da leitura no equipamento, as minhocas foram removidas do congelador e desidratadas ao ponto
critico (CPD) por desidratagdo com alcool, nas proporgdes de 30%, 50%, 70%, 80%, 95% e 100% respeitando-
se intervalos de 15 minutos. Para analise em GFAAS, primeiramente, obteve-se as cinzas das minhocas através
da mufla, posteriormente sendo realizada a digestao das cinzas, com aquecimento em meio de acido nitrico.
Como resultados, observou-se que por meio da técnica de MEV nao foi possivel fazer a determinag¢do de Cd
nas amostras de minhoca. Devido a diferengas consideraveis nos resultados obtidos nas triplicatas em GFAAS,
utilizou-se um espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) para a determinacgao de
Cd nas amostras. Os resultados obtidos demonstram a presenc¢a de Cd na minhoca, nas concentragdes de 330
* 3,6 mg/kg de Cd nas amostras de minhoca que ficaram em contato com o himus contaminado, enquanto nas
amostras de minhoca, as que ficaram em contato com o solo contaminado, o resultado encontrado foi de 502 +
23,1 mg/kg. Dessa forma, verificou-se que o Cd ficou mais retido na minhoca exposta no solo em comparag¢io
a minhoca exposta ao humus.

Palavras-chave: Contaminacao. Metal pesado. Vermicompostagem. Microscépio eletrénico de varredura.
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TOXOCARA CANIS ALTERA RESPOSTA VACINAL CONTRA
HERPESVIRUS BOVINO TIPO 5
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*Apresentador: yasminealves27@gmail.com

Os helmintos sdo conhecidos pela capacidade de modular o sistema imune do seu hospedeiro, o que pode
resultar em interagdes nos mecanismos inflamatoérios, respostas vacinais e doengas alérgicas. Toxocara
canis é um helminto intestinal de cies que pode causar infec¢do cronica em hospedeiros paraténicos como
bovinos, ovinos e hospedeiros acidentais como os humanos. O herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) acomete
bovinos com alta morbidade e pode causar grave meningoencefalite com taxa de letalidade préxima a
100% em animais jovens. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da infecg¢do cronica por T canis
na resposta imune humoral e celular contra BoHV-5 em camundongos. Foram utilizados 20 camundongos
BALB/c, procedentes do Biotério Central da UFPEL (CEEA n2 4068). Os camundongos foram divididos em
dois grupos, contendo 10 animais cada, denominados: grupo Toxocara que foi infectado com 100 ovos de
T canis 60 dias antes da primeira dose da vacina de BoHV-5 (infec¢do crénica), e grupo controle que nao
teve nenhum contato com T. canis. No dia zero do experimento, todos os animais foram vacinados contra
BoHV-5, com uma dose de refor¢o no dia 21. Foram realizadas coletas de sangue e os soros armazenados
para posterior avaliacdo da imunidade humoral pelo ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA) e pesquisa
de anticorpos neutralizantes contra BoHV-5 (Técnica de soroneutralizagdo, SN). No dia 28, todos’ animais
foram submetidos a eutanasia, os bacos foram removidos e os esplendcitos cultivados. Foi realizada a
extracdo do RNA e a sintese de cDNA e em seguida, a técnica de PCR em tempo real para a avaliacao da
expressdo de citocinas. Os resultados obtidos a partir do ELISA mostraram niveis de anticorpos crescentes
até o final do experimento, em ambos os grupos, sem diferenca estatistica. Entretanto, na SN foi observado
que o grupo Toxocara ndo apresentou anticorpos neutralizantes, enquanto o grupo controle apresentou
titulos de anticorpos neutralizantes contra o BoHV-5. Foi observada diminuicao da transcri¢do génica de
[FN-y (2,5 vezes) no grupo infectado por T. canis, em relagdo ao controle. Sendo assim, a infec¢ao cronica
por T. canis modula a resposta imune humoral e celular de camundongos vacinados contra o BoHV-5, o que
corrobora com resultados descritos na literatura, onde afirmam que os parasitos modulam a resposta imune
do hospedeiro. Assim, influenciam na resposta imune vacinal.

Palavras-chave: Toxocariase. Herpesvirus bovino tipo 5. Vacina. Imunomodulacio.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 87



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

MUDPIT ANALISYS IDENTIFY NEW PROTEINS OF PORCINE
CAUDA EPIDIDIMAL FLUID

L.E. ARGENTI™*, A. WEBER!, L. SANTI?, W. O. B. DA SILVA}, ]. R. YATES 111 e I. C. BUSTAMANTE-FILHO!

1 UNIVATES, Rua Avelino Tallini, 171 - Bairro Universitario. Lajeado/RS - Brazil, CEP 95900-000.
2 Scripps Research Institute, 10550 North Torrey Pines, La Jolla, CA 92037, USA.
*Apresentador: lauraargenti@brturbo.com.br

Caudal epididymal fluid (EF) in contact with sperm cells prior ejaculation prevents premature capacitation,
protect against oxidative stress and maintain metabolic quiescence. Some important proteins were identified
in the cauda EF, however a deep investigation of its proteome was never performed. Here we report the use of
shotgun proteomics using Multidimensional Protein Identification Technology (MudPIT) to identify proteins
in the fluid of boar cauda epididymis. The samples were acquired from ten sexually mature healthy boars that
were surgically castrated and the epididymal sections of region 9, corresponding to boar cauda epididymis,
were dissected and the EF was flushed out and collected. All procedures were approved by the The Ethics
Committee of Animal Use from UNIVATES (001/2015). EF samples were polled (300 pg each) and processed for
shotgun proteomics analysis using an Agilent 1100 quaternary HPLC followed by a LTQ-XL mass spectrometer.
Protein identification and quantification analysis were done with Integrated Proteomics Pipeline. Tandem mass
spectra were extracted into ms2 files from raw files using RawExtract 1.9.9 and were searched using ProLuCID
algorithm against the Sus scrofa database. A total of 663 proteins were identified, and the most abundant in a
semi-quantitative analysis were the following (spectral counts): epididymal-specific lipocalin-5 (1465), beta-
hexosaminidase subunit beta precursor (1346), phosphatidylethanolamine-binding protein 4 precursor (367),
lactotransferrin precursor (226), brain acid soluble protein 1 isoform 2 (134), di-N-acetylchitobiase, partial
(115), epididymis-specific alpha-mannosidase (114), epididymal secretory glutathione peroxidase precursor
(112), reticulocalbin-1 isoform 2 (103) and alkaline phosphatase, tissue-nonspecific isozyme (101). Knowing
the protein composition of the EF open doors for a better understanding of fertility problems and may lead to
the development of sperm preservation techniques.

Keywords: Swine. Protein. Infertility. Sperm preservation. Mass spectrometry.
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POTENCIAL DE ISOLADOS DE BEAUVERIA BASSIANA NO
CONTROLE BIOLOGICO DO THAUMASTOCORIS PEREGRINUS
(CARPINTEIRO E DELLAPE 2006)

M. C. MENDONCA®*T. S. SANTOS?, A. C. DE FREITAS?, M. G. B. A. ARAUJO}, J. C. M. PODEROSO*, G. T.
RIBEIRO* e L. P. DA COSTA!
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2Fapitec: Travessa Baltazar Gois, n° 86, Edificio Estado de Sergipe, 10° Andar, Centro, Aracaju - Sergipe

3Emdagro: Avenida Carlos Rodrigues da Cruz, s/n, Capucho, Aracaju - Sergipe

4Universidade Federal de Sergipe - Laboratério de Entomologia Florestal (LEFLO): Avenida Marechal Rondon, s/n, Jardim Rosa Elze,
Sao Cristéviao - Sergipe

*Apresentador: e-mail (marcelo_costa@unit.br)

Thaumastocoris peregrinus é um inseto sugador (Hemiptera: Thaumastocoridae) que tem ocasionado aredugao
da produtividade de eucalipto nos principais plantios comerciais do Brasil desde 2008. Dentre os métodos
de controle bioldgicos estudados para a redugio de populagdes de T peregrinus em campo, a utilizacdo dos
fungos entomopatogénicos se destaca como alternativa promissora para aplicacdo em programas de controle
em larga escala, porém ainda é pouco explorada. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a viruléncia de
isolados de Beauveria bassiana sobre adultos de T peregrinus em condi¢des de laboratério. Foram utilizados
07 isolados de B. bassiana (Bb1 até Bb7), originarios da micoteca da Emdagro (Sergipe/Brasil). Os conidios
dos fungos foram produzidos em meio semissoélido de arroz. As suspensdes flngicas, para todos os isolados,
foram padronizadas na concentracdo 1x10% conidios/mL?, o controle foi uma solucdo de Tween 80 (0,05%).
Utilizando-se um pulverizador manual do tipo airbrush (30atm) foiaplicado 1 mL das suspensdes (tratamento +
controle) sobre os insetos adultos de T. peregrinus acondicionados em folhas de eucalipto (Eucalyptus grandis).
Ap0s a pulverizagdo, os insetos nas folhas de eucalipto foram mantidos em sala climatizada 26+1°C, fotofase
12 h, e avaliados, diariamente, durante 10 dias. Os insetos mortos foram quantificados, desinfetados com
solugdo de hipoclorito de sédio (1%) e 4gua e mantidos em cdmara Umida até a identificacdo da colonizacdo
do fungo no exterior do seu corpo, confirmando-se a mortalidade pelo patégeno. A mortalidade confirmada
foi corrigida pela formula de Abbott e submetida a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05). ATL, foi analisada a partir da construcdo da curva de sobrevivéncia dos isolados pelo modelo
Kaplan-Meier, pelo software SPSS v.15. O percentual de mortalidade confirmada de T. peregrinus, causado pelo
fungo B. Bassiana, diferiu significativamente entre os isolados (F= 2,767 e P= 0,038). Os isolados Bb7 (85%),
Bb2 (80%), Bb1 (74,2%), Bb3 (73,1%), Bb4 (73,1%) e Bb6 (67,9%) nio diferiram significativamente entre si,
segundo teste de Tukey (p < 0,05). O isolado Bb5 (51,6%) apresentou a menor taxa de mortalidade para esta
avaliagdo. Os isolados Bb7, Bb4 e Bb3 apresentaram maior viruléncia sobre T peregrinus, TL., de 02 dias. Os
resultados indicam a eficiéncia de isolados de B. bassiana para o controle de T. peregrinus.

Palavras-chave: Fungos entomopatogénicos. Controle microbiano. Percevejo bronzeado do eucalipto.
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IDENTIFICACAO DE PROTEINAS ESPERMATICAS ASSOCIADAS A
QUALIDADE DO SEMEN SUINO

A. SCHNEIDER?Y, E. R. SONTAG! e I. C. BUSTAMANTE-FILHO!

1 Laboratdrio de Biotecnologia, Univates, Lajeado, RS, Brasil

A inseminacdo artificial é uma das biotecnologias mais utilizadas na reproduc¢io animal, tendo influéncia
direta nos indices produtivos. Os principais ganhos sdo otimizacdo do uso de material genético, redugdo na
transmissdo de doencas sexualmente transmissiveis e menor custo. Estes resultados dependem da qualidade
do sémen, garantindo assim o sucesso da técnica. Diversas avaliacdes da qualidade seminal sdo realizadas,
destacando-se andlise de motilidade e morfologia espermatica, que possibilitam fazer uma classificacdo prévia
das doses que serdo inseminadas. Porém, busca-se marcadores proteicos que auxiliem em uma identificacao
mais acurada de ejaculados de alta e baixa qualidade. O objetivo deste trabalho é identificar proteinas do
espermatozoide suino associadas a qualidade espermatica. Os ejaculados foram obtidos em uma central de
inseminacdo artificial, aonde logo apds a coleta foram realizados testes de motilidade, concentragio e vigor
espermatico, assim classificados conforme as normas do Colégio Brasileiro de reproducdo Animal. Ejaculados
com a motilidade total 270% foram classificados como aptos a comercializagao (Grupo Aprovado). Amostras
com niveis inferiores foram descartadas e alocadas no (Grupo Reprovado). Para avaliacdo da motilidade
utilizou-se o Spermvision (Minitube). Posteriormente as amostras passaram por processos de centrifugacao,
para separacdo do plasma seminal e espermatozoides. Para obtencdo de proteinas espermaticas utilizou-
se 3x10° espermatozoides que sofreram lise quimica e mecinica em tampao RIPA. Apds a quantificacdo de
proteinas totais, as amostras serdo analisadas por 2D-SDSPAGE, que consiste na separacdo das proteinas
por ponto isoelétrico e apds a separacdo das mesmas pela massa molecular, através de corrida em gel de
poliacrilamida 15%. Os géis serdo digitalizados e analisados pelo software PD-Quest 8.0 (Bio-Rad). A andlise
estatistica se fara por testes de contingéncia (Qui-quadrado e teste exato de Fisher) e para andlise entre os
grupos através do teste t de Student. Os resultados até o presente momento indicam que o grupo aprovado
apresentou motilidade total média de 88 + 5,5 %, estatisticamente superior ao grupo reprovado, com 55 + 13,6
% (p < 0,01). Nao foi encontrada diferenca significativa entre a concentracdo de proteina total nos extratos dos
dois grupos avaliados. A andlise dos géis esta sendo realizada no presente momento e determinara se existem
proteinas diferencialmente expressas nos grupos avaliados.

Palavras-chave: Analise motilidade. Inseminacio artificial. Qualidade espermatica. Suinos.
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PROTEOME OF THE SWINE CAUDA EPIDIDYMIS: EFFECT OF
GNRH IMMUNIZATION

I. C. BUSTAMANTE -FILHO"Y, W. O. BEYS DA SILVA?, L. SANTI! e ]. Yates III2

1 Laboratério de Biotecnologia, UNIVATES, Rua Avelino Tallini, 171, Lajeado, RS, Brazil.
2 The Scripps Research Institute, 10550 North Torrey Pines Road, La Jolla, CA 92037, USA.
*Apresentador: ivanbustamante@univates.br

Several studies on the epididymal proteome have shown the diversity of this fluid, with several hundreds
proteins described in several species in a wide range of abundance. Epididymal regional differentiation is
established progressively with aging and is dependent of several mechanisms such as the level of testosterone,
and the action of factors originating either from the testis or from the epididymis. Previous results based on
2D SDS-PAGE studies showed that approximately 48% of all the proteins secreted in the boar epididymis are
dependent on the presence of androgens. The aim of our study was to verify if GnRH-immunization has an
influence on the proteome of cauda epididymal fluid and spermatozoa in boars by means of multidimensional
protein identification technology (MudPIT). Twenty adult boars (Large White and Duroc breeds) between
10 and 18 months old were used for this study. Experimental groups were assigned as follows: GnRH-
Immunized Group: ten boars were immunized with Vivax® (Pfizer) 2 months before slaughter, according to
the manufacturer’s guidelines and epididymides were collected after slaughter; Control Group: epididymides
from 10 healthy boars with no reproductive disease were obtained after orchiectomy. Collection of cauda
epididymal fluid (CEF) was performed by dissection of the cauda region and perfusion of the epididymal
tubule. Epididymal fluid and spermatozoa were separated by centrifugation. Protein extracts were prepared
and submitted to MudPIT analysis. Also, differential expression of proteins between groups was observed in
both epididymal fluid and spermatozoa. The GnRH immunization induced an up-regulation in the expression
of 50 sperm proteins and 40 epididymal fluid proteins. Gene ontology analysis showed a significant change in
proteins associated to cellular stress, which is induced by the depletion of serum and testicular testosterone
and increase of seminiferous tubuli apoptosis. This study provides a major insight into endocrine regulation
on epididymal physiology and possible impacts on sperm quality and male fertility.

Keywords: Boar. Proteomics. Epididymis. Spermatozoa. GnRH.
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APERFEICOAMENTO DE PROTOCOLO PARA EXTRACAO DE DNA
DE LEVEDURAS COM METODO CTAB

J. C.JARDIM" e L. M. GERARD?

! Instituto Federal de Santa Catarina, Rua Maria Aparecida Barbosa, nimero 153, Garopaba, Santa Catarina, Brasil
2 Universidad Nacional de Entre Rios, Rua Monsefior Tavella, nimero 1450, Concordia, Entre Rios, Argentina
*Apresentador: jcostajardim@gmail.com

As leveduras sdo consideradas o modelo ideal para o estudo de células eucaridticas e possuem inimeras
aplicagdes na biotecnologia em areas de pesquisa emergentes. A identificagdo molecular de leveduras é uma
técnicaqueapresentao potencial de substituir os testes bioquimicos tradicionais porque geramaioracuracidade
na identificacdo de espécies. Entretanto, a maior parte dos protocolos para extracdo de DNA de leveduras
tem como base esferas de vidro, equipamento inviavel para a analise de amostras em maior escala. Outros
protocolos que ndo utilizam esse equipamento ndo seguem o método CTAB ou ndo possuem reproducibilidade
devido a falta de informacdes. Tendo em vista esses fatores, o objetivo desse estudo foi adaptar um protocolo
de extracdo de DNA sem fenol para leveduras. Empregou-se a levedura Saccharomyces spp. isolada de mel e
inoculou-se em Agar Batata Dextrosado. A amostra foi incubada a 30 +1°C por 48 horas. Variou-se a extracio
de DNA em relacdo ao protocolo base nos meios de cultura utilizados, na adi¢do de esfriamento da amostra
em gelo, nos tempos de centrifugacdo (14000 rpm por 10 minutos), agitacdo em vortex (25 hertz por 15
segundos) e nas quantidades de reagentes. O protocolo aperfeicoado é constituido pela remocao de proteinas
com Proteinase K e dodecil sulfato de sddio a 20%. Demais contaminantes sdo removidos por precipitacio
seletiva com a adi¢cdo de CTAB e NaCl e subsequente centrifugacdo com cloroférmio e alcool isoamilico (24:1
respectivamente). Posteriormente precipita-se DNA com isopropanol, conservando amostra em buffer Tris-
EDTA 1X. Analisou-se a qualidade do DNA extraido em eletroforese horizontal (1% agarose) e quantificou-se
as amostras, obtendo quantidade de DNA da amostra do protocolo aperfeicoado de 1,819 pg/mL, com razdo
(260/280) de 1,899. Recomenda-se o protocolo para subsequentes técnicas de PCR devido a integridade
apresentada em eletroforese e razdo em espectrofotometro considerada ideal, sendo o protocolo mais pratico
que os ja existentes devido a utilizacao do versatil reagente CTAB e a auséncia de esferas de vidro. Esse estudo
foi desenvolvido através de uma bolsa de intercambio pelo programa PROPICIE do Instituto Federal de Santa
Catarina com a Universidad Nacional de Entre Rios, sob a orienta¢do da Prof. Dra. Liliana M. Gerard.

Palavras-chave: Identificacdo molecular. Extracdo de DNA. Levedura.
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ESTRATEGIAS DE GERACAO DE MUTANTES PARA ESTUDOS
FUNCIONAIS EM Metarhizium anisopliae: CONSTRUCAO DE
LINHAGENS AKU70

A. M. CZECZOT"*e A. SCHRANK".

Centro de Biotecnologia da UFRGS (CBiot/UFRGS), Av. Bento Gongalves, 9500-Bloco IV, Prédio 43-421, Bairro Agronomia, CEP
91501-970, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.
* Apresentador: alexiaczeczot@gmail.com

O fungo Metarhizium anisopliae é capaz de infectar diversas espécies de hospedeiros artrépodes, sendo
utilizado em escala comercial para o controle de pragas da agricultura. E um modelo de estudo das interacdes
entomopatégenos/hospedeiros. A caracterizagdo da funcdo génica pela construcdo de mutantes nulos é uma
das abordagens mais utilizadas em estudos realizados em M. anisopliae para caracterizar a infec¢do, sendo
realizada a partir da interrupc¢io do locus de interesse via recombina¢do homoéloga. No entanto, a geracio
de mutantes nulos por recombinacdo homologa exibe baixa eficiéncia em fungos filamentos uma vez que a
recombinacdo ndo homdloga é a via de reparo dominante. Entre as proteinas envolvidas neste processo estdo o
heterodimero Ku, proteina quinase dependente de DNA e o complexo ligase [V-Xrcc4. Sabe-se que mutantes na
via de recombinag¢do ndo homdloga aumentam a frequéncia de recombinagdo homologa. Portanto, o objetivo
deste trabalho é obter mutantes para o gene ku70 a fim de aumentar a taxa de recombinacdo homoéloga para
que, posteriormente, possam ser construidos mutantes funcionais para genes alvo em M. anisopliae com maior
eficiéncia. Inicialmente, foi construido um cassette de delecdo para o gene ku70, por meio da amplificagdo de
regides de 1.200 pares de bases a montante e a jusante da regiao codificadora do gene ku70. Estes produtos
amplificados foram fusionados a marca de resisténcia para o antibidtico nourseotricina (gene nat), sendo o
cassette de delecdo clonado no vetor de entrada pCR-2.1-TOPO, e subclonado no vetor binario pPZP201BK. Apés
esta etapa, células quimiocompetentes de A. tumefaciens foram transformadas com o vetor pPZP::AKu70::nat
e, posteriormente, utilizadas na agrotransformacdo de M. anisopliae. A busca pelo mutante de M. anisopliae,
contendo o locus do gene ku70 interrompido foi realizada pela extracdo de DNA e a andlise por PCR identificou
06 potenciais mutantes. A confirmacdo dos mutantes foi realizada por analise da integracao utilizando Southern
blot. Os mutantes de KU70 obtidos nao apresentaram diferencas morfolégicas e de crescimento em relagio a
linhagem selvagem quando expostos a estressores abiéticos. Posteriormente, sera realizado bioensaio para
verificar se a eficiéncia de infeccdo da linhagem Aku70 de M. anisopliae é afetada. O aumento na taxa de
recombinacdo homoéloga sera avaliado pela construcao do mutante Aade2 de M. anisopliae.

Palavras-chave: Metarhizium anisopliae. Recombinacao. Ku70.
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AVALIA(;AO DA RESPOSTA TRANSCRICIONAL A CON DIQGES DE
ESTRESSE EM CULTIVOS DE Mycoplasma hyopneumoniae

G. M. BREYERY, F. M. SIQUEIRA! e I. S. SCHRANK!

! Laboratdrio de Microrganismos Diazotroéficos, Centro de Biotecnologia, Departamento de Biologia Molecular e Biotecnologia, UFRGS
*Apresentador: gabibreyer@hotmail.com

Mycoplasma hyopneumoniae é uma espécie bacteriana cujas principais caracteristicas sao a auséncia de
parede celular e o tamanho diminuto de seu genoma. Nosso grupo de pesquisa tem como principal objetivo
o entendimento dos mecanismos que regulam a expressao génica em M. hyopneumoniae. Estudos anteriores
demonstraram que esta bactéria é capaz de responder a nivel transcricional a condi¢des de estresse, como
o estresse térmico e oxidativo. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho é identificar genes alvo
para o controle in vitro destas duas condi¢des de estresse, confirmando a expressao diferencial de genes
preditos como envolvidos nestas condi¢oes. Para isso, foram selecionados nove genes alvos, apontados como
diferencialmente expressos em analises de transcritomas anteriores, sendo eles: cinco genes regulados
positivamente na condicdo de estresse térmico (glpK, glpF, dnaK, dnaj e oppC), e quatro genes regulados
positiva (atpB, glyS e mglA) ou negativamente (ftsY) na condicdo de estresse oxidativo. Foram realizados
cultivos de M. hyopneumoniae em trés condig¢des: padrao (cultivo a 37 °C por 24 h), estresse térmico (cultivo
padrio, seguido de incubacdo a 30 2C por 2 h, e a 42 °C por 30 min), e estresse oxidativo (cultivo padrao,
seguido da adi¢do de 1 % de H,0, e incubagdo a 37 °C por 15 min). O RNA foi extraido em replicatas com o
kit Illustra™ RNA spin Mini RNA isolation kit (GE Healthcare Life Sciences). Para cada RNA extraido, o DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado por meio de reacdes de transcricdo reversa (RT), empregando primer
randomico. Os cDNAs foram utilizados como molde para a reacdo de PCR quantitativo (qQPCR), sendo o calculo
da expressio relativa realizado pelo método 2“". Todos os genes alvo foram testados nas trés condi¢oes de
cultivos analisadas. Por essa metodologia quatro genes tiveram sua expressao relativa elevada na condicdo
de estresse térmico, quando comparados ao cultivo padrdo (P<0,05). Apenas o gene oppC nio apresentou
expressao diferencial em relacdo ao gene normalizador. Na condicdo de estresse oxidativo, dois genes alvo
foram diferencialmente expressos (P<0,05), porém atpB e glyS ndo apresentaram mudancas significativas nos
seus niveis de expressao. Os resultados obtidos nesse trabalho permitem sugerir a existéncia da inducdo da
expressdo génica diferencial de M. hyopneumoniae frente as condicdes de estresse testadas.

Palavras-chave: Estresse térmico. Estresse oxidativo. Cultivo celular. Expressdo diferencial. QRT-PCR.
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PURIFICACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS PRODUZIDOS POR
UM ISOLADO DE STREPTOMYCES SP.
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1 Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da Satde, Departamento de Microbiologia. Rua Sarmento
Leite, 500. CEP 90050-170
* Apresentador: ceh.proenca@gmail.com

O filo Actinobacteria é um importante grupo de bactérias Gram positivas amplamente distribuidas nos
ambientes aquaticos e terrestres. Sdo grandes produtores de compostos biologicamente ativos e, portanto, de
grande interesse biotecnolégico. O género Streptomyces destaca-se como maior produtor destes compostos e
cerca de 7000 metabdlitos ja foram isolados deste género. Em um tnico isolado podemos identificar mais de
um composto e estes podem ter atividade bioldgica distintas. Varios antibiéticos distintos, com diferenca
quimica, estrutural e sitio alvo foram isolados de espécies pertencentes ao género Streptomyces, o que o
torna responsavel por aproximadamente 70% dos antibidticos hoje disponiveis para uso. Este trabalho tem
por objetivo realizar purificacdo e caracterizagdo parcial de um composto antimicrobiano, produzido pelo
isolado Streptomyces 8S, com atividade contra bactérias Gram positivas multirresistentes. Visando estudar a
estabilidade do composto antimicrobiano foram realizados ensaios com adi¢cdo de EDTA e enzimas proteoliticas
ao extrato bruto contendo a atividade antimicrobiana e a incubacdo deste extrato em altas temperaturas. Para
a purificacdo do composto antimicrobiano foi realizada uma etapa de extracao liquido-liquido com o solvente
organico acetato de etila, e posteriormente foram realizadas cromatografias de gel-filtracdo (Sephadex G-75)
e de troca ionica (SP-Sepharose e DEAE-celulose). A atividade antimicrobiana presente no extrato foi analisada
apos cada etapa através da técnica de difusdo em poco utilizando-se como bactéria-teste um Staphylococcus
aureus meticilina resistente. O composto manteve-se ativo ap6s os ensaios de estabilidade, sugerindo origem
ndo proteica. O antimicrobiano em questdo ndo se aderiu a coluna SP-Sepharose e foi altamente retido na
DEAE-celulose, mostrando possuir carga negativa. Este trabalho sugere novos estudos a partir dos resultados
preliminares obtidos, com a perspectiva de investigar o composto antimicrobiano por meio de cromatografias
de alta resolugdo e ressonancia magnética nuclear.

Palavras-chave: Actinobacteria. Antibiético. Extracdo. MRSA.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 96



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

CONTROLE DAS LAGARTAS DESFOLHADORAS DA SOJA ATRAVES
DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS DO BIOMA PAMPA

N. ANDRADEY, V. B. SOARES?, D. B. BALDONTI, L. E. CURIOLETTI? A. A. MELO? e R. ]. S. JACQUES!

Departamento de Solos, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima n? 1000, Bairro Camobi, Santa Maria-RS
2Departamento de Defesa Fitossanitaria, Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima n2 1000, Bairro Camobi, Santa Maria-RS
*Apresentador: bittencourtagro@gmail.com

Atualmente, o controle das lagartas desfolhadoras na soja é realizado com uso de inseticidas sintéticos, os quais
causam grandes impactos ambientais e resisténcia das pragas. O objetivo deste trabalho é avaliar a eficiéncia
de fungos entomopatogénicos isolados do bioma Pampa no controle das duas lagartas de grande importancia
como pragas agricolas, a falsa-medideira Chrysodeixis includens e a Helicoverpa armigera. Os procedimentos
utilizados nos testes seguiram os protocolos internacionais de testes de inseticidas, com a utilizacao de vinte
lagartas de segundo instar. Uma suspensdo de 108 ou 10° esporos/ml* dos fungos foi produzida a partir do
banco de fungos quitinoliticos do Laboratério de Biologia do Solo do Departamento de Solos da Universidade
Federal de Santa Maria. Esta suspensao foi aplicada nas lagartas por imersao de 30 segundos. Ap6s a aplicagao,
as lagartas foram secas em papel toalha e colocadas individualmente em copos plasticos de 50 mL com tampa
de acrilico transparente, contendo dieta artificial. As lagartas foram armazenadas em estufa tipo BOD até a
realizacdo das avaliacdes aos 3, 6,9, 12, 15, 18 e 21 Dias Apds o Tratamento (DAT). A eficiéncia de controle foi
calculada aplicando-se a férmula de Abbott (1925): E%= (T-Tr)/T*100, onde: E% é a eficiéncia de controle do
tratamento; T é o nimero de lagartas vivas na testemunha; Tr é o nimero de lagartas vivas nos tratamentos.
Os fungos apresentaram eficiéncia no controle das duas principais lagartas causadoras de danos nas culturas
agricolas. A eficiéncia foi maior no controle da lagarta Chrysodeixis includens que, atualmente, causa os maiores
danos na soja, se comparado ao controle da Helicoverpa armigera. Os fungos Q14, Q25, Q41 e Q45 foram os mais
eficientes, atingindo porcentagens de controle acima de 80% para Chrysodeixis includens. Ja para Helicoverpa
armigera, o fungo mais promissor é o Q14, que apresentou eficiéncia de 68%. Os fungos selecionados serdo
utilizados na formulagao de bioinseticidas.

Palavras-chave: Biodiversidade. Prospecc¢do. Bioinseticidas. Pragas agricolas.
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PRODUCAO DO BIOPLASTICO P(3HB) POR Bacillus megaterium
CN3: INFLUENCIA DO pH E ADICAO DO PERCURSOR ACIDO
BUTIRICO

M. I. ALVESY, K. L. MACAGNAN?, A. A. RODRIGUES?, P. D. de OLIVEIRA? e A. da S. MOREIRA3

1 PPGCTA- Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario, S/N, Caixa Postal, 354, CEP: 96010-900
2 PPGB- Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario, S/N, Caixa Postal, 354, CEP: 96010-900

3 CCQFA- Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario, S/N, Caixa Postal, 354, CEP: 96010-900
*Apresentador: marianeigansialves@hotmail.com

Como alternativas de substituicdo dos polimeros de origem petroquimica, os bioplasticos vém ganhando cada
vez mais espaco nos projetos de pesquisa e na industria, contribuindo para uma melhoria significativa ao meio
ambiente. Dentre os bioplasticos, destaca-se o Poli (3-hidroxibutirato) [P(3HB)], totalmente biodegradavel
e utilizado por iniimeros microrganismos como reserva de carbono e energia. Ele pode ser proveniente de
fontes de carbono naturais renovaveis, como milho, celulose, batata e cana de ac¢ucar, ou ser sintetizado a
partir de pequenas moléculas, como os acidos butirico e valérico. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
estudar a influéncia do pH (5 a 8) e do acido butirico (0 a 3,615 mM) no crescimento microbiano e acimulo
polimérico na fase de producdo em cultivos da cepa de Bacillus megaterium CN3 no meio mineral F4. Para
obtencdo do inéculo, incubou-se o microrganismo em meio sélido AYN a 36 2C durante 24h; apds, as células
foram diluidas em meio liquido YM até atingirem densidade éptica (DO) inicial de 0,5 abs. Ap6s, por¢des de 200
mL da suspensdo bacteriana foram colocados em frascos Erlenmeyers de 500 mL, e as condi¢des de incubacado
foram 36 2C e 150 rpm durante 24 h. Para a fase de producao, foram utilizados 11 tratamentos com diferentes
concentragdes de acido butirico e valores de pH, que foram ajustados com NaOH 0,1N e HCI 0,1N. Transferiu-
se o indculo, na proporcdo de 20%, para frascos Erlenmeyer de 500mL contendo o meio liquido mineral de
produgio F4, que foram incubados em agitador orbital a 36 2C e 200 rpm até 72 h. O crescimento microbiano
foi verificado através da determinag¢do da DO, em 600 nm, e da biomassa celular seca (BCS), por gravimetria;
transferiu-se os cultivos para tubos Falcon e centrifugou-se os a 10000 g e 4 2C por 15 min. Separou-se os
sobrenadantes e secou-se os pellets em estufa a 56 2C por 48 h. Realizou-se a extracdo do P(3HB) da BCS com
cloroférmio [40:1(v/m)] a 58 °C em tubo fechado. Verificou-se a maior DO (5,233 0,153) em 72h com 0 T2 (3
mM de acido e pH 5). Para a biomassa celular e rendimento, a combinacao T6 (3,615 mM de acido e pH 6,5) e
T10 (1,5 mM de acido e pH 6,5) obtiveram 1,010g/L (51,43%) e 1,205g/L (45%). A partir desses resultados
é possivel concluir que é possivel elevar a produc¢ido de P(3HB) mediante ajuste de pH e adi¢ao controlada do
precursor acido butirico, sendo a melhor condi¢cdo encontrada na combinacao 1,5 mM de acido e pH 6,5.

Palavras-chave: Plastico Biodegradavel. Biopolimero. Biomassa. Poli (3 hidroxibutirato).
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IDENTIFICACAO DA PRESENCA DE LIPIDEOS NA BIOMASSA
MICROALGAL POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

C.D. G. COUGOY, L. F. TRIERWEILER! e M. FARENZENA!

! Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS, Rua Engenheiro Luiz Englert, s/n? -Prédio 12204 - CEP:90040-040 - Porto
Alegre/RS
*Apresentador: ceciliacougo@gmail.com

Desde 2008, quando a adi¢do do biodiesel ao diesel petroquimico se tornou obrigatoria, a producgido deste
biocombustivel aumentou no pafs. Uma das matérias-primas mais produtivas em teor de 6leo (lipideo) por
hectare é proveniente das microalgas, ja que estas podem ser cultivadas em terras ndo araveis e nio competem
com a alimenta¢do humana. Os métodos tradicionais utilizados para quantificagdo dos lipideos sdo demorados,
envolvem altos custos com reagentes, destroem a biomassa em andlise e geram residuos a serem tratados
antes do descarte. Com isso, a busca por métodos rapidos, praticos, que possam ser utilizados em tempo real
e que ndo consomem a amostra vem ganhando espago nas pesquisas. Uma das alternativas é a utiliza¢io do
infravermelho médio (MIR), o qual é utilizado para aidentificacdo de moléculas organicas a partir do movimento
de rotacio e vibracdo dos atomos. Este método quantifica o comprimento de onda e a intensidade de absorcao
da luz pela amostra. O objetivo deste trabalho é a utilizagdo do MIR para analisar a presenca de lipideos
na biomassa microalgal. O cultivo foi realizado em reatores com volume util de 4,5 L, utilizou-se a espécie
Chlamydomonas em meio de cultura BG-11, o qual foi mantido por 10 dias, sob foto-periodo de 12 hclaro 12 h
escuro. Ao término, o cultivo foi centrifugado a 3500 rpm por 15 min e posteriormente a biomassa foi mantida
em estufa a 50 2C por 48 h para secagem. A biomassa seca foi analisada em MIR, utilizando pastilhas de KBr
para amplificar o sinal. O espectro gerado foi analisado comparativamente com alguns padrdes encontrados
na literatura e verificou-se a presenca de triglicerideos e fosfolipidios principalmente por trés bandas de
absorcdo, sendo estas em 2948, 1666 e 1086 cm™* para a microalga Chlamydomonas analisada. Em 2948 cm™
podem-se identificar as moléculas CH, e CH,. A banda de absor¢do em 1666 cm™ representa a ligagdo C=0,
caracteristico de lipideos. O PO, caracteristicos dos fosfolipidios podem ser distinguidos no pico de absorcédo
em 1086 cm™. Portanto foi possivel verificar a presenca de lipideos na biomassa de Chlamydomonas por meio
da andlise por MIR. Posteriormente, serdo realizados outros testes com diferentes cepas de microalgas, a fim
de gerar um método confidvel para a andlise de lipideos através do infravermelho médio.

Palavras-chave: Chlamydomonas. Método. MIR.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 99



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

CONCENTRACAO POR ULTRAFILTRACAO (UF) DE COMPOSTO
BIOATIVO A PARTIR DE Morchella esculenta

C. R. CONTESSAY, N. B. de SOUZA?, L. ALMIEDA!, A. P. MANERA! e C. C. MORAES!

! Universidade Federal do Pampa - UNIPAMPA, 96413-170 - Bagé, RS - Brasil
*Apresentador: camilaramao@hotmail.com

A classe dos Basidiomycotas é caracterizada pela presenca de basidios, estrutura onde ocorre a formacgao de
esporos, que tem por seu representante fungos macroscépicos, os cogumelos. Estes necessitam da absorcao
de compostos organicos para a obtenc¢do de energia para a sua manutencdo. Alguns metabélitos produzidos
pelos cogumelos podem ser extraidos e usados como antimicrobianos. A purificacdo destes compostos pode
permitir a obtencdo de compostos isolados da atividade destes, visando maior eficacia antimicrobiana.
Dentre este contexto, o objetivo deste trabalho foi obter e concentrar o composto antimicrobiano a partir do
cogumelo Morchella esculenta e testar sua atividade frente aos patogenos, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. A obtencdo do bioativo foi obtida a partir do micélio de Morchella esculenta, por ultrafiltracdo (UF), com
membranas porosas com massa molar de corte de 3kDA, 30kDa, 50kDA, 10kDA e 100KkDA, técnica que retém
compostos com massa molar na faixa de 1kDa a 100kDa. A agdo antimicrobiana foi testada pelo método de
microplacas descrito na norma NCCLS (2003). Obteve-se com os resultados a maior porcentagem de inibicdo
contra Staphylococcus aureus no retido da membrana de 50kDa totalizando 58,99% de inibi¢do. Assim, teve
um aumento de mesma magnitude do extrato bruto. Porém, nio obteve-se resultados satisfatérios contra a
Escherichia coli, comprovando relatos da literatura, os quais evidenciam que o agente inibidor eficaz contra
micro-organismos gram-positivos difere em sua composicdo do agente inibidor contra gram-negativos. Como
conclusdo, pode-se afirmar que o tamanho da molécula do composto antimicrobiano, obtido do micélio do
cogumelo comestivel Morchella esculenta é maior que 50kDa, e que o mesmo tem a¢do antimicrobiana sob
Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Cogumelo Pantorra. Purificacdo. Antimicrobiano.
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AUMENTO DA EFICIENCIA NA MANIPULACAO GENETICA
EM CIANOBACTERIA ATRAVES DO USO DE FRAGMENTOS
LINEARES DE DNA EM ASSOCIACAO COM INIBIDOR DE
EXONUCLEASE

J. G.RIET, S. B. BMARTENS, C. F. C. LANES, D. V. ALMEIDA e L.F. MARINS

Laboratério de Biologia Molecular, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal do Rio Grande - FURG. Awv. Italia, Km 8,
96201-900, Rio Grande, RS, Brasil
*Apresentador: jaderiet@hotmail.com

Cianobactérias tém sido alvos de manipulacdo genética com objetivo de alterar caracteristicas fenotipicas
de interesse. Em geral, a manipulacdo genética desses microrganismos esta baseada na utilizagao de vetores
plasmidiais, os quais precisam ser construidos através de varias etapas metodolégicas como restrigao, ligacao,
transformacao bacteriana e purificagdo. A recombinacdo homologa utilizando fragmentos lineares de DNA,
produzidos através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tem se mostrado uma técnica onde essas etapas
sdo simplificadas. Porém, a insercdo de fragmentos lineares de DNA em cianobactérias apresenta alguns
obstaculos, como a instabilidade dessas sequéncias promovida pela producio de exonucleases (DNAses) por
esses microrganismos. O uso de inibidores de DNAses seria uma alternativa para aumentar a eficiéncia na
integracdo gendmica. Desta forma, esse trabalho teve por objetivo testar a eficiéncia da inser¢do de DNAs
lineares produzidos através de PCR, por recombinacdo homologa no sitio neutro I de Synechococcus elongatus
PCC 7942, utilizando o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como inibidor de DNAse. Para isso, foram
produzidos quatro fragmentos lineares correspondentes ao gene de resisténcia a antibiético espectinomicina,
com diferentes tamanhos de regides de homologia. O efeito protetivo do EDTA foi avaliado por eletroforese
em gel agarose 1% a partir de experimentos onde os fragmentos lineares foram expostos em quatro tempos
diferentes de incubacdo (0 h, 1 h, 2 h, 3 h e 4 h). Uma redugio significativa da degradacdo foi observada através
da incubag¢do com EDTA a 40 mM. A integracao dos fragmentos lineares contendo o gene da espectinomicina
no sitio neutro I de S. elongatus foram confirmados por PCR. Adicionalmente, as manipula¢des com EDTA
mostraram maior eficiéncia no nimero de transformantes obtidos em relagdo ao método tradicional com
plasmideo circular. Portanto, a utilizagdo de um inibidor de DNAse, como o EDTA, aumenta significativamente
a eficiéncia da transformacdo de fragmentos lineares por recombinacdo homdloga em S. elongatus, tornando
os protocolos de transformacao mais simplificados e eficientes.

Palavras-chave: EDTA. Exonucleases. Recombinacdo homdloga.
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DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL SIMPLES 22 PARA
AJUSTE DE pH E CONCENTRAGAO DE ACUCAR NA FASE DE
INOCULO DE Ralstonia solanacearum PARA PRODUCAO DE
P(3HB)

K. L. MACAGNANY, M. I. ALVES?, A. A. RODRIGUES?, M. M. TORRES?; L. FURLANS, R. S. RODRIGUES?, P.
D. de OLIVEIRAY, A. S. MOREIRA'?3 e C. T. VENDRUSCOLO"
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2 UFPel, DCTA, Campus Universitario Capido do Ledo, RS, Brasil
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*Apresentador: karinemacagnan@hotmail.com

Poli (3-hidroxibutirato) [P(3HB)] é um biopolimero plastico biodegradavel acumulado no citoplasma
bacteriano de alguns microrganismos como inclusdes lipofilicas. O processo biotecnoldgico de sintese do
polimero ocorre em duas etapas, sendo a primeira de crescimento celular, em meio de cultura complexo,
seguida de uma fase de acimulo de polimero, que ocorre, normalmente, sob a condi¢do de excesso de fonte de
carbono. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da concentracdo da fonte de carbono (sacarose e glicose) e
do pH no meio de cultivo da fase de in6culo da bactéria fitopatogénica produtora de P(3HB) R. solanacearum,
visando elevar o rendimento em biomassa para se obter, consequentemente, maior rendimento de P(3HB).
Formulou-se o meio YF para o inéculo segundo Planejamento Experimental tipo delineamento fatorial
completo 22, composto de 2 variaveis independentes (x= pH, y= concentracio de acticar) e 3 repeti¢cdes no
ponto central, totalizando 7 tratamentos, em volume de 100 mL de suspensdo bacteriana inicial (DO,
0,5) contidos em Erlenmeyers aletados de 250 mL; as condi¢des foram 32 2C e 250 rpm por 24 h, em agitador
incubador orbital. As varidveis independentes foram pH (5 a 8) e concentracao de sacarose ou glicose (0 a
70), e a dependente foia DO, , avaliada em triplicata. Analisou-se estatisticamente os dados pelo teste de
variancia (ANOVA) p < 0,05 utilizando-se o software Statistica versdo 7.0. Utilizando-se glicose, verificou-se
que o pH e a combinacio das variaveis tiveram efeito positivo no aumento de biomassa, ja a concentracao
de agucar ndo teve efeito significativo. O maior crescimento celular para glicose, DO, 8,7, foi obtido
com a combinag¢do +1/+1 de pH (8) e actcar (70g/L). Ja para a sacarose, os maiores valores foram obtidos
utilizando a combinacdo dos pontos centrais de pH (6,5) e concentracao de agtcar (35g/L), resultando em
valor médio de DO, de 20,7. Nao se verificou efeito das variaveis independentes, para as faixas estudadas,
utilizando-se sacarose; apesar disso, foram obtidas as maiores concentragdes de biomassa utilizando esse
tipo de acucar. Esse achado é muito relevante, visto o menor preco da sacarose em relacido a glicose no
Brasil. A partir dos resultados obtidos nesse delineamento experimental simples serd desenvolvido um
delineamento completo central rotacional (DCCR), para obtencdo de superficies de resposta que indiquem
as melhores combinac¢des de pH e concentragdo do acicar sacarose.

Palavras-chave: Biopolimero. Bioplastico. Poli(3-hidroxibutirato). Sacarose. Glicose.
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PRODUCAO DE LACASES POR Marasmiellus palmivorus (VE-111)
EM BIORREATOR DE AGITACAO MECANICA E SUA APLICACAO
NA DEGRADACAO DE CORANTES TEXTEIS

C. CANTELEY, R. C. FONTANA' e A.]. P. DILLON®

! Laboratério de Enzimas e Biomassa, Instituto de Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul, Caixa postal 1352, 95070-560 -
Caxias do Sul/RS, Brasil.
*Apresentador: camilacantele@gmail.com

O desenvolvimento de tecnologias de tratamento e de biorremediacdo eficientes para o controle e reducdo
da polui¢do da dgua apresentam um desafio significativo. Uma alternativa de tratamento para as aguas
residuais de determinadas industrias, como as téxteis, papeleiras e petroquimicas, é a utilizacdo de enzimas
lignoliticas. O uso da biodegradagdo enzimatica tem demonstrado ser potencialmente eficaz no tratamento
dessa fonte de poluicdo por causa da baixa energia necessaria e o minimo impacto sobre os ecossistemas.
Particularmente, lacases tém demonstrado um grande potencial nessa drea por apresentarem uma baixa
especificidade de substrato. Essas enzimas sdo capazes de oxidar uma variedade de substratos aromaticos e
ndo aromaticos por meio da redugao simultanea de oxigénio a 4gua. Nesse contexto, foi avaliada a producao
de lacases por Marasmiellus palmivorus em biorreator de agitacdo mecanica em diferentes condicoes de
pH: pH nao controlado; fixo pH 5,0; 6,0 e 7,0 e controlado apds atingir pH 5,0; 6,0 e 7,0. Para os cultivos em
biorreator foi utilizado meio de cultivo contendo extrato obtido de 180 g/L de batata, 50 mL/L de solucdo
mineral (MS-20 vezes) e 20 g/L de glicose; sendo conduzidos por 168 h, com amostras retiradas a cada 24 h.
Adicionalmente, foi avaliada a capacidade do extrato enzimatico em descolorir doze corantes téxteis (Reactive
Blue 220, Reactive Red 198, Reactive Yellow 15, Acid Green 28, Acid Blue 80, Acid Red 315, Disperse Orange 30,
Amarelo Dianix Seg, Azul Marinho S2GRL, Vermelho Reactron 4BL, Preto Remazol B e Rubi Faron RDGFL). Os
testes de descoloracdo foram conduzidos por 24h, em 282C, utilizando o extrato obtido da condigéo fixo - pH
7 em 144 h (30 U.mL"! de lacases). Os controles consistiram na substituicdo do extrato enzimatico por agua
destilada. Nos cultivos em biorreator, foram obtidos valores superiores de lacases nas condi¢gdes de pH nao
controlado (1950,6+42,7 U.mL) em 96 h, livre - pH 6 (1901,2+85,5 U.mL) em 96 h e fixo - pH 7 (1851,8+0,0
U.mL?) em 144 h de cultivo. Foram obtidos percentuais de descoloragdo superiores para os corantes Reactive
blue 220 (93,87%0,09%) e Acid Blue 80 (89,01+£0,29%). Para os demais corantes nao foi detectada redugao de
cor ou essa apresentou percentuais infimos. Diante dos resultados, é possivel afirmar que esta linhagem de
Marasmiellus palmivorus apresenta elevada produc¢do de lacases, destacando o seu potencial para aplicacao
em processos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: Lacases. Marasmiellus palmivorus. Biorreator de agitacio mecanica. Biorremediacdo.
Corantes téxteis.
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PRODUCAO DE CELULASES E XILANASES DE Penicillium
echinulatum S1M29 POR CULTIVO EM ESTADO SOLIDO (CES)
COM POLPA DE EUCALIPTO COMO FONTE DE CARBONO
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Dentre as fontes renovaveis de energia sendo estudadas, destacam-se os materiais lignoceluldsicos por sua
abundancia e potencial biotecnoldgico. Para que a conversdo de biomassa em agticares fermentesciveis a etanol
seja economicamente viavel, é essencial que o custo dos preparados enzimaticos seja reduzido. Tendo isso em
vista, o cultivo em estado sélido (CES) é uma alternativa de reducdo de custo de producao, pois possibilita a
obtencio de titulos enzimaticos elevados e depende de processos operacionais mais simples, além de diminuir
fatores como contaminacao e repressao catabdlica. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo a avaliacdo
da producao de celulases e xilanases de Penicillium echinulatum S1M29 em CES empregando polpa de eucalipto
(PE) complementada com farelo de arroz (FA), farelo de trigo (FT) ou farelo de soja (FS), além do efeito da
concentracido da solucdo mineral (SM) nas atividades enzimaticas. Os cultivos foram realizados em frascos
de vidro contendo 2 g de biomassa (75% PE+25% FA, FS ou FT), 1 mL de suspensdo com 1.10° esporos/g
substrato e 1 mL SM/g substrato, por 120 h a 2841 °C. Posteriormente, foi realizada extracdo com tampao
citrato de sodio, seguida de filtracao e centrifugacdo. O sobrenadante foi analisado quanto a atividade sobre
papel-filtro (FPA), de endo- e exoglicanases, [3-glicosidases e xilanases, e a quantidade de proteinas solaveis
totais. Ao comparar os resultados de FPA, que representam a atividade sinérgica do complexo celulolitico,
obtidos com os diferentes farelos, observou-se que FA (12,96+1,2 U/g) apresentou titulos significativamente
superiores a FS (6,215+0,183 U/g) e FT (5,963+0,216 U/g), que ndo apresentaram diferenca entre si. Sendo
assim, a condicdo 75% PE+25% FA foi testada quanto a concentracdo da SM, empregando dilui¢cdes de 2 ou
4 vezes. Ndo houve diferenca significativa para nenhuma das enzimas testadas entre as concentragdes de SM
avaliadas, o que é interessante visando diminuir custos de producio de enzimas, alcancando, com apenas 1/4
da concentragdo, FPA de 11,81+0,592 U/g, endoglicanases de 80,64+4,5 U/g, exoglicanases de 100,7+8,83
U/g, B-glicosidases de 589,3£19,56 U/g e xilanases de 2304+6,507 U/g. Os resultados obtidos indicam a
possibilidade do desenvolvimento de uma tecnologia de producao de celulases e xilanases de P. echinulatum
por CES, fazendo uso de misturas de residuos agroindustriais e viabilizando a produgio de etanol de segunda
geracdo e demais produtos de alto valor agregado.

Palavras-chave: Penicillium echinulatum. Celulases e xilanases. Cultivo em estado soélido. Materiais
lignocelulésicos. Solugdo mineral.
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ANALISE EVOLUTIVA DE ELEMENTOS DA SUPERFAMILIA BEL/
PAO PRESENTES EM Leptopilina boulardi
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Elementos transponiveis (TEs, do inglés Transposable Elements), foram descobertos em milho (Zea mays) por
McClintocknadécadade 1940 e, posteriormente, caracterizados em dois grandes grupos baseado no seu sistema
de transposicdo. Desde entdo, esses elementos tém sido descritos em uma grande variedade de eucariotos,
tendo importancia crucial para a evolucdo destes organismos, atuando, por exemplo, no desenvolvimento
de sistema imunolégico e na constituicdo de cromossomos. Estas modificacdes geralmente estdo associadas
a mobilizacdo desses elementos dentro dos genomas e eventual domesticacdo destes elementos. Vespas
parasitoides sdo fortes candidatos como organismos modelo no estudo de processos de Transferéncia Horizontal
de Transposons, (HTT, do inglés Horizontal Transposon Transfer), uma vez que durante a inoculacdo do veneno
sdo inoculadas juntamente a particulas virais que atuam na queda do sistema imunolégico do hospedeiro, e
essas particulas virais podem atuar como vetores para TEs. Andlises preliminares determinaram a existéncia
de elementos pertencentes a 15 superfamilias distintas no genoma de Leptopilina boulardi, sendo uma delas
a Bel/Pao, uma superfamilia de elementos com histéria evolutiva contraditéria e pouco compreendida.
Desta forma, esse trabalho tem como objetivo a analise da histéria evolutiva de elementos da superfamilia
Bel/Pao. Foi realizada uma andlise de proteinas presentes na estrutura de elementos da superfamilia Bel/
Pao descritos na literatura, e a partir das sequéncias presentes no genoma da vespa e das provenientes da
literatura foram utilizados softwares para alinhamento (MAFFT Alignment), melhor modelo de substituicao
de aminoacidos (ProtTest) e montagem da arvore filogenética (PhyML 3.0). Ocorreu a formacgdo de trés clados
envolvendo elementos Bel/Pao de Leptopilina boulardi com elementos BEL-7 e BEL-3 da formiga de fogo
(Solenopsis invicta) e com elemento Roo de mosca da fruta (Drosophila melanogaster), com alto suporte de
ramo aLRT (de 0.94 ~ 1). Apesar desses organismos pertencerem a superfamilias diferentes, ndo se pode
afirmar que ocorreram processos de HTT, pois existe a possibilidade de eventos de co-evolugao dos elementos
transponiveis e seus hospedeiros, dessa forma analises de filogenia cruzada, distribuicdo desigual de TEs ou
similaridade de sequéncia destes TEs sdo necessarias para corroborar ou refutar a ocorréncia de processos de
HTT entre os elementos de diferentes organismos agrupados na filogenia.

Palavras-chave: Bioinformatica. Elementos transponiveis. Vespa. Filogenia.
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AVALIACAO DA PRODUCAO DE ENZIMAS FUNGICAS DE
INTERESSE BIOTECNOLOGICO
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A espécie Isaria fumosorosea compreende um fungo entomopatogénico empregado no controle biolégico de
insetos e &caros. Seu mecanismo de infec¢do, assim como de outros fungos entomopatogénicos, se da pela
producao de enzimas extracelulares que atuam na degradacdo do exoesqueleto do hospedeiro. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a produgdo de biomassa, proteinas e enzimas do fungo I. fumosorosea em diferentes
meios liquidos, bem como verificar a influéncia do pH e da temperatura sobre a producido enzimatica de
proteases, lipases, N-acetilglucosaminidases e quitinases sintetizadas pelo mesmo. O fungo I fumosorosea
CCT 5825 foi repicado em placas de petri e utilizado para preparar a suspensao de esporos da qual foram
retirados 1x108 esporos para inocular em meios liquidos contendo cuticulas do dcaro Panonychus ulmi (CPu)
ou N-acetilglucosamina 0,5% (NAG) ou quitina coloidal 0,5% (QUI). O cultivo foi conduzido durante 72 horas
a 25°C em incubadora com agitacdo orbital a 180 rpm. A solugdo enzimdtica bruta obtida foi filtrada, para
a determinacdo da biomassa pelo método gravimétrico, com secagem em estufa a 105°C, e centrifugada a
10.000 rpm, durante 7 minutos a 10°C. O sobrenadante foi submetido a determinacdo do teor de proteinas
totais. O maior e o menor valor de biomassa obtido foram, respectivamente, para o cultivo NAG, 1,74 g/L, e
para o cultivo CPu, 0,67 g/L. Na determinagao das proteinas totais, o meio NAG também apresentou a maior
producao de 0,20 mg/mL, enquanto que no meio CPu essa concentracdo foi de 0,07 mg/mL. Os valores obtidos
permitem correlacionar esses dois fatores, onde maiores producdes de biomassa resultaram em maiores teores
de proteinas. As andlises de N-acetilglucosaminidases, proteases, quitinases e lipases estdo em andamento,
mas conforme os resultados prévios de proteinas totais, espera-se obter uma elevada concentragao para pelo
menos um dos quatro tipos de enzimas citados. A partir dos resultados obtidos nesse estudo pretende-se
propor um possivel mecanismo para infec¢ao e controle do acaro P. ulmi utilizando o fungo I. fumosorosea.

Palavras-chave: Biotecnologia. Controle bioldgico. Isaria fumosorosea. Panonychus ulmi.
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LISE CELULAR MECANICA POR IRRADIACAO ULTRASSONICA
EM CULTIVO DE MICROALGAS
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Microalgas sdo organismos unicelulares que realizam fotossintese, responsaveis por cerca de metade da
produgdo do oxigénio atmosférico, e recebe atengdo por sua habilidade em acumular macronutrientes, como
proteinas, lipidios e carboidratos. Sua composicdao bioquimica celular pode variar sob condi¢cées de cultivo
(pH, luz e temperatura) e varia¢des nas concentra¢des de nutrientes (N e P). Um dos usos potenciais de um
cultivo de microalgas é sua utilizacdo como suplemento alimentar na criacdo de animais. Porém, dependendo
da microalga cultivada, nem sempre os macronutrientes algais sdo eficientemente utilizados quando ingeridos
com as células intactas em animais monogastricos, sendo necessario métodos para o rompimento celular. Com
isso, o objetivo do estudo foi o cultivo e a padronizacdo da lise celular mecanica, através de experimentos com
o tempo de sonicacdo de um extrato liofilizado contendo Chlorella spp. e Scenedesmus spp. O consdrcio de
microalgas foi obtido de uma lagoa facultativa empregada como processo de tratamento terciario, localizada na
EMBRAPA Suinos e Aves (Concérdia, SC). O experimento foi realizado em escala piloto numa casa de vegetacdo
sob luz natural (90-733 pmol m?s™) e temperatura ambiente (15,4-482C). O reator foi inoculado com 30% v/v
(70 mg L") de microalgas. O meio de cultivo foi preparado com 6% (v/v) do efluente proveniente da saida
do reator UASB (Upflow Anaerobioc Sludge Blanket), diluido em agua. Ap6s 7 dias a biomassa foi separada
por centrifugacdo. As células foram ressuspensas em agua livre de nutrientes. Apds 25 dias de privacgio de
nutrientes a biomassa foi novamente centrifugada, coletada e liofilizada (J] Cientifica, LJI-030, Brasil). O
extrato foi padronizado utilizando como solvente o metanol e solucio salina 0,9%. Foram colocados 0,005g
do material liofilizado em 15ml do solvente em banho de gelo para a lise celular mecanica em equipamento
ultrassénico (QSonica Ultrasonic Processor Q700). A configuracdo foi mantida em amplitude 50%, sendo
avaliados diferentes tempos de lise mecanica (20, 30, 40, 50, e 420 segundos). Apds, as amostras foram
centrifugadas a 2500rpm por 5min, e a absorbancia foi verificada no comprimento de onda 570nm. A amostra
com o tratamento de 50s em solugdo salina apresentou a melhor desagregacdo de células e desintegracdo
de parede celular, propiciando uma suspensdo homogénea, observado pela maior absorbancia (0,174) em
consequéncia da maior liberagdo do conteudo intracelular no meio.

Palavras-chave: Lise Celular Mecanica; Células; Irradia¢do ultrassénica; Microalgas;
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AVALIACAO DO CAPIM ELEFANTE POR TRATAMENTO ACIDO,
E ENZIMATICO COMO BIOMASSA ALTERNATIVA PARA A
PRODUCAO DE ETANOL DE SEGUNDA GERACAO
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Considerando as mudancas climaticas ocasionadas pelas emissdes geradas a partir do uso dos combustiveis
fosseis, reducdo das reservas de petrdleo, entre outras razdes, torna-se imprescindivel a busca por novas
fontes de energia. O etanol produzido a partir de biomassas lignocelulésicas, é bastante competitivo e
considerado uma das principais promessas para substituir os combustiveis originarios do petréleo. Porém,
tornam-se necessarias etapas de pré-tratamento e hidrolise enzimatica. O pré-tratamento com acido diluido
é conduzido sob alta temperatura e pressdo, se apresenta como uma boa op¢do por ser relativamente uma
solucdo mais barata, menos corrosiva em relacdo a outros acidos e por sua rapida taxa de reacdo. Dentre os
materiais lignocelulésicos, o capim-elefante se destaca pelo seu elevado potencial por ser uma espécie de
alto crescimento e alta produgdo de biomassa vegetal, que necessita de pequenas areas de terra para o seu
plantio, auxilia na diminuicao de gases de efeito estufa, ja que absorve altas taxas de liberados na atmosfera,
além de apresentar em sua estrutura morfolégica, teor de fibras favoravel ao estudo da producdo de bioetanol.
Nesse contexto, o presente trabalho estudou os efeitos do pré-tratamento com acido sulftirico diluido (5, 10
e 20% m/m) sobre as fracdes de folha, colmo e mistura de ambas do capim-elefante, além do rendimento da
hidroélise enzimatica nas mesmas para entdo serem comparadas com os materiais in natura. O pré-tratamento
foi eficaz, tendo em vista que a solubilizacdo da hemicelulose atingiu valores consideravelmente expressivos.
Apbs a etapa de pré-tratamento foi realizada a hidrélise enzimatica da celulose com a utilizacdo de enzimas
celuloliticas para a obtencao de acuicares fermentaveis. Nesse processo, a hidrolise foi realizada em diferentes
tempos (2, 4, 6, 8, 16, 24 e 48 h). Foi possivel observar um aumento na quantidade de massa de glicose/
massa de material em todas as amostras estudadas quando comparadas com as amostras in natura. Também
foram realizadas andlises por difracdo de raios-X com o proposito de avaliar os efeitos do pré-tratamento
sob as fra¢des. Observamos que o indice de cristalinidade aumentou em todos os casos, fato que pode estar
relacionado com a solubilizacdo das fragcbes amorfas, que é aumentada na etapa de pré-tratamento. Para
analisar as mudangas morfolégicas sofridas pelas fracdes do capim-elefante, foi empregada a técnica de
microscopia eletrénica de varredura.

Palavras-chave: Etanol. Capim elefante. Fracdes. Pré-tratamento. Hidro6lise enzimatica.
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IMPLEMENTACAO DO ENSAIO DE ABSORCAO CUTANEA (TG
428 OECD) COMO ALTERNATIVA AO USO DE ANIMAIS NO
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A utilizacdo de animais em experimentacdo é cada vez mais limitada no cenario atual, tanto por questdes
éticas quanto cientificas. Tendo inicio com a proposicao em 1959 do principio dos 3R’s (Refinement, Reduction
and Replacement), atualmente o uso de animais tem sido proibido em diversos paises, quando métodos
alternativos ao seu uso estdo disponiveis para o desenvolvimento e avaliacdo de seguranca dos produtos
cosméticos. No Brasil, em 2012, foi estabelecida a Rede Nacional de Métodos Alternativos ao Uso de Animais
(RENAMA), e o INMETRO é um dos laboratérios centrais desta rede com atribuicdes relativas a implementagao
de métodos alternativos, disseminaciao e melhoria técnica dos protocolos de ensaio. Este trabalho tem por
objetivo implementar o método in vitro OECD TG 428, onde podem ser utilizadas membranas sintéticas,
peles de porco, de rato ou até mesmo pele humana proveniente de restos de cirurgias plasticas. No presente
trabalho, sdo utilizadas membranas sintéticas de polissulfona, substituindo o uso de animais (Replacement),
para a permeacdo de cafeina com método analitico desenvolvido no INMETRO por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). A permeacdo da substancia foi medida
pela andlise cromatografica do fluido receptor (PBS 0,01 M, pH 7,4) em diferentes tempos de amostragem
(0:30 - 4:00 horas) realizado em células de Franz. Os experimentos analiticos foram realizados em sistema
UHPLC-DAD (THERMO Dionex), a separacdo cromatografica foi obtida em coluna Pursuit 5 (C18 150x2.0 mm
- VARIAN) variando-se a composicdo da fase mével, em um gradiente binario de MEOH e H20 com vazao - 0,3
mL.min?, volume de injec¢do - 2 pyL, temperatura da coluna - 30 °C, comprimento de onda - 273 nm e tempo
de retencdo - 8,0 min. Os resultados foram obtidos através da média da triplicata da 4rea do cromatograma.
A curva analitica varia nas concentragdes de 100 a 1000 mg.L! e apresenta linearidade dentro de sua faixa
de aplicacdo obtendo-se R? > 0,997. Com isso o ensaio OECD TG 428 é implementado no INMETRO, pois se
mostra adequado para avaliar a permeacao cutanea de substancias em produtos dérmicos, o que evidencia a
importancia dos métodos alternativos, possibilitando a substituicdo de métodos in vivo por in vitro quanto ao
uso dispensavel de animais.
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IMOBILIZACAO DE B-GLICOSIDADE DE COTILEDONES DE SOJA
EM SUPORTES NATURAL E SINTETICO
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Sistemas de enzimas imobilizadas tém sido desenvolvidos para viabilizar o processamento industrial,
selecionando um suporte adequado que possibilite a manutencdo da atividade da enzima. (3-glicosidases
podem ser aplicadas em diferentes setores industriais, especialmente em alimentos. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho foi imobilizar B-glicosidade de soja em suportes naturais (bagaco de cana, alginato de sédio)
e suporte sintético (nylon). A B-glicosidase foi extraida de farinha de cotilédones de soja com tampao fosfato
de s6dio 100 mM, pH 6,6 para obtencdo do extrato bruto (EB). O EB foi fracionado com sulfato de aménio
(40-85% de saturacdo a 4 °C) resultando no extrato de enzima (EE) com atividade especifica de 3-glicosidase
de 8,17 10°*UA mg™. Em 1 g de bagaco de cana (tratado com NaOH 500 mM, autoclavado a 121 2C por 15 min)
foi adicionado 0,7 mg mL! de proteinas do EE, em tampao fosfato de s6dio 200 mM, pH 7, incubados por 6
h a4 2C e 70 rpm. Para produgdo de esferas, 1 mg mL* de proteinas do EE, em tampao fosfato de sédio 50
mM, pH 5, foram misturadas em alginato de sddio 3%, gotejadas em CaCl, 50 mM, agitadas por 30 min e 70
rpm e mantidas em repouso por 16 h a 4 2C. A imobilizagdo em nylon (previamente hidrolisado com HCl 600
mM; ativado com glutaraldeido 2,5%, pH; polietilenoimina 1 % a 37 2C, pH 8; solucdo de aminoacidos 2,5 mg
mL™? e reativado com glutaraldeido 2,5%) ocorreu com a incubagdo de 0,7 mg mL™* de proteinas do EE, em
tampao fosfato de s6dio 100 mM, pH 8 por 18 h a 4 2C em 70 rpm e posterior incubacdo com tetrahidreto
borato de sédio 100 mM por 30 mim, 180 rpm a 20 2C e lavagem com NaCl 1000 mM com 0,5% (v/v) de
Tween 80. A eficiéncia de imobilizacdo (%) dos sistemas cataliticos foi expressa como (atividade especifica da
enzima imobilizada/atividade especifica da enzima livre) x 100. A atividade foi determinada com substrato
p-nitrofenil-3-D-glicopiranosideo (p-NPG) e o teor de proteinas determinado com padrdo de albumina de soro
bovino. A analise de variancia (ANOVA) e teste de tukey (p < 0,05) dos resultados foram avaliados no programa
Statistica 7.0. A eficiéncia de imobilizagdo da 3-glicosidase foi superior para o suporte bagaco de cana (79%)
em relacdo as esferas de alginato (50%) e nylon (0,66%). Portanto, o bagaco de cana, que é um residuo da
agroindustria, pode ser proposto como suporte para producdo de um sistema catalitico econ6mico e com
condic¢des de processamento simples comparado ao alginato e nylon.
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PROTOCOLOS PARA EXTRACAO DE DNA GENOMICO TOTAL DO
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0 solo, como um ecossistema complexo possui uma grande diversidade de microrganismos. O objetivo do
presente trabalho foi estabelecer uma metodologia para a extracdo de DNA gen6mico total do solo. Para
estabelecer ametodologia foram utilizadas amostras de solo coletadas na estacao experimental FEPAGRO em
Julio de Castilhos/RS. Ao volume de 5 gramas de solo foi adicionado 13,5 mL de tampdo de extracdo de DNA
(Tris 100 mM-HCI (pH 8,0), NaCl 1,5 M, 1% de CTAB) e 100 pL de proteinase K (10 mg mL™), e centrifugados
durante 30 minutos a 372C, sob agitacdo de 225 rpm. Apés o tratamento de agitacdo, foi adicionado 1,5
mL de SDS a 20% e em seguida as amostras foram incubadas em banho-maria a 652C durante 2 horas
com inversoes suaves a cada 15 minutos. O sobrenadante foi centrifugado (5100xg durante 10 minutos, o
procedimento foi repetido trés vezes intercalado por transferéncia do sobrenadante para tubos novos. Apos
foi adicionada 1 volume de cloroférmio alcool-isoamilico (CIA) (24:1), o qual foi homogeneizado até formar
uma emulsdo seguido de centrifugacao (5100xg por 10 minutos). A fase aquosa formada foi transferida para
um novo tubo e foi adicionado 1 volume de isopropanol gelado, responsavel por precipitar o DNA. Foram
realizadas leves inversdes nos tubos durante 1 minuto e ap6s centrifugado novamente a 5100xg durante
15 minutos. O precipitado foi lavado com 800 uL de etanol 70% e novamente a amostra foi centrifugada
a 5100xg. Entdo, o sobrenadante foi descartado e mantido a temperatura ambiente para secagem por
15 minutos. O DNA presente no pellet foi ressuspendido em 200 pL de dgua milli-q. As variacdes nos 03
protocolos testados foram: diferentes tempos de centrifugacao, diferentes reagentes e diferentes volumes
destes. A qualidade do DNA foi avaliada com o auxilio da técnica de eletroforese utilizando gel de agarose a
1%. Para aferi¢do da qualidade e quantidade de amostra foi utilizado um equipamento espectrofotémetro
Picodrop®. Foram considerados como resultados satisfatérios aqueles que obtiveram quantidade de DNA
acima de 40ng/uL, com grau de pureza entre 1,8 a 2,2 sob comprimento de onda 260/280 nm. A partir das
comparacgodes das metodologias, o protocolo que apresentou melhores resultados foi o que utiliza 800 pL de
etanol 70% para lavar o pellet, bem como, isopropanol gelado para precipitar o DNA.

Palavras-chave: Biologia molecular. Biotecnologia. Comunidade edafica. Isolamento de DNA.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE LACTOBACILLUS FRENTE
A MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS PRESENTES EM
PRODUTOS LACTEOS FERMENTADOS
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3Nucleo de Biotecnologia, PPG Mestrado Académico em Ciéncia e Biotecnologia, Universidade do Oeste de Santa Catarina - UNOESC,
Videira - SC, Brasil.

*Apresentador: schneiderketlin@gmail.com

O género Lactobacillus é empregado na fabricacdo de produtos lacteos com a funcao de melhorar a seguranca
do produto controlando agentes patogénicos pela competi¢do entre eles. Assim, nos ultimos anos as pesquisas
paraaselecdo de culturas com a capacidade de produzir bacteriocinas antagdnicas as bactérias patogénicas tém
se intensificado com o principal intuito de manutencdo da segurancga alimentar. O presente trabalho teve por
objetivo selecionar Lactobacillus sp. com atividade antimicrobiana sobre os principais patégenos veiculados
por produtos lacteos fermentados. Os isolados foram testados quanto as suas caracteristicas morfoldgicas
e caracteristicas bioquimicas: producido de gas, teste de catalase, producdo de diacetil e fermentagido de
carboidratos. Foram testados para a produc¢do de substancias antimicrobianas 88 linhagens de bactérias
laticas isoladas de salame colonial tipo italiano produzidos na regido meio oeste de Santa Catarina, como
indicadores de sensibilidade foram utilizados Escherichia coli, Listeria monocytogenes Scott A, Staphylococcus
aureus e Salmonella Typhimurium a atividade foi determinada utilizando o meio de difusdo em pogos. Quanto
as caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, 86 isolados apresentaram-se na forma de bacilos e 2 isolados
apresentaram-se com a morfologia de cocos, Gram positivos, catalase negativa, homofermentativos, ndo
produtores de diacetil e capazes de fermentar glicose, lactose, sacarose e sorbitol. Dos 88 isolados testados,
40 isolados apresentaram atividade frente a pelo menos um dos indicadores utilizados, 50% inibiram E. coli,
55% inibiram o crescimento de L. monocytogenes, 57,5% inibiram S. aureus, 47,5% inibiram o crescimento
de Salmonella Typhimurium, e 20% dos 40 isolados apresentaram atividade frente a todos os indicadores
utilizados no estudo. Conclusdo: Oito das linhagens testadas apresentam atividade frente a quatro micro-
organismos patogénicos veiculados por produtos lacteos fermentados, evidenciando potencial como cultura
bioprotetora na fabricacdo de produtos lacteos fermentados.

Palavras-chave: Bacteriocinas. Lactobacillus. Patégenos de alimentos. Cultura bioprotetora.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 12



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

CARACTERIZACAO GENOMICA E EVOLUTIVA DE ELEMENTOS
TRANSPONIVEIS: UMA NOVA ABORDAGEM UTILIZANDO
DIRETAMENTE READS DE SEQUENCIAMENTO DE NOVA
GERACAO
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*Autor apresentador: alexfreitasbiotec@gmail.com

Elementos transponiveis (TEs do inglés Transposable Elements) sdo genes moveis, com capacidade de
replicarem-se e moverem-se de um local cromossomico para outro dentro de um genoma. Eles estao presentes
na maioria dos genomas estudados, desde bactérias até animais e constituem grandes proporg¢oes dentro deles.
Segundo Kapitonov e Jurka, 2008 os TEs sdo classificados em Tipo 1, compreendendo os TEs que se mobilizam
através de intermediarios de DNA e de Tipo 2 que utilizam RNA, também chamados de retrotransposons.
Os retrotransposons sdo subdivididos em elementos com LTRs ou sem LTRs. Devido a mobiliza¢do realizada
pelos TEs, eles podem gerar altera¢des no genoma, podendo atuarem em processos mutagénicos, expansao
gendmica e consequentemente a evolugdo do mesmo. A caracterizagdo dos TEs iniciaram-se, através de estudos
de bancada, envolvendo técnicas basicas de biologia molecular, com baixo potencial para uma caracterizacio
global. Atualmente, com aprimoramento das técnicas de sequenciamento proporcionaram uma maior
investigacdo do conteudo de TEs presentes e sua caracterizagdo em larga escala. A partir da bioinformatica
é possivel realizar a caracterizacdo de TEs através de duas abordagens, por homologia utilizando genomas
montados e buscas em banco de dados; e a abordagem Ab initio, podendo utilizar genomas nao montados.
Atualmente existe o RepeatExplorer, uma nova ferramenta, que utiliza ambas as abordagens, a partir do
uso das leituras do sequenciamento diretamente com alto desempenho. Diante disso, o trabalho teve como
objetivo realizar a caracterizacdo genémica e evolutiva dos TEs presentes nos genomas de Leptopilina boulardi
e uma vespa pertencente a familia Braconidae. Para a caracterizacdo gendmica a partir dos reads utilizou-se a
ferramenta RepeatExplorer; para a caracterizagdo evolutiva, utilizou-se as ferramentas ORF Finder para analise
das sequencias dos genomas e sequéncias homdlogas recuperadas do NCBI e Repbase, a ferramenta MAFFT para
alinhamento das sequéncias, Prottest 3.4 e PhyML para reconstrucgao das filogenias. Foi possivel caracterizar
15 superfamilias de TEs em L. boulardi e 18 superfamilias em Braconidae e foi possivel reconstruir a histéria
evolutiva das superfamilias Copia e Penelope. Diante disso, pode-se observar que a abordagem mostrou-se
eficiente, devido a capacidade de caracterizar muitos elementos transponiveis no genoma de ambas as vespas
estudadas, além de verificar filogeneticamente o padrao evolutivo desses elementos.

Palavras-chave: Bioinformatica. Elementos transponiveis. Vespas. Filogenia.
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PRODUCAO DE NANOCELULOSE MODIFICADA PARA
CONJUGACAO MULTIPROPOSITO

S. A. OLIVEIRAY, R. M. RIBEIRO-VIANA?, P. C. S. FARIA-TISCHER e C. A. TISCHER!

! Universidade Estadual de Londrina (Rodovia Celso Garcia Cid - PR 445 Km 380, s/n - Campus Universitario, Londrina - PR, 86057-
970).
*Apresentador: sa_oliveira_@hotmail.com

A celulose possui em sua estrutura hidroxilas livres passiveis de modificacdo quimica. Nanocristais de
celulose sdo produzidos através de hidroélise acida, com intuito de formar um material com melhor adeséao
na interface nanomaterial e matriz. A celulose bacteriana, produzida pela bactéria Gluconoacetobacter
xylinus, gera nanofibras especificas quanto ao numero de unidades, didmetro e propriedades. Nanocelulose
(NCW) foi produzida e caracterizada a partir de membranas de celulose bacteriana, estas foram modificadas
para receber um grupo acido de acido succinico que pode por sua vez foi conjugada com colageno
hidrolisado. Membranas de celulose produzidas em meio de glicose foram hidrolisadas com acido sulfarico
64%, neutralizada com hidréxido de sédio 25%, o produto foi dialisado com agua destilada e liofilizado,
e denominado NCW. Este material foi succinilado com anidrido succinico (NCW-Suc); para acoplar o
colageno-hidrolisado, este foi submetido a agentes de acoplamento NHS/EDC em meio aquoso para formar
um espacador capaz de conjugar os nanocristais de celulose com a proteina teste (NCW-Col). Ao final de
cada etapa das reagdes envolvidas, os materiais foram caracterizados utilizando técnicas de espectroscopia
no infravermelho, ressonancia magnética *C no estado sélido e microscopia de for¢a atémica. Os dados
espectroscopicos confirmam a identidade do nanocristal NCW-Su, com a presenca de uma banda em
aproximadamente 1730 cm® de C=0 no infravermelho e desdobramento de sinais de carbonila e metileno
no RMN 13C, indicando que o material foi succinilado. Ap6s a reagdo com colageno foi verificado banda
de amida no infravermelho, indicando a incorporacio da proteina NCW-Col. A modificacdo da superficie
desses nanocristais amplia o campo de aplica¢des, pois formam compdsitos poliméricos de propriedades
distintas. As modificacdes podem ser realizadas pela conjugacio de diferentes biomoléculas, como proteinas
e enzimas, firmacos ou outros compostos com grupos aminos disponiveis.

Palavras-chave: Nanomaterial. Celulose bacteriana. Nanocelulose. Microscopia eletronica. Ressonancia
magnética nuclear.
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AVALIACAO DA DIVERSIDADE E IDENTIFICACAO DE
MICRORGANISMOS ISOLADOS EM SALA DE DANCA

M. G. BAHLIS e S. T. VAN DER SAND

1 Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Rua Sarmento Leite, 500
*Apresentador: mari.bahlis@gmail.com

Infeccdes em atletas que praticam esportes em ambientes fechados sdo bastante conhecidas, mas poucos sdo
os estudos sobre dangarinos e riscos a que podem estar expostos. A umidade e o calor gerados no ambiente
pelo grande esforco dos dangarinos proporcionam um ambiente 6timo para a propagacdo de microrganismos,
dessa forma, estdo expostos a microrganismos que podem ser patogénicos. Os fungos sdo constituintes do
ambiente, mas podem ser encontrados na microbiota humana e apesar de serem, em sua maioria, considerados
inofensivos, podem ser patdégenos oportunistas. As infecgdes podem ser adquiridas por varios meios de
transmissdo, entre estes o ar, vestimentas e equipamentos contaminados. Este trabalho procura avaliar a
diversidade de microrganismos carreados pelo ar na sala de aula pratica do curso de graduacdo em Danga da
UFRGS. Para isso foram realizadas duas coletas, na sala de aula de danga, onde placas com os meios de cultura
Agar padrao para contagem de heterotréficos (PCA) e Agar batata dextrose (BDA) foram deixadas abertas por
30 e 60 min. em quatro pontos ao redor da sala. As placas com meio PCA foram incubadas a 28 °C por 48 h, e
as de BDA a temperatura ambiente por sete dias. Apds o periodo de incubacdo foi realizada a contagem das
Unidades Formadoras de Colonia (UFC/mL) e diversidade de fungos. As bactérias foram isoladas e armazenadas
-20 °C em criotubos contendo glicerol 20% para futuros testes. Os fungos foram isolados e identificados por
morfologia de colénia e microcultivo em nivel de género. Nao foi observada diferenca significativa entre os
tempos de coleta de 30 e 60 min. Foram isolados 47 fungos, dos quais 15 foram identificados por morfologia e
classificados em seis géneros: Cladosporium (1), Curvularia (3), Paecilomyces (1), Pastalotiopsis (1), Penicillium
(5), Trichoderma (4)). Foram encontrados fungos ambientais que podem ser patégenos oportunistas como
Cladosporium e Trichoderma que podem ser causadores de leses no trato respiratério e alergias, e Paecilomyces
e Penicillium, que podem causar lesdes na pele e trato respiratdrio. A presenc¢a desses microrganismos gera
um alerta aos cuidados com higiene da sala e satide dos bailarinos. Mais estudos estao sendo realizados para
identificacdo dos fungos em nivel de espécie utilizando técnicas moleculares.
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE Campomanesia
xanthocarpa FRENTE A Pseudomonas aeruginosa

L. A. PACHECO"e E. M ETHUR!
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A utilizacdo de plantas medicinais para cura ou prevencdo de doengas é uma técnica antiga utilizada pela
populacdoeocorreaindanosdiasatuais. Devidoaacaodestasplantas,busca-se saberacercadeseusconstituintes
ativos. Para este estudo utilizou-se a Campomanesia xanthocarpa, uma planta conhecida popularmente como
guabiroba e que é empregada na medicina popular com efeito em distirbios gastrointestinais, doencas
infecciosas e estados hemorragicos. Aindabuscou-se avaliar quanto a suaacgdo frente a Pseudomonas aeruginosa,
um bacilo Gram-negativo dificil de ser tratado. Para o presente estudo foram preparados os extratos aquoso
e metanodlico das folhas de Campomanesia xanthocarpa. O perfil fitoquimico dos extratos foi determinado por
método colorimétrico ou de precipitacdo especificas, sendo avaliados a “presenca” ou “auséncia” dos seguintes
grupos de metabolitos secundarios: taninos, flavonoides, esteroides, saponinas, alcaloides e antraquinonas. .A
avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo. O perfil fitoquimico
dos extratos indicaram a presenca de taninos, flavonoides, esteroides e saponinas. Diante dos microrganismos
estudados os extratos apresentaram atividade bactericida e bacteriostatica, porém em concentragdes elevadas
sendo de 20 mg/mL para atividade bactericida e de 10 mg/mL para atividade bacteriostatica Frente aos
resultados obtidos, os extratos foram eficientes contra Pseudomonas aeruginosa tanto para a cepa ATCC quanto
os isolados clinicos 1 e 2. O isolado clinico dois apresentou resisténcia ao padriao antibidtico em todas as
concentragdes, possivelmente devido a sua maior viruléncia. Isso indica uma maior eficiéncia dos extratos, em
comparacdo com a gentamicina, nas concentracdes utilizadas. A agdo antimicrobiana dos extratos metandlico
e aquoso pode estar relacionada com a presencga de taninos, flavonoides, esteroides ou saponinas, metabolitos
secundarios encontrados nos extratos e tipicamente relacionados a atividade antimicrobiana. E importante
ressaltar que foram utilizados extratos brutos, que sdo misturas complexas de metabdlitos secundarios e, se
fracionados, poderdo apresentar valores de concentragio inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida
minima (CBM) muito menores.
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PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE UMA LIPASE OBTIDA DE
PSEUDOZYMA HUBEIENSIS E APLICACAO NA BIOCATALISE DE
BIODIESEL
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! Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Centro de Biotecnologia, Laboratério de Fungos de Importancia Médica e Biotecnolégica
- Av. Bento Gongalves, 9500 Prédio 43421 - Setor IV - Campus do Vale - Centro de Biotecnologia - Sala 220 - CxP. 15005 - CEP
91501-970

*Apresentador: solondarosa_andrades@hotmail.com

Os biocombustiveis sdo alternativas renovaveis e sustentaveis tdo eficientes quanto os analogos de origem
fossil, apresentando propriedades fisico-quimicas semelhantes e caracteristicas superiores como a
biodegradabilidade. Um biocombustivel que merece destaque é o biodiesel. Obtido porreacdes de esterificacdo/
transesterificacdo de 6leos e gorduras com alcoois de cadeia curta, por via quimica ou enzimatica. A catalise
enzimatica apresenta vantagens em relacdo a quimica, necessitando de condi¢des menos extremas, as enzimas
podem ser recuperadas e ndo necessita de matérias-primas purificadas. Por sua vez, a lipase obtida da levedura
Pseudozyma hubeiensis, se comparada a biocatalisadores comerciais, apresenta a vantagem de ser produzida
em grandes quantidades pelo microrganismo, sendo secretada pelas células, ndo necessitando de extracao,
e também demonstrando-se capaz de realizar a catalise sem purificacio, reduzindo os custos do processo.
Dadas tais qualidades, o objetivo do projeto é caracterizar tal enzima e aplicar a mesma a sintese de biodiesel.
A producio de lipase foi realizada por incubacio da levedura em meio indutor, em plataforma rotatdria e em
biorreator. O cultivo foi centrifugado e o sobrenadante submetido a diferentes tempos de liofilizagao. A atividade
enzimatica para cada tempo possui resultados variando de 6 a 87 U/mg de proteina. Analises por SDS-PAGE e
quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford revelaram a presenca de diversos componentes proteicos
e concentracgoes de proteinas variando de 1 a 4 mg/mL. A identificagido das proteinas estd em andamento por
espectrometria de massas e in silico via software Mascot. Os parametros avaliados durante a catalise serdo:
relacdo enzima:substrato, temperatura da reacdo, possibilidade de solvéncia, razao molar alcool:6leo, tempo
reacional e agitacdo. A purificacdo dos produtos ocorrera por decantacao, evaporacdo e adsor¢do em via seca,
seguido de filtracdo. A andlise qualitativa sera por cromatografia em camada delgada e a quantitativa por
cromatografia gasosa. Até o momento a avaliacdo da relagdo enzima/substrato revelou a existéncia de ésteres
etilicos de biodiesel, com conversao maxima de 10% da matéria-prima. A enzima se mostra capaz de realizar
as reacdes necessarias ao processo e produziu uma catalise com um rendimento superior a enzima comercial
(lipase from porcine pancreas - Sigma - Aldrich).

Palavras-chave: Biocombustiveis. Bioprocessos. Biodiesel. Pseudozyma hubeiensis. Lipases.
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DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS DE LIMNOPERNA
FORTUNEI EXPOSTOS A NANOPARTICULAS DE TIO,

S.S. PAVIN!, F. GIRARDELLO!, M. ROESCH-ELY?, A. N. FERNANDES?, M. SALVADOR?e J. A. P.
HENRIQUES!
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2 Departamento de Quimica Inorganica, Instituto quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, RS, Brasil.
3 Laboratorio de Estresse Oxidativo e Antioxidantes, Instituto de Biotecnologia de Caxias do Sul, UCS, RS, Brasil.
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Nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO,-NP) sdo utilizadas na producéo de tintas, produtos farmacéuticos e
cosméticos, principalmente na fabricagao de filtros solares. Os nanomateriais (1 a 100 nm) possuem elevada
area superficial relacionada ao seu volume reduzido, o que resulta no aumento da bioatividade e reatividade. A
vasta utilizacdo de TiO,-NP na industria conduz a libera¢do destes nanomaterias no ambiente, necessitando de
uma avaliagdo das implica¢des de TiO,-NP para a satide humana e ambiental, inerentes a esta exposi¢do. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de TiO,-NP na atividade das enzimas antioxidantes
superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) no mexilhdo dourado Limnoperna fortunei. As TiO,-NP foram
caracterizadas fisico-quimicamente e os mexilhdes dourados foram expostos as concentracdes de 1, 5, 10 e
50 pg mL™" de TiO,-NP, por 2 e 4 h. Ap6s essa exposicdo, as amostras foram preparadas com o corpo macio dos
mexilhdes, e a atividade das enzimas SOD e CAT foram avaliadas. TiO,-NP apresentaram tamanho médio de
cercade 20nm e aanalise das fases cristalinas das TiO,-NP demonstrou a anatase como estrutura predominante
em relagdo a fase rutilo. Apds 2 h de exposi¢ao dos mexilhdes as TiO,-NP a atividade das enzimas antioxidantes
SOD e CAT diminuiram significativamente para todas as concentragdes testadas. TiO,-NP pode estar gerando
altos niveis do anion radical superoxido (0,’) em resposta as TiO,-NP, aumentando assim o desequilibrio redox
nas células do mexilhdo dourado. Apds 4 h de exposicdo a atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT
foi restaurada. A exposi¢do do L. fortunei as TiO,-NP confirmou a sensibilidade do mexilhdo dourado para
detectar o desequilibrio redox induzido por estas nanoparticulas, pela avaliagdo da atividade das enzimas SOD
e CAT. Os resultados confirmam o mexilhdo dourado como um potencial organismo biomonitor de TiO,-NP.
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CRUZAMENTOS E RETROCRUZAMENTOS ENTRE PANONYCHUS
ULMI (ACARI: TETRANYCHIDAE) DE MACIEIRAS E VIDEIRAS DO
RIO GRANDE DO SUL, BRASIL
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O cultivo de macieiras e videiras possui importancia econémica no Rio Grande do Sul. Elevados danos sido
causados pelo acaro vermelho europeu Panonychus ulmi (Koch) em macieiras, com ampla distribuicio
mundial, e recentemente em videiras. O objetivo deste trabalho foi realizar cruzamentos e retrocruzamentos
entre populacdes de P ulmi provenientes de macieiras variedade Gala, de Vacaria (RS) e videiras variedade
Merlot, de Bento Gongalves (RS). As coletas foram realizadas entre 2014 /2015 e as criacdes estabelecidas em
arenas com folhas de macieira, dispostas com a face abaxial sobre papel germinativo e esponja umedecida,
e bordas cobertas com algodado hidrdfilo. Os testes de cruzamentos ocorreram em arenas e local com as
mesmas condi¢des das criagdes, com as folhas de macieira divididas em quatro partes, nas quais uma fémea
em fase de deutoninfa e um macho adulto provenientes das respectivas criagdes foram liberados nas seguintes
combinacdes: C1: dMacieira X @Macieira; C2: dVideira X QVideira; C3: dMacieira X QVideira; C4: dVideira
X @Macieira; C5: $Macieira Isoladas; C6: @ Videira Isoladas; C7: dVideira X QF1 C3; C8: dMacieira X $F1
C3; C9: dVideira X QF1 C4; C10: dMacieira X 9F1 C4; C11: F1 C3 X 9F1 C3 e C12: 4F1 C4 X QF1 C4. Os
dados foram analisados por teste T, nivel de significancia de 5%, software BioEstat 5.0. Os resultados obtidos
demonstraram um comportamento reprodutivo significativamente diferente entre fémeas de macieiras e
videiras. O cruzamento C1 foi superior a C2 no numero total de ovos e dias de oviposi¢ido e a C3 em ovos/
fémea/dia. Entre C5 e C6, o desempenho em macieiras também foi diferente significativamente, sendo C5
superior no numero total de ovos, dias de oviposicdo, ovos/fémea/dia e taxa de sobrevivéncia. Comparando-
se C3 e C4, este foi maior no nimero de ovos e taxa de sobrevivéncia. Nos retrocruzamentos, entre C11 e C12
também houve diferenca significativa, sendo C12 superior no nimero de ovos, dias de oviposicao, e ovos/
fémea/dia, indicando reduc¢do no potencial reprodutivo da F1 e mais uma vez desempenho superior das
fémeas F1 provenientes de cruzamentos com fémeas de macieira. Estes resultados permitem afirmar que
ha compatibilidade reprodutiva entre P. ulmi proveniente dos hospedeiros estudados, embora haja diferenca
significativa entre as populac¢des, evidenciando a importancia de se conhecer o desempenho reprodutivo e
permitindo a adequacgao dos programas de controle bioldgico aplicado nestas culturas.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE ISOLADOS DO
GENERO STREPTOMYCES CONTRA FITOPATOGENOS

L. P. MILAGREY, P. M. PEREIRA}, J. P. WITUSK?, A. P. FOLMER! e S. VAN DER SAND!

1 Programa de P6s-Graduagdo em Microbiologia Agricola e do Ambiente. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) - Av. Sarmento Leite 500, CEP 90050-
170, Porto Alegre.

*Apresentador: lumilagre@hotmail.com

As actinobacterias sdo bactérias Gram-positivas e representam uma importante fonte produtora de metabdlitos
secundarios com atividade antimicrobiana. Atualmente, se estima que 60% dos antimicrobianos utilizados
na agricultura sejam produzidos por diferentes espécies de Streptomyces. A utilizacdo indiscriminada de
agrotoxicos tem trazido diversos problemas para o meio ambiente, assim como um aumento da resisténcia dos
fitopatdgenos a estes compostos. O presente trabalho tem como objetivo testar a atividade de biocontrole dos
isolados 6(4) e R18(6) do género Streptomyces contra 21 isolados de fitopatdégenos. Inicialmente, foi realizado
o ensaio da dupla camada em placas, onde os isolados 6(4) e R18(6) foram testados contra uma suspensao
fungica contendo 1 x 10* esporos/mL dos fitopatdgenos. Os halos foram medidos e o indice de antibiose
calculado. Observou-se que o isolado R18(6) inibiu 80% dos isolados de fitopatégenos testados, apresentando
indice de antibiose entre 1,4 e 7,4. Dos que foram suscetiveis, 82% apresentaram indice de antibiose superior
a 3. O isolado 6(4) foi capaz de inibir o crescimento de 33% dos fungos, com indices de antibiose variando
de 2,0 a 6,2 e 57% destes apresentaram indice de antibiose superior a 3. Posteriormente, a atividade das
actinobactérias foi testada utilizando o método de difusdo em pocos em agar. Os isolados 6(4) e R18(6) foram
crescidos a partir de pré-culturas em Erlenmeyers contendo 50 mL de meio liquido amido caseina (AC) por 3
dias para producio de metabdlitos. As culturas foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado no ensaio.
Placas de petri contendo BDA foram inoculadas com 100 pL da suspensdo de esporos dos fitopatdgenos (1 x
10° esporos/mL) e foram feitos pogos no agar, onde se adicionou 100 pL dos extratos centrifugados preparados
anteriormente. As placas foram incubadas por 24 h na geladeira para difusdo dos metabdlitos e apds incubadas
a 28 2oC por 4 dias. Os halos foram medidos e o indice de antibiose calculado. Neste ensaio, diferentemente
da dupla camada, o isolado 6(4) produziu halo em 90% dos fitopatégenos testados, enquanto o R18(6) em
apenas um isolado. Daqueles fungos que foram inibidos pelo 6(4), 47% apresentou halo igual ou maior do
que 2 cm. Os resultados até o momento mostram que os isolados testados apresentaram capacidade de inibir
o crescimento da maioria dos fitopatégenos, sendo o R18(6) com maior eficiéncia na dupla camada e o 6(4)
quando submetido ao crescimento em meio liquido.
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ENGENHARIA EVOLUTIVA APLICADA A ADAPTACAO DA
BACTERIA KLEBSIELLA PNEUMONIAE AO AUMENTO DA
CONCENTRACAO DE GLICEROL EM MEIOS DE CULTIVO

D.M. ROSSIY, M.M CRUZ?, L.R. HICKERT! e M.A.Z. AYUB!

1 UFRGS, Rua Engenheiro Luiz Englert, s/n? - Porto Alegre
*Apresentador: drossi@enq.ufrgs.br

Devido as atuais crises politicas e ambientais causadas pelos combustiveis fosseis, buscam-se cada vez
mais fontes alternativas de energia. Os biocombustiveis, como o biodiesel, representam uma opc¢do
viavel, sua producio esta em expansio e como consequéncia ha um aumento na formacio de bioprodutos
secundarios, entre eles o glicerol. Objetivando reduzir problemas ambientais pelo acimulo de glicerol e,
consequentemente, tornar a producdo de biodiesel mais rentavel, estdo sendo cada vez mais pesquisadas
alternativas biotecnoldgicas que utilizam glicerol como fonte de carbono para obtencao de produtos de valor
agregado, como 1,3-propanodiol (1,3-PD) e etanol, através da fermentacdo com microrganismos. O meio
contendo glicerol residual é bastante in6spito a um microrganismo, neste contexto, o objetivo deste trabalho
foi promover a adaptacao gradativa de Klebsiella pneumoniae Blh-1 ao meio contendo glicerol residual com
o intuito de avaliar o efeito do processo adaptativo na producao de 1,3-propanodiol, etanol, acido acético
e acido latico. Apoés a verificacdo da cinética de consumo de glicerol residual, a bactéria K. pneumoniae
foi cultivada em biorreatores operando em fluxo continuo, como estratégia de engenharia evolutiva. Os
biorreatores continham 1,5 L. de meio de cultivo em condi¢Ges anaerdbicas com pH 7, temperatura de 37 ¢C
e agitacdo de 300 rpm. As entradas e saidas de meio também foram controladas através do uso de bombas
com vazdo constante, em que o meio contendo glicerol residual estéril foi constantemente adicionado em
concentragdes gradativas crescentes que mudavam a cada 30 h (g L*): 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 e 100. Para
testar o efeito da engenharia evolutiva sobre a bactéria, as linhagens armazenadas de antes e depois do
cultivo continuo foram inoculadas em frascos Erlenmeyers de 250 mL, com 50 mL de meio contendo 100
gL® glicerol residual e testadas quanto a eficiéncia de consumo e produ¢do em agitadores orbitais a 150
rpm. O cultivo continuo, apesar de ter permitido a producgdo de 1,3-PD e etanol, provavelmente ndo foi
suficientemente longa para permitir uma adaptacao ao nivel de selecdo de mutantes. A linhagem de antes
do cultivo continuo apresentou melhores resultados quanto rendimento (0,47 gg') e produtividade (1,51
gL*h') de 1,3-PD do que a linhagem apds o cultivo continuo (produtividade: 0,40 gg* e rendimento 1,35 gL
1h1) em agitador orbital 150 rpm, 372C em um meio contendo 100 gL de glicerol residual.
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ESTABILIDADE DO COMPOSTO ANTIMICROBIANO DE
PLEUROTUS SAJOR-CAJU FRENTE A CONGELAMENTO E
DESCONGELAMENTO

C. R. CONTESSAY, N. B. de SOUZA?, L. ALMIEDA!, A. P. MANERA! e C. C. MORAES!

! Universidade Federal do Pampa - UNIPAMPA, 96413-170 - Bagé, RS - Brasil
*Apresentador: camilaramao@hotmail.com

Fungos sdo eucariontes, e podem ser encontrados na forma unicelular, assim como as leveduras, e apresentam-
se também como fungos filamentosos formados pelo conjunto de hifas, as quais podem ser septadas ou
ndo. Os basidiomycotas tem por seu representante fungos macroscépicos, os cogumelos, que além das suas
caracteristicas nutricionais e terapéuticas, destacam-se pela producdo de agentes antimicrobianos, como é
o exemplo do Pleurotus sajor-caju, cogumelo comestivel de origem asiatica que possui alto valor nutricional
e propriedade antimicrobiana. Sendo assim, objetivou-se 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). A extracdo do composto
foi obtida a partir do micélio de Pleurotus sajor-caju cultivado por fermentacdo em estado so6lido, submetido
a congelamentos e descongelamentos periodicos, até que se perdesse a acao inibitéria do composto, que foi
analisada pelo método de microplacas descrito na norma NCCLS(2003). A partir dos resultados obtidos pode-
se observar que ambos os compostos aumentaram sua efetividade apdés os congelamentos, pois a técnica
permite a perda da atividade bioldgica de alguns compostos da amostra, permitindo assim a concentracio
do composto de interesse, resultando em um aumento de 96% de inibicdo contra o Staphylococcus aureus no
terceiro congelamento e 62% sob Escherichia coli no segundo congelamento. Conclui-se que o composto que
inibe gram-positivo é diferente do que inibe gram-negativo, e que este tem maior estabilidade, pois manteve
sua ac¢do até o terceiro congelamento.

Palavras-chave: Cogumelo ostra. Compostos bioativos. Purificacao.
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REDUCAO DA CARGA MICROBIANA EM TESTE DE
MICROPLACAS ATRAVES DA ACAO DE BACTEROCINAS

N. B. SOUZAY, C. R. CONTESSA!, L. ALMEIDA?, A. P. MANERA! e C. C. MORAES!

1Universidade Federal do Pampa - UNIPAMPA, 96413-170 - Bagé, RS - Brasil
*Apresentador: nathieli.souza.1995@gmail.com

Bacterocinas sdo peptideos ou proteinas produzidos por algumas cepas de bactérias acido lacticas durante a
fase lag de seu crescimento e exercem atividade antimicrobiana contra uma série de micro-organismo, contudo
ndo apresentam alteracdes na microbiota intestinal, pois sdo digeridas por enzimas como a tripsina e a pepsina,
encontradas naturalmente no trato digestivo. Estas sdo interessantes a serem usadas como agentes naturais de
preservacdo de alimentos, pois alem de nio influenciarem na microbiota gastrointestinal elas tem ampla acao
antimicrobiana, sdo bastante tolerantes a pH e temperaturas e ndo interagem com antibidticos. Atualmente
grande parte dos conservantes utilizados na industria de alimentos sdo quimicos, necessitando de mais estudos
na area de conservantes naturais. Com base nestes dados objetivo-se a reducdo da carga microbiana em teste
de microplacas através de bacterocinas produzidas por bactérias acido lacticas de diferentes fontes. Para
obtencdo das bacterocinas a serem estudadas foi feito o isolamento de uma bactéria lactica de salame italiano
(S) e outras trés bactérias lacticas foram gentilmente fornecidas pela Fundag¢io Osvaldo Cruz (FIOCRUZ), estas
sdo a Lactobacillus fermentun(A), Lactobacillus helveticus(B), Lactobacillus acidophilus(C). Todas passaram
pelo processo de inoculacdo em caldo MRS e foram incubadas em estufa bacteriolégicas a 32°C por 24-48
horas. Apds o tempo de incubagdo em estufa os meios turvos foram colocados em erlenmeyers identificados
contendo aproximadamente 200 mL de caldo MRS cada, estes em Shaker com agitacdo de 150 rpm foram
fermentados por 24-48 horas, o caldo com células foi submetida a centrifugacdo nas condi¢des de 4 °C a 5500
rpm por 15 minutos, entdo o sobrenadante foi utilizado para andlise antimicrobiana pela metodologia descrita
pela NCCLS (2003) frente os micro-organismos Shaphylococcus aureus (G+) e Escherichia coli (G-). Os resultados
de inibicdo obtidos foram para o micro-organismo G+ S= 99,77%=+0,35, A= 98,85%%*0,75, B= 99,54%%+1,19,
C= 79,83%%6,49, para o micro-organismo G- S= 92,69%+1,93, A= 97,70%%3,97, B= 92,03%+0,95, C=
61,87%%19,07. A partir destes resultados observa-se que a bactéria lactica isolada do salame tem um grande
potencial de producdo de bacterocinas, composto antimicrobiano, assim como as bactérias ja identificadas
fornecidas pela FIOCRUZ. Conclui-se entdo que as bacterocinas produzidas durante o processo de fermentacdo
sdo eficientes para os dois micro-organismos testados.
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ENSAIO COMETA AGUDO UTILIZANDO DANIO RERIO
(HAMILTON 1822) PARA INVESTIGAR A GENOTOXICIDADE DO
BIOPESTICIDA AZAMAX®
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! Académica do curso de Ciéncias Bioldgicas e bolsista FAPERGS, Universidade de Santa Cruz do Sul - UNISC
2 Professor do Curso de Ciéncias Biolégicas, Universidade de Santa Cruz do Sul - UNISC

Danio rerio (Zebrafish ou paulistinha) é um pequeno peixe exético, de dgua doce utilizado amplamente
como modelo para avaliagdo de substdncias quimicas por ensaios toxicoldgicos, genotoxicolégicos e de
embriogénese. Na agricultura denominada organica, sdo utilizados biopesticidas como o 6leo de Ninn,
comercialmente conhecido como Azamax®. Ensaios de toxicidade tém sido realizados com este produto
para atender a legislacdo vigente, porém ensaios de genotoxicidade sio raros. O Ensaio Cometa (EC) é uma
ferramenta que pode ser utilizada para avaliacdo da genotoxicidade. O objetivo foi utilizar o D. rerio como
modelo de vertebrado para avaliar a genotoxicidade do biopesticida Azamax® através do EC. O teste de
genotoxicidade foi de acordo com a norma da ABNT-NBR 15088 e Protocolo do Comité de Etica 138538. Os
peixes foram adquiridos aleatoriamente comercialmente, tendo a mesma linhagem. Estes foram aclimatados
durante trés semanas, apds foram expostos a 03 concentracdes de Azamax® (6pg/mL; 3pug/mL; 1,5ug/mL),
durante 24 h. No periodo de exposicdo os peixes foram mantidos nas mesmas condi¢des de aclimatac¢io. Os
peixes foram retirados um de cada vez do aquario e postos em um becker com agua destilada e gelo, para
anestesia. Ap6s o peixe foi pego e feito um corte inico separando a cabeca do corpo para a obtencio do sangue.
0 EC foi adaptado Singh et al. (1988). Apds foram elaboradas as laminas, posteriormente colocadas em solu¢do
de lise, desenovelamento seguido de eletroforese. As laminas foram neutralizadas, fixadas e, posteriormente,
coradas com Nitrato de Prata. As analises foram realizadas em 100 nucleoides por lamina, totalizando 500
nucleoides por amostra, os quais foram classificados em cinco classes (0 a 4), obtendo-se a FD e o ID. Os
resultados foram analisados através do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney com nivel de significancia de
5%, comparando-se os grupos testes em relacdo ao CN. Foi observado que apds 24 h de exposigdo, todas as
concentragdes apresentaram FD e ID significativamente aumentados em relacdo ao CN, sugerindo que o EC
com D. rerio foi eficiente para identificar a genotoxicidade do Azamax® em concentracdes até oito vezes menor
que a concentracdo recomendada de uso comercial. Assim a ideia de que o Azamax® por ser um produto
“natural” ndo tem efeitos téxicos e genotdxicos deve ser repensada pelos produtores organicos. O EC com D.
rerio mostrou-se eficiente para detectar a genotoxicidade do Azamax® ja em 24 h de exposicao.
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AVALIACAO DO BIOCONTROLE E PROMOCAO DE
CRESCIMENTO DO ISOLADO STREPTOMYCES R18(6) CONTRA
BIPOLARIS SOROKINIANA EM CULTURA DE TRIGO
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Um dos principais fatores que compromete a produgdo de trigo no Brasil sdo as doencas flngicas. Bipolaris
sorokiniana é um fungo fitopatogénico responsavel por diversas doencas do trigo. O emprego de fungicidas
para controle das doengas vem aumentando os problemas ambientais e a resisténcia dos fitopatégenos
a estes compostos. Tendo em vista a necessidade de uma producdo sustentavel, o biocontrole surge como
estratégia alternativa e com grande potencial. Actinobactérias sdo microrganismos que podem influenciar
no crescimento de plantas, proteger as raizes de invasdo de microrganismos patogénicos, podendo desta
maneira, serem utilizados no controle biologico de doencas de plantas. Desta forma, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antiftingica e promotora de crescimento do isolado Streptomyces R18(6) contra
B. sorokiniana em plantas de trigo. O isolado R18(6) foi selecionado com base em resultados anteriores,
obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando o teste de dupla camada com isolados de B. sorokiniana. A
inoculacdo foi realizada com a desinfestacdo das sementes e estas foram colocadas em frascos contendo uma
suspensao do isolado R18(6) na concentragdo 10° UFC/mL a 252C por 4h sob agitagio. O teste in vivo consistiu
em quatro tratamentos: 1) sementes sem tratamento (controle); 2) sementes sem inoculacdo e solo infestado
com B.sorokiniana no momento do plantio; 3) sementes inoculadas com R18(6) e B. sorokiniana foi inoculado
no solo 14 dias apds a semeadura; 4) sementes sem tratamento e solo com uma suspensdo de R18(6) no
momento do plantio. Experimento realizado em temperatura controlada de 22+ 2°C e fotoperiodo de 12h.
A manifestacdo da doenga e promocio de crescimento foi avaliada aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inoculacio.
Dos quatro tratamentos aplicados, o tratamento 3 foi o que mostrou maiores valores em todos os parametros
(peso fresco, peso seco e altura da parte aérea). Quinze dias ap6s a inoculacdo do fungo no tratamento 3 nio
houve manifestacdo da doenca. Assim sugere-se, a partir destes dados preliminares, que o isolado R18(6)
tem potencial para promover o crescimento da planta quando inoculado a semente e pode também conferir
protecdo contra o fungo inoculado no solo.
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INTERACAO ENTRE ADSORCAO DE AGUA E VIABILIDADE
DE CONIDIOS DE FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS EM
FORMULACOES OLEOSAS
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*Apresentador: e-mail (gabriela.quimica@hotmail.com)

As condicdes de temperatura e a umidade do ambiente influenciam na viabilidade de conidios do fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae, quando armazenados em prateleira. Uma estratégia de preservacao
do fungo, além da baixa temperatura, é a veiculacdo dos conidios em formulacdes capazes de manter as
caracteristicas do microrganismo sem afetar sua viabilidade. Entretanto, a adsorcdo de dgua pelos conidios,
proveniente da interagdo entre a embalagem do produto e o local de armazenamento, é um dos desafios
para as formulagdes com fungos entomopatogénicos. O objetivo deste trabalho foi analisar a correlacdo
entre adsorcido de agua pelo fungo em formulacdo oleosa armazenada a 26+2°C e a viabilidade dos conidios.
Foram preparadas cinco suspensdes de conidios: A (conidios + agente suspensor do tipo 1 + combinagao
de tensoativos hidrofilico-lipofilico; + agente floculante + 6leo vegetal); B (conidios + agente suspensor do
tipo 2 + combinacdo de tensoativos hidrofilico-lipofilico + agente floculante + 6leo vegetal); C (conidios +
tensoativo hidrofilico + 6leo vegetal); D (conidios + 6leo vegetal) e F (conidios secos nido formulados). A
presenca de agua livre adsorvida foi medida através da atividade de agua (a, ), utilizando-se um medidor da
marca AQUAlab (Modelo 3 TE) com temperatura ajustada para 26°C. A viabilidade dos conidios foi avaliada
por meio de cAmara de Neubauer, quantificando-se o percentual entre os conidios viaveis e ndo viaveis (Taxa
de Germinagdo TG%). As leituras foram realizadas a cada 30 dias, durante 210 dias. As formula¢des A (53,9%)
e D (61,0%) apresentaram maior taxa de germinacao dos conidios, apés o periodo total de armazenamento, e a
atividade de 4gua de 0,528 e 0,606, respectivamente. As demais formulacdes B, C e E apresentaram uma média
43,7% dos conidios viaveis e atividade de 4gua média de 0,689. Na formulacdo F a taxa de germinacdo foi
14,5% e a atividade de 4gua (a 0,577). Observa-se que ha uma interacdo inversa entre a atividade de 4gua em
formulag6es oleosas e a viabilidade dos conidios, provavelmente, devido as reagdes hidroliticas e oxidativas
sofridas pelo 6leo vegetal e demais componentes presentes na formulagao, mediante adsorc¢ao de agua livre.
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IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE LECTINAS NO
GENOMA DE XANTHOMONAS ORYZAE ATRAVES DE ANALISES
IN SILICO

G. 0.S.V.NAVARROY, A. M. GUIMARAES', F. S. KREMER! e L. S. PINTO!

1 Biotecnologia, CDTec, Universidade Federal de Pelotas, Capido do Ledo, RS, Brasil
*Apresentador: gabi.oliveiral9@hotmail.com

Xanthomonas sao bactérias fitopatogénicas gram-negativas que atacam plantas de interesse econdmico, sendo
assim é fundamental conhecer os mecanismos utilizados para o desencadeamento da doenga. As lectinas sdo
proteinas de origem ndo imunoldgica que interagem, através de sitios de ligacdo, de forma seletiva e reversivel
a carboidratos. Estas proteinas estdo presentes em microrganismos e é pertinente entender suas interacgoes,
visto que possuem importancia fundamental em muitos processos bioldgicos como adesao celular, colonizacao,
viruléncia, infec¢cbes e o transporte de toxinas. O objetivo do trabalho foi identificar genes de lectinas na
sequéncia genomica de Xanthomonas oryzae, bem como a caracteriza¢io de seus dominios, visando entender
seu papel na patogenicidade destas bactérias. Para isso, inicialmente foi obtido o genoma completo da bactéria
no GenBank, sendo utilizado o programa Artemis para aidentificacdo de regides codificantes. Seguindo a analise
dessas regides no programa CD-Search Tool para a identificacdo de dominios conservados. Depois de obtidos
os resultados seguimos para a plataforma BioinformaticsToolKit onde realizamos a modelagem das estruturas
dessas proteinas e por fim analisamos o grau de conservacao das estruturas obtidas, utilizando as ferramentas
The SoluX Server, RAMPAGE e dDFIRE. Através das analises realizadas foi possivel identificar dominios
lectinicos em proteinas relacionadas a adesao celular dessas bactérias. Dentre estas proteinas, destacam-se,
Hia e YadA,sendo identificados 14 sequéncias referentes a Hia e dominios YadA; Escolheu-se estes dominios
por estarem envolvidos com o processo de adesdo, colonizacido e desencadeamento da patologia. Observou-
se um alto grau de conservacdo entre as sequéncias pertencentes aos dominios de interesse, porém nao foi
possivel realizar a modelagem das estruturas devido ao seu tamanho.Como relatado em outros estudos, os
dominios (adhesin_like) estdo relacionados a adesao celular estdo associados a entrada da bactéria a célula, a
suainteragdo e a viruléncia.Conclui-se que a partir das analises preliminares que o género Xanthomonas possui
lectinas em suas sequéncias e dominios responsaveis pela adesdo celular e desencadeamento da doenga.O
trabalho prossegue para uma melhor caracterizacao das lectinas, dos dominios e da estrutura.
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ATIVACAO DA VIA DE TRANSDUCAO DE SINAL, RELACIONADA
AO ESTRESSE, EM RESPOSTA A PERDA DA CHAPERONA GRP170

C. B. BENDER"e G. ]. WADSWORTH?

! Universidade Federal de Pelotas, Laboratdrio de Gendmica Funcional, prédio 19. Campus Universitario, S/N - CEP 96160-000,
Capao do Leao, RS-Brasil.

2 State University of New York, Buffalo State.1300 Elmwood Avenue, Buffalo, NY 14222, United States.

*camilabbender@gmail.com

A chaperona GRP170 (proteina regulada pela glicose 170) estd presente na cadeia de proteinas do reticulo
endoplasmatico (RE), participando na montagem, dobramento e transporte de proteinas secretdtias ou
transmembranas. Estudos anteriores demostraram que cepas de Caenorhabditis elegans geneticamente
nocauteadas para a isoforma GRP170 a induzirem altos niveis de expressao de HSP-4 (Heat Shock Protein)
e consequentemente a ativacdo do processo conhecido como resposta a proteinas mal dobradas [Unfolded
Protein Response (UPR)]. Adicionalmente, foi visto que durante a indugdo de UPR, ocorre a remocdo de um
intron do fator de transcricao xbp-1, permitindo assim a sua expressao e por conseguinte a inducdo de HSP-4.
Como objetivo do nosso estudo, buscamos avaliar em cepas de Caenorhabditis elegans nomais e nocauteadas
para GPR170a, se os niveis de expressdo de xbp-1, apos ser submetido ao processo de splicing, esta relacionado
com a perda da funcdo de GPR170a. Nesse contexto, a técnica de transcriptase reversa quantitativa em tempo
real (RT- qPCR) foi realizada, utilizando primers especificos para xbp-1.Nossos resultados mostrararam que
xbp-1 teve sua expressdo aumentada em vermes nocauteados quando comparados ao controle, sugerindo que
aperda de GRP170a leva ao aumento da expressdo de HSP-4 e a ativacdo da via de transducao de sinal da UPR.
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AVALIACAO INICIAL DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE
DERIVADOS DE CURCUMINA EM BIODIESEL ATRAVES DE
CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

C. B. GOMESY, S. C. FREITAS?, G. T. GUERRA?, L. M. BERNEIRA?, B. PACHECO! e C. M. P. de PEREIRA?
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*Apresentador: carolgomes.estrela@hotmail.com

A escassez dos combustiveis fosseis derivados de petrdleo e as questdes ambientais associadas a queima
desses combustiveis tém contribuido para a busca de novas fontes energéticas, a fim de suprir a demanda
energética. Diante das necessidades tem-se apresentado como uma alternativa viavel o estudo e producao
de biocombustivel que sdo fontes de energia limpas e renovaveis. Atualmente destaca-se o biodiesel,
que é definido como uma mistura de ésteres monoalquilicos de acidos graxos, obtido pelo processo de
transesterificacdo de 6leos vegetais e gorduras animais. A desvantagem de aplicagdo do biodiesel puro
é a sua oxidacdo pelo: oxigénio atmosférico, temperaturas elevadas, umidade e luz devido a presenca de
insaturagdes causando danos ao motor. Com isso torna-se necessario a adi¢do de antioxidantes que inibem a
oxidacdo. Antioxidantes fenodlicos sintéticos como as Curcuminas (com e sem substituintes) foram aplicadas
para este fim. O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial de Curcuminas sintéticas como antioxidantes
para aplicacdo em biodiesel de soja através da técnica de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC). Foram
sintetizadas Curcuminas por condensacdo aldélica de benzandeidos com e sem substituinte na presenga
de catalisador. Logo, a identificacao foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa (GC-MS). O biodiesel foi produzido pelo processo de transesterificagdo do 6leo de soja com metanol.
Ap6és, as amostras: biodiesel puro, Curcumina R-H (sem substituinte), Curcumina R-C# (com substituinte),
biodiesel com adicdo de Curcumina R-H e biodiesel com adi¢do de Curcumina R- C¢ foram submetidas a
andlise de deteccdo por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) que mede as variagdes de entalpia
da amostra pelo fluxo de calor (mW/mg) em funcdo da temperatura através de eventos endotérmicos e
exotérmicos caracterizados por mudancas de estado fisico ou reacdes quimicas. Os resultados deste estudo
demonstraram que a utilizacdo de compostos fendlicos mostrou-se uma boa alternativa para a estabiliza¢do
de matrizes lipidicas. As Curcuminas sintéticas sem substiruinte (R-H) e com substituinte cloro (R-C#)
apresentam perfis calorimétricos com comportamentos distintos quando misturadas ao biodiesel de soja,
porém ambas atuaram como aditivo antioxidante no biodiesel de soja. A presenca de Curcumina no biodiesel
de soja indica uma durabilidade maior no biodiesel com relacdo a oxidacao.
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CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE BACTERIAS ENDOFITICAS
ISOLADAS DE PLANTAS ISCAS DE TRIGO E MILHO NA REGIAO
OESTE DO PARANA
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*Apresentador: vanessa.suzane31@gmail.com

As bactérias diazotréficas quando associadas as plantas podem ser usadas como promotoras de crescimento
vegetal pela fixacdo bioldgica de nitrogénio (N,), pela produgao de fitohormonios, pela solubilizagio de fosfato
ou por outros mecanismos que contribuam para a sanidade e desenvolvimento das plantas. Desta forma, o
objetivo do presente trabalho foi caracterizar bioquimicamente, através das analises do indice de solubilizacdo
de fosfato (ISF) e da producio de 4cido indol-3-acético (AIA), os isolados endofiticos de plantas iscas de trigo
e milho na Regido Oeste do Parana. A partir do isolamento das bactérias de plantas de trigo e milho, em trés
areas de mata: 1-argissolo vermelho; 2-latossolo roxo e 3-nitossolo vermelho, pelos meios semi-seletivos:
DYGS, NFb, JNFb, LG, LGD, LGI e LGI-P, no LABIOGEN da UFPR Campus Palotina, foram obtidos 136 isolados
que foram caracterizados bioquimicamente. A analise qualitativa do indice de solubilizacdo de fosfato foi
realizada em meio s6lido NBRIP, onde uma aliquota da bactéria foi colocada em quatro pontos na placa de
Petri, e apo6s 6 dias incubadas em estufa a 282C, mensurou-se o didmetro dos halos e das colonias onde a
razdo entre eles indicou baixa (IS<2), média (IS<4) e alta (IS24) solubiliza¢do. Para a analise da producao
de AIA as bactérias foram crescidas em 5 mL de meio Dygs liquido com e sem a adicdo de triptofano (Trp).
A determinacdo de AIA e de proteina no meio foi realizada pelo método de Salkowski e Lowry. Do total de
isolados, 17 apresentaram baixo indice de solubilizacdo, 14 com solubilizacdo média e 17 com alto indice de
solubilizacdo, sendo que os demais ndo apresentaram solubiliza¢do de fosfato. UFPRPALM3-66 foi a bactéria
de maior valor, apresentando solubilizacdo de 7,66, sendo isolada de planta de milho na area 3. Os niveis de
AlA/proteina sem triptofano variaram entre 19,94 e 1170,98 ug mg™*, sendo UFPRPALT2-32 o maior produtor.
Com triptofano, os niveis variaram de 168,29 a 5599,57 ug mg?, onde UFPRPALM3-80 foi o maior produtor
de AIA in vitro. Os resultados indicaram que alguns isolados merecem ser testados in vitro e em campo para
verificar a promog¢ao de crescimento em plantas ndo-leguminosas.
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AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO PEPTIDEO
JABURETOX
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Uma alternativa economicamente viavel, na busca por novos medicamentos, sdo as proteinas e peptideos
de origem vegetal. Muitas dessas moléculas tém sido isoladas, caracterizadas e descritas, demonstrando
ser esse um crescente e importante campo de pesquisa para futuras formulacdes no controle de doencas
bacterianas. As ureases vegetais, enzimas niquel dependentes, que catalisam a hidrélise da ureia, tem se
mostrado promissoras na pesquisa de novos agentes antimicrobianos. As isoformas de ureases produzidas
pela leguminosa feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), bem como ureases provenientes de outras plantas
e de micro-organismos apresentam atividades bioldgicas relevantes nao relacionadas a sua atividade
enzimatica, sendo caracterizadas como proteinas moonlighting. A toxicidade contra insetos e fungos
esta incluida dentre outras atividades bioldgicas descritas para ureases. O Jaburetox (JBTX), um peptideo
recombinante clonado a partir da sequéncia de JBURE-II, uma das isoformas de urease de C. ensiformis,
também possui atividade entomotdxica e uma importante atividade antifiingica contra fungos filamentosos
e leveduras. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade téxica do peptideo JBTX contra bactérias de
interesse médico entre elas: Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, através de ensaios in vitro. Utilizamos duas metodologias
para avaliar a inibicdo do desenvolvimento bacteriano: contagem de unidades formadoras de colénias (UFC/
mL) e avaliacdo por densidade éptica, por absorbancia a 620 nm. Nossos resultados mostraram que o JBTX
inibiu o desenvolvimento das bactérias testadas com uma concentracao inibitéria minima (MIC) de 6,75
UM e que E. coli apresentou uma sensibilidade maior, onde o MIC foi de 0,75 uM. Os resultados confirmam
a atividade antimicrobiana do JBTX, a mesma ja havia sido descrita para fungos e leveduras de importancia
biomédica em doses de 9 uM e 18 uM. Embora o JBTX ndo esteja classificado em nenhuma familia de peptideos
antimicrobianos, tais como as defensinas, ciclotideos, a/f3 tioninas entre outras, surge como uma alternativa
no campo terapéutico. Qutros testes estdo sendo conduzidos para avaliar se esse efeito é bacteriostatico ou
bactericida, bem como se ocorre permeabilizagdo da membrana bacteriana. Os resultados preliminares, aqui
descritos, demonstram a importancia desse peptideo como novo agente antimicrobiano e contribuirdo para a
elucidagdo do mecanismo de agdo deste peptideo.

Palavras-chave: ureases; jaburetox; atividade antimicrobiana.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 131



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

INFLUENCIA DO FOTOPERIODO E DO GLICEROL RESIDUAL NA
PRODUCAO DE LIPiDIOS PELA MICROALGA CHAETOCEROS
CALCITRANS

J. M. da SILVEIRAY, D. A. NOGUEIRA!, C. A. V. BURKERT! e E. M. VIDAL!
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Aproducdo de determinados compostos de interesse, como lipidios, pelas microalgas, é afetada por parametros
de cultivo, como intensidade de luz, ciclo de fotoperiodo, temperatura e composicdo de nutrientes no meio de
cultura. Chaetoceros calcitrans é uma microalga que vem sendo estudada para tal fim, porém ha poucos estudos
utilizando o glicerol residual (GR) como fonte de carbono organico em seus cultivos, sendo este um residuo da
producao de biodiesel. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes ciclos de fotoperiodo e concentracgoes de
GR no cultivo da microalga C. calcitrans para a producao de lipidios. Os cultivos foram realizados em triplicata,
utilizando frascos Erlenmeyer contendo 900 mL de meio Conway, adicionado de 4gua marinha e salinidade
de 28 ups, e GR. Os mesmos foram dispostos em uma estufa com fotoperiodo (Eletrolab EL-202, Brasil), a
iluminacdo foi proporcionada por lAimpadas fluorescentes, com irradiidncia de 40,5 pmol.m s, temperatura
de 302C, concentragdo inicial de biomassa de 0,55 g.L'! e concentra¢des de GR de 0, 3,37 gL' e 5,61 gL
Os ciclos de fotoperiodo foram 12C:12E e 24C:0E (Claro:Escuro). Ao término do cultivo foi quantificado o
conteudo lipidico (CL) utilizando o método de Bligh e Dyer. Para o ciclo de fotoperiodo de 12C:12E, verificou-
se que adi¢do de GR aumentou o CL em até 6 vezes, passando de 6,0 + 1,2% (0 g.L ! de GR) para 38,1 + 2,3%
(5,61 g.L'* GR), ndo mostrando diferencas significativas entre as concentragdes de 3,37 g.L.* e 5,61 g.L.'* de GR.
Para o ciclo 24C:0E houve o aumento do CL com o aumento da concentragao de GR, no entanto maior CL obtido
na concentracdo de 3,37 g.I'* de GR, de 45,1 * 1,9%, diferindo estatisticamente das demais concentragdes.
A mudanca do ciclo de 12C:12E para 24C:0E proporcionou aumento significativo do contetdo lipidico para
0 gL!deGR (6,0 = 1,2% para 13,5 + 2,4%), na concentracio de 3,37 g.L'* de GR (de 36,6 + 2,6% para 45,1 +
1,9%), entretanto para a concentragdo de 5,61 g.L'! de GR houve a redugdo deste contetido com a mudanca
do ciclo para 24C:0E (de 38,1 + 2,3% para 33,2 = 1,1%). Tais resultados podem estar relacionados as reagdes
metabdlicas que ocorrem na fase clara da fotossintese, uma vez que o maior CL foi alcancado na concentracao
de 3,37 g.L'* de GR e no ciclo de fotoperiodo de 24C:0E, mostrando que o maior tempo de exposi¢do a luz em
menor concentracdo de carbono proporcionou maior aporte lipidico.
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DIFERENCIACAO DE MICRO-ORGANISMOS POR
ESPECTROSCOPIA DE REFLETANCIA ESPECULAR NO
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Os métodos mais comuns para identificacdo de micro-organismos se baseiam na morfologia e em testes
bioquimicos, os quais sdo procedimentos demorados e podem gerar resultados presuntivos ou inconclusivos.
Por outro lado, testes mais precisos sdo aqueles baseados em biologia molecular onde normalmente o DNA é
analisado. Estes métodos sdo mais elaborados e de alto custo (dependendo do método) nao sendo utilizados
rotineiramente. A espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), combinada com
andlises quimiométricas, vém se destacando nos ultimos anos como uma técnica de grande potencial para
diferenciar classes de micro-organismos, tendo como vantagem a preservacdo da amostra e a geragdo minima
de residuo. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um método baseado em
FT-IR para diferenciacdo de micro-organismos, utilizando a técnica de Reflexdo Especular. Para a realizacdo
do trabalho foram utilizadas 7 cepas padrdo de bactérias e 3 de leveduras de interesse clinico. As bactérias
foram inoculadas em caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e as leveduras em caldo Sabouraud, sendo
incubadas por 48 horas em estufa a 37°C. Em seguida, as bactérias foram cultivadas (30 a 48 horas, a 37°C)
em placas contendo agar Nutriente e as leveduras em agar Sabouraud. Os espectros foram adquiridos por
refletdncia especular na faixa de 4000 a 450 cm’, a partir de filmes obtidos por secagem (60-65°C, 4 min)
de 10 pL de suspensdes celulares (2 puL de biomassa em 100 pL de agua) depositadas em probes de inox
(8,4 mm de didmetro). Os dados foram pré-processados por amostra via correcdo por espalhamento de luz
(MSC), correcdo de linear de linha de base e normaliza¢do via amplitude. Em seguida foram pré-processados
por variavel via centragem na média e, finalmente, analisados pelo Algoritmo de Modelagem Independente
Flexivel por Analogia de Classes (SIMCA). O modelo de discrimina¢do de bactérias e leveduras foi obtido
com distancia interclasses de 6,2652, com 97,1% de acuracia para bactérias e 100% (n=50 espectros) para
leveduras. Ja o modelo para a diferenciacdo de bactérias quanto a propriedades tintoriais alcangcou 100%
(n=35 espectros) de acuracia para todas as duas classes com distancia interclasses de 3,3514. Pode-se concluir
que a técnica desenvolvida pode ser aplicada como rotina para identificacio microbiana em substituicdo ao
método convencional de coloragao de Gram.
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Cada vez mais da-se importancia a minimizacdo de desperdicio de fonte de matéria-prima alimentar, bem como
a técnicas e processos de reutilizagcdo ou reagregacao de subprodutos alimentares resultantes de producado
alimentar. Isso acarreta também em beneficios na economia minimizando custos ao produto final. Na Serra
Gaucha encontra-se uma producdo vinifera em potencial e, portanto, uma geracio de rejeitos com potencial
de reaproveitamento. Ao final do processo de vinificacdo, o liquido é separado do residuo (cascas, sementes
e borras), por meio de uma prensa. Este residuo é intitulado bagaco. Na producao de vinho cerca de 15 % da
uva processada é descartada. Tendo isso em vista, é importante poder reaproveitar este residuo como um novo
produto nutricional. Em contrapartida, dar-se-4 um destino adequado ao mesmo, evitando contaminacdes
pelo descarte incorreto e minimizando o custo, pois a industria paga a outras empresas para retirar o bagaco
da vinicola. O bagac¢o possui baixo pH e elevados teores de compostos que resistem a degradacdo biolégica,
assim seu uso como fertilizante se torna dificil. Por outro lado, é rico em proteinas, fibras, minerais e compostos
fenolicos, com potencial de gerar produtos inovadores e funcionais. Torna-se importante um estudo a respeito
da composi¢do do bagaco de diferentes variedades de uva, a fim de criar novas rotas para este residuo. O
objetivo deste trabalho foi realizar a caracterizacdo do bagaco de uva proveniente de variedades vitis vinifera
e vitis labrusca com vistas a sua agregacdo num produto alimenticio. O bagaco analisado foi doado por cinco
empresas viniferas da Serra Gadcha. O residuo foi coletado, mantido sobre refrigeracdo por um dia e seco
em estufa laminar a 50 °C por cinco dias. Posteriormente foi triturado em liquidificador industrial e por fim
obteve-se uma farinha utilizando o moinho de facas. Os seguintes pardmetros foram analisados: proteina,
fibra, umidade e matéria mineral. Os valores encontrados foram menores para a farinha obtida das variedades
vitis labrusca, mas estavam dentro dos parametros estipulados pela Resolugdo CNNPA n°® 12, 1978 e IN N°
08, de 02 de junho de 2005. Para vitis labrusca, os resultados em proteina, umidade, cinza e fibra, foram,
respectivamente, 11,4 %, 1,0 %, 38,2 % e 11,9 %, inferiores a vitis vinifera. Desta forma, é evidenciado que as
variedades vitis vinifera sao mais indicadas para a elaboracdo de um complemento alimentar. Porém, ainda
serdo realizadas mais analises, como por exemplo, a determinacdo dos teores de metais pesados e polifenodis
para complementar a viabilidade da sua utilizagao.

Palavras-chave: uva; residuo; reaproveitamento, bagaco.
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CITOTOXICIDADE DA RADIACAO UVB EM LINHAGENS
ERITROLEUCEMICAS MDR E NAO MDR

E. . WAGNER!3*, F. SOARES'?3, A. LETTNIN'?3, D. FILGUEIRA'?e A. P. VOTTO'*3
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*Apresentador: eduardo.felipe.wagner@gmail.com

A Leucemia Mieloide Cronica é uma desordem mieloproliferativa de células tronco hematopoiéticas
em diferenciacdo na medula 6ssea. Encontra-se associada a translocacdes entre os bracos longos dos
cromossomos 9 e 22 (cromossomo Philadelphia), com a formacdo do oncogene BCR-ABL, que ativa
constitutivamente a MAPK, desregulando as vias de sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciagcdo e apoptose.
Ap6s tratamento com quimioterapicos, esta leucemia pode ainda se tornar resistente a multiplas drogas
(fendtipo MDR) e este fendtipo pode ser selecionado por farmacos que atuem em alvos celulares distintos.
Entre os mecanismos mais estudados do fenétipo MDR esta a superexpressdo da glicoproteina P (Pgp). A
linhagem celular eritroleucémica resistente FEPS, foi desenvolvida a partir da linhagem parental K562, por
concentragdes crescentes do quimioterapico daunorrubicina, que atinge o DNA. Porém pouco se sabe sobre
a relacdo entre o alvo celular o qual a resisténcia foi induzida e sua posterior sensibilidade a tratamentos
com mesmo alvo. Portanto, neste trabalho foi avaliada a sensibilidade das linhagens K562 e FEPS a radiacdo
UVB, que também atinge diretamente o DNA. A viabilidade celular foi avaliada por exclusdo por azul de
trypan para as doses de 0,01; 0,03; 0,06 e 0,12 J/cm? de UVB e a indugdo de apoptose e/ou necrose por
microscopia de fluorescéncia (brometo de etidio: acridina laranja-1:1) para a dose de 0,03 J/cm? Houve
queda na viabilidade em ambas as linhagens, para todas as doses, a partir de 24 h. A dose de 0,03 ]J/cm? foi
escolhida para os testes de morte celular, onde a K562 sofreu apoptose em 24 e 48 h e a FEPS, apoptose
e necrose para estes mesmos tempos. Assim, é possivel sugerir que os mecanismos de indu¢do de morte
celular entre as duas linhagens sdo diferentes. Além disso, foi demonstrado que o UVB é capaz de provocar
citotoxicidade em ambas as linhagens celulares, desconsiderando o fen6tipo MDR.

Palavras-chave: Apoptose. DNA. Leucemia. Radiag¢do ultravioleta. Resisténcia celular.
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ANALISE PROTEOMICA DAS CELULAS DE MAMIFEROS
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A propolis é um produto resinoso elaborado pelas abelhas da espécie Apis mellifera, as quais a utilizam para
se protegerem contra a invasdo de insetos e para assepsia da colmeia. A prépolis vermelha, encontrada
no nordeste brasileiro, vem sendo estudada por apresentar caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas
diferenciais. O presente trabalho teve como objetivo comprovar a atividade antitumoral da prépolis vermelha
de Sergipe e comparar o perfil proteico de células tumorais (Hep-2, cancer de laringe) e ndo tumorais (Hek-
293, células de rim) tratadas com o seu extrato. Desta forma, foi realizado um extrato hidroalcoélico da prépolis
vermelha, através da maceragdo com etanol 70% (v/v) por 24 horas, com posterior filtragem e secagem. A
caracterizacdo quimica foi realizada utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia seguida por andlise
no Espectrometro de Massas, e possibilitou avaliar a presenca de diversos compostos ja citados por outros
autores, como a Formononetina, Biochanina A e Medicarpina. A atividade citotéxica do extrato em células
de mamiferos foi avaliada através do ensaio de viabilidade celular (MTT). O tratamento foi realizado com
diferentes concentracdes do extrato pelo periodo de 1 hora seguido por 24 horas de incubacdo com meio
suplementado com soro fetal bovino. Os resultados mostraram que o extrato apresentou efeito citotoxico nas
células Hep-2 (IC,, 120 pg.mL™) em uma concentragdo menor quando comparado com alinhagem Hek-293 (IC,,
220 pg.mL™). Estes valores foram utilizados para o tratamento das linhagens para posterior analise protedmica
livre de gel. Através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas foram identificados um total
de 1.336 proteinas na linhagem Hep-2 e 773 nas células Hek-293. Entre as proteinas identificadas 16 foram
reguladas na linhagem Hep-2 e 04 na linhagem Hek-293 quando comparadas aos grupos que ndo receberam
a propolis. Assim, foi realizada a classificacdo destas proteinas através da base de dados PANTHER (Protein
ANalysis THrough Evolutionary Relationships). Esta analise revelou que a fun¢do molecular predominante é a
atividade catalitica e entre os processos bioldgicos o mais proeminente foi associado ao metabolismo. O perfil
protedmico aqui apresentado pode contribuir para o esclarecimento dos mecanismos moleculares envolvidos
na inibicdo da proliferacido de células cancerosas causada pelo extrato hidroalcodlico da préopolis vermelha, os
quais permanecem obscuros até o momento.
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DESENVOLVIMENTO DE BACTERINA DE ESCHERICHIA COLI
RECOMBINANTE CONTENDO A TOXINA EPSILON DE
CLOSTRIDIUM PERFRINGENS
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Clostridium perfringens é uma bactéria comum no ambiente e no trato gastrointestinal de humanos, animais
domésticos e selvagens. Sdo capazes de sobreviver em locais com baixas concentragdes de oxigénio e produz
esporos sob condicdes desfavoraveis. A toxina épsilon, terceira toxina mais potente do género Clostridium
provoca um elevado ndmero de doencas, dentre elas a enterite cronica, enterotoxemia e desinteria, que afetam
principalmente ovinos, bovinos e caprinos. A utilizacdo de antigenos recombinantes contra a toxina épsilon
tem sido relatada no controle e profilaxia dessas enfermidades em substituicdo aos toxoides disponiveis
comercialmente, que apresentam processo de producdo laborioso e perigoso. No entanto, a producao de
antigenos recombinantes requerem etapas de expressdo, solubilizacdo e purificacdo que elevam o tempo
e o custo final de producdo dessas vacinas. Nesse contexto, objetivou-se avaliar os titulos de anticorpos
neutralizantes em coelhos imunizados com Escherichia coli recombinante inativada expressando a toxina
épsilon de C. perfringens. A metodologia consistiu em subclonagem do gene etx de C. perfringens em vetor
pET28a e posterior expressao em E. coli BL21 (DE3) Star™; avaliacdo da solubilidade de rETX expressa em
vetor pET28a; SDS-PAGE para avaliar a expressao de rETX; western blot para confirmacdo da antigenicidade;
quantificagdo das proteinas; preparo das bacterinas recombinantes; vacinacdo dos animais e avaliacdo
da resposta imune humoral por soroneutralizagdo em camundongos. A concentracdo de rETX foi de
aproximadamente 1,5 mg/mL. A dose de 50 pg de rETX na forma de bacterina recombinante nao induziu
titulos detectaveis de anti-toxina ETX. No entanto, a dose de 200 pg de rETX induziu titulos de 10 Ul/mL de
anticorpos neutralizantes. Dentre as vantagens da utilizacao de bacterinas recombinantes esta a diminui¢ao do
tempo e custo de produgao, uma vez que nao se faz necessario o processo de purificagdo, e o lipopolissacarideo
(LPS) presente na membrana da E. coli pode exercer efeito adjuvante, além da dose utilizada no presente
estudo ser 50 vezes inferior a dose tradicionalmente utilizada em toxoides comerciais. Essa forma alternativa
de producdo de vacinas recombinantes visa a disponibilizacdo de antigenos de alta qualidade e baixo custo
para utiliza¢do pela industria veterinaria.

Experimenta¢do animal: Registro no CEEA 7542

Palavras-chave: Imunologia. Biotecnologia. Recombinantes. Vacinologia.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF EXTRACELLULAR
VESICLES FROM ECHINOCOCCUS SPP. HYDATID FLUID
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*Apresentador: mebattistella@gmail.com

Helminths of the class Cestoda are obligate endoparasites of great biological importance worldwide. Some
species of the genus Echinococcus are etiological agents of hydatid disease in humans and domesticated
animals and require important attention. Humans and ungulate animals, intermediate hosts, are affected by
the formation of the hydatid cyst, which is filled with hydatid fluid (HF), in the liver or lungs. Previous studies
of our group showed the presence of proteins in the HF of both host and parasite. Interestingly, proteins
without signal peptide were identified in the HF and in protoescoleces culture media (Monteiro et al. 2010).
Thus, our hypothesis is that these proteins are transported by extracellular vesicles (EVs). This study focus on
the isolation and characterization of EVs from the hydatid fluid of fertile and infertile cysts of E. granulosus and
E. ortleppi. We first analyzed the HF samples from both fertile and infertile hydatid cysts by polyacrylamide-
SDS gel electrophoresis (SDS-PAGE) to select samples with less host proteins, such as albumin. Once selected,
we purified the EVs by three methods, all preceded by a series of centrifugations to remove cells and debris:
“Salting out”; Total Exosome Isolation Kit (Invitrogen); and ultracentrifugation. Subsequently, we subjected
the samples to trypsin treatment to assess the integrity of the EVs. Immunoblot, with specific antibodies
against enolase and aldolase from Echinococcus spp., was performed to verify the presence of proteins usually
found in EVs. To characterize the EVs, we analyzed purified samples by transmission electron microscopy
(TEM). Among the three methods used for purification of EVs, we identified a larger quantity of proteins in
EVs purified by ultracentrifugation. Our hypothesis that the samples contained EVs was further supported
as the proteins present in the samples were not digested by trypsin. Furthermore, enolase and aldolase from
Echinococcus were identified by immunoblot. Finally, the purified vesicles, from both fertile and infertile cysts,
were identified and characterized by TEM. Our findings support the hypothesis that some proteins present
in HF are transported by extracellular vesicles. Further studies based on proteomics, to identify the EVs
composition, and transcriptomics, to assess the presence of mRNAs and miRNAs in the EVs, may clarify their
role in the host-parasite interaction.

Keywords: Echinococcus. Microvesicles. Extracellular vesicles. Exosomes
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A autofagia apresenta papel duplo na biologia tumoral, podendo exercer efeito antitumoral, prevenindo a
carcinogénese e pré-tumoral ao final deste processo. Diversos quimioterapicos, bem como a radioterapia
ativam a autofagia, entretanto, o papel desta ativacdo ainda ndo é claro. Assim, o objetivo desse trabalho
foi avaliar o papel da autofagia na agdo terapéutica da temozolomida (TMZ) em células U-87MG, bem como
caracterizar a acdo dos inibidores de autofagia i15, 118 e i27 nesse tipo celular. A modulag¢io da autofagia foi
realizada geneticamente, inibindo via RNA de interferéncia; e farmacologicamente, através do uso do indutor
rapamicina (RAPA) e dos inibidores 3-metiladenina (3-MA) e seus derivados (i15,118,i27). Ensaios de western
blot demonstraram que os trés inibidores foram capazes de impedir a degradac¢io da proteina SQSTM1/p62 e
a conversao de LC3-1 em LC3-Il induzidos por RAPA. Adicionalmente, experimentos com microscopia confocal
confirmaram a a¢do inibitéria desses fArmacos, mormente no i27. Ainda, resultados obtidos demonstram
que o knockdown de BECN-1, mas principalmente de ATG7, sdo capazes de reduzir a proliferacao de células
tratadas com TMZ. Efeito semelhante (com exce¢do do i15) foi observado em células U-87MG wt tratadas com
as combinacdes RAPA+TMZ+inibidores, mostrando que o bloqueio da autofagia potencializa a acdo terapéutica
da TMZ, de forma persistente em células silenciadas para ATG7, demonstrando que a inibicdo da autofagia
é capaz, ainda, de reduzir a resisténcia a TMZ. Por fim, células silenciadas e tratadas com as combinacdes
RAPA+TMZ+inibidores (principalmente com 3-MA) apresentaram indices de proliferacdo menores do que
aquelas tratadas apenas com TMZ, mostrando que o efeito antiproliferativo dessas combinagdes nao se deve
apenas a interferéncias na autofagia, mas também em outros processos celulares. A execucdo desse trabalho
permite concluir que i18 e i27 tratam-se de promissores inibidores de autofagia, uma vez que sdo capazes de
bloquear a ocorréncia deste processo de modo mais efetivo que o 3-MA. Além disso, observou-se que neste
contexto, a autofagia esta exercendo efeito pré-tumoral, sendo a inibicdo deste processo, uma estratégia
terapéutica interessante para sensibilizar células U-87MG a a¢ao da TMZ
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LEPTOSPIROSE CONTENDO OS ANTIGENOS LIGBREP E LIGBNI
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A Leptospirose é uma enfermidade de carater zoonético causada por espiroquetas patogénicas do género
Leptospira. Embora exista a utilizacdo de vacinas contra a leptospirose humana em alguns paises, estas
sdo bacterinas, que apresentam efeitos adversos locais e sistémicos e conferem protecdo apenas contra os
sorovares que compdem a vacina. Buscando sanar as deficiéncias apresentadas pelas bacterinas, varios
antigenos recombinantes tém sido avaliados em vacinas contra essa zoonose, focando principalmente em
fatores de viruléncia. Ha4 um interesse na utilizagdo das proteinas Lig (Leptospiral immunoglobulin-like) em
formulagbes vacinais, pelo seu envolvimento com mecanismos patogénicos. A proteina LigB é conservada
em todas as espécies patogénicas do género. A proteina apresenta uma porg¢do idéntica (LigBrep) e outra
ndo idéntica (LigBni) a proteina LigA. Porém, vacinas compostas por antigenos recombinantes purificados
estdo relacionadas com baixa imunogenicidade, necessitando adjuvantes que potencializem a resposta imune.
Neste cendrio, este estudo buscou avaliar a resposta imunoprotetora induzida pelos antigenos recombinantes
LigBrep e LigBni de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni L1-130 associado a um adjuvante comercial
a base de saponina contra desafio letal homélogo. O estudo obteve parecer favoravel da Comissio de Etica
em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPel (permissao nimero 6843). Os hamsters foram imunizados por
via intramuscular com duas doses vacinais nos dias 0 e 14. Coletas de sangue foram realizadas nos dias 0 e
28 do experimento. Para o desafio, 10° L. interrogans sorovar Copenhageni L1-130 foram inoculadas por via
intraperitoneal 14 dias ap6s a segunda dose. Apds 28 dias do desafio, os sobreviventes foram eutanasiados.
Rim esquerdo macerado com a finalidade de reisolamento do patégeno. A resposta humoral promovida pelas
formulagdes foi avaliada por ELISA indireto e os soros positivos a esse teste foram titulados. Para avaliacao da
imunidade esterilizante buscou-se o reisolamento do patégeno através dos macerados renais. Todos animais
do grupo controle vieram a 6bito. O grupo inoculado com a proteina LigBrep apresentou apenas um 0bito.
No grupo inoculado com a LigBni, vieram a 6bito quatro animais. Ndo houve imunidade esterilizante. Novos
antigenos e adjuvantes serdo buscados e testados.
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A Leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por espiroquetas patogénicas do género
Leptospira. A vacinagdo contra a leptospirose humana é existente em poucos paises através de bacterinas,
que apresentam efeitos adversos e conferem protecdo sorovar especifica. Antigenos recombinantes tém
sido avaliados em vacinas contra essa zoonose. A regido ndo idéntica da proteina LigA (LigAni) apresentou
resultados promissores em experimentos de imunoprotecdo em modelo animal. Vacinas compostas por
antigenos purificados necessitam da presenca de adjuvantes que potencializem a resposta imune, na medida
em que ndo possuem uma diversidade antigénica suficiente para produzir uma atividade imunoestimulatéria
por si mesmas. Este trabalho avaliou a resposta imunoprotetora induzida pelo antigeno recombinante LigAni
de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130 associado a trés diferentes adjuvantes contra
desafio letal homoélogo. O estudo teve aprovagio da Comissdo de Etica em Experimenta¢io Animal (CEEA) da
UFPel, obtendo o parecer favoravel (CEEA 6843). Foram construidas formulagdes vacinais contendo 30 pg do
antigeno rLigAni associado ao adjuvante hidréxido de aluminio e a outros dois adjuvantes comerciais (B e C).
Hamsters (Mesocricetus auratus) machos com 6 semanas de idade, foram imunizados com duas doses, por via
intramuscular, em um intervalo de 14 dias (dias 0 e 14). Foram realizadas coletas de sangue nos dias 0 e 28.
Os animais foram desafiados com 103 L. interrogans sorovar Copenhageni cepa L1-130 por via intraperitoneal
14 dias apds a segunda dose e acompanhados por mais 28 dias. A resposta humoral promovida foi avaliada
por ELISA indireto e os soros positivos foram titulados. Para avaliacdo da imunidade esterilizante buscou-se
o reisolamento do patdgeno através de macerados renais. Foi realizada quantificacdo da carga bacteriana do
figado, rim e pulmao dos animais eutanasiados através de PCR em tempo real (RT-PCR) utilizando o gene lipL32
como alvo. Todos os animais dos grupos imunizados com o antigeno rLigAni associado ao adjuvante Al(OH),
e aos dois adjuvantes comerciais tiveram protecdo contra o desafio homdlogo. Nenhuma das formulagoes foi
capaz de conferir imunidade esterilizante. A proteina rLigAni associada ao Adjuvante C induz uma resposta
humoral especifica significativamente maior que quando associada ao hidréxido de aluminio (p < 0,05). Novas
formulacoes serdo testadas em busca de uma imunidade esterilizante.

Palavras-chave: leptospirose; vacinas; adjuvantes; LigAni.
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EXPRESSAO PROTEICA DE MAPK P38-a E DE CASPASE-3

EM CELULAS DE HEPATOCARCINOMA HUMANO (HEPG2)
TRATADAS COM EXTRATOS DE ESPECIE VEGETAL NATIVA DO
VALE DO TAQUARI-RS

D.]. MARMITT, S. BITENCOURT?, D. M. KICH?, D. FALEIRO?, S. IMMICH?, N. O. FLORES*, W. O. B. da
SILVA' e M. I. GOETTERT!

1 Centro Universitario UNIVATES, Laboratério de Cultura de Células, Programa de Pés-Graduac¢ido em Biotecnologia;
*Apresentador: diorgemarmitt@yahoo.com.br

Pesquisas realizadas com diversos géneros da familia Myrtaceae relatam sua importancia para inimeras
aplicagdes medicinais, devido a presenca de fitoconstituintes como os taninos, flavonoides e antocianinas.
Alguns desses compostos apresentam potencial antioxidante, o qual esta relacionado com a resposta anti-
inflamatéria. A proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) p38-a atua na regulagdo de processos celulares
como proliferacio, apoptose, sobrevivéncia e diferenciacdo celular, além de estar envolvida na producao de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-IB. A modulagdo da proteina MAPK p38-a pode desempenhar um
papel-chave no tratamento de doencas inflamatérias cronicas, bem como na regula¢io de processos oxidativos.
Diante dessas consideragdes, este trabalho objetivou, avaliar os extratos etandélico (EtOH) e hexdnico (Hex) das
folhas de uma espécie vegetal nativa do Vale do Taquari-RS, os quais foram submetidos a analise fitoquimica,
avaliacdo do potencial antioxidante, viabilidade celular e avaliacdo da expressdo proteica de MAPK p38-q,
MAPK pp38-a e caspase-3 em células de hepatocarcinoma humano (HepG2). Ensaios colorimétricos e de
precipitacdo foram utilizados para o screening fitoquimico, e o método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil-
hidrato) para determinag¢do do potencial antioxidante. Aviabilidade celular e expressao proteica foram avaliados
pelos métodos de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) e Western blotting,
respectivamente. Em ambos os extratos foram identificados alcaloides. Esteroides, taninos e flavonéis foram
identificados somente no extrato EtOH, sendo que a presenca de distintas classes de compostos fendlicos esta
relacionada com a elevada quantidade de fenois totais, os quais estdo relacionados ao potencial antioxidante. O
extrato EtOH, na concentragao de 200 pg/mL, diminuiu a viabilidade das células. A analise densitométrica das
proteinas demonstrou diminuicao da expressdao de MAPK pp38-a e de caspase-3 em células HepG2 tratadas
com os extratos na concentracdo de 200 ug/mL. MAPK p38 promove a ativagdo de caspase-3, nesse contexto,
a diminuicao encontrada na expressao da forma total de caspase-3 pode ser por meio da supressao da via
da MAPK p38. Os resultados fazem presumir que potenciais fitoconstituintes com atividade anti-inflamatoéria
atuam por meio da inibicdo de alvos moleculares especificos da cascata das MAPKSs.

Palavras-chave: p38-a MAPK. HepG2. Myrtaceae.
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AVALIACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE PROPOLIS
VERMELHA BRASILEIRA PARA O TRATAMENTO IN VITRO DE
LARVAS DE TOXOCARA CANIS

M. C. DE FREITAS'*, A. SENA-LOPES?, R.B. PINHO?, R.N. DAS NEVES?, A.C. NASCIMENTO%, F. S. B.
BEZERRA', M. T. O. SILVA', M. E. A. BERNE?, J. A. P. HENRIQUES? e S. BORSUK"

1 Universidade Federal de Pelotas - Pelotas, RS
2 Universidade de Caxias de Sul - Caxias do Sul, RS
*Marina Freitas: marinacardosodfreitas@gmail.com

A Toxocariase visceral humana é uma infeccdo zoondtica negligenciada causada por larvas de Toxocara
canis e, menos frequentemente, Toxocara cati. Sua prevaléncia é subestimada, principalmente por causa das
dificuldades de diagnodstico e sintomatologia nao especifica, as manifestacdes clinicas dependem do nimero
de larvas, o padrao de migracao, da distribuicao de Toxocara spp., e a resposta imune do hospedeiro. As drogas
usadas para tratar esta doenga tém eficacia limitada podendo conduzir a resisténcia aos farmacos. Com isso,
a busca por novas alternativas para o tratamento da Toxocariase visceral, como o desenvolvimento de novos
farmacos, deve ser investigado. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade larvicida
do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha brasileira (EHPV). Para os ensaios, ovos de T.canis foram
coletados das tubas uterinas dos parasitos adultos fémeas, obtidos ap6ds o tratamento de cdes com pamoato
de pirantel (15 mg/kg), depois disso, os ovos foram incubados em formalina a 2% solucdo a 28 °C durante
30 dias, a seguir, foi realizada a extracao das larvas (L3), sendo estas cultivadas em meio RPMI-1640 a 37 2C
em estufa com 5% de CO,. Para avaliar o efeito larvicida, foram utilizadas placas de microcultivo de 96 pogos
com 100 larvas/cavidade em RPMI 1640 e acrescentados o EHPV na concentracao final 1 mg/mL em PBS,
foram utilizados dois controles, um deles com larvas sem tratamento e outro com larvas mortas por choque
térmico, este material foi incubado, durante 24, 48 e 72 h a 37 °C em estufa com 5% de CO,. Em todas as
cavidades da placa foi adicionado o corante trypan blue 0,4%, como marcador de viabilidade celular; ap6s, foi
avaliada a morfologia e motilidade das larvas, em microscépio 6ptico, sendo consideradas vivas aquelas que
apresentaram motilidade positiva e auséncia de coloragdo pelo trypan blue. O experimento foi realizado em
triplicata e os dados obtidos submetidos a analise da varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
(p<0,05). Como resultado, no periodo de exposicdo de 24 h, as larvas apresentaram motilidade negativa mas
ndo coraram; em 48 h, 90% das larvas apresentaram altera¢gdes morfolégicas, mas coraram somente em 72
h. Os controles de larvas vivas apresentaram motilidade até completar 72 h e o controle de larvas mortas
coraram em 24 h de exposicdo ao corante. Pode-se concluir que o EHPV demonstrou ser eficaz no tratamento
de T canis, quando testada in vitro.
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AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO DE NANOCAPSULAS DE
SINVASTATINA: ESTUDO IN VITRO

M. FORTUNA ¥, M. DAL BERTO?, F. BARBISAN '3, C. C. MACHADO!, R. P. RAFFIN!, J. DE R. MOTTAY, T.
D. ALGARVE', P. GOMES® e I. B. M. DA CRUZ!3#
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Centro Historico, Porto Alegre - RS

3-Programa de P6s-Graduag¢do em Farmacologia- Centro de Ciéncias da Satide-Universidade Federal de Santa Maria- Av. Roraima,
1000 - Camobi -RS

4-Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica Toxicoldgica-Centro de Ciéncias Naturais e Exatas- Universidade Federal de Santa
Maria - Av. Roraima, 1000 - Camobi -RS

5- Centro Universitario Franciscano-Unifra - R. Silva Jardim, 1175 - Ns. do Rosario, Santa Maria - RS

*Apresentador: milena.fortunaz@gmail.com

A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar que tem avang¢ado rapidamente nos ultimos anos. As
principais vantagens do nanoencapsulamento sdo protecdo do firmaco contra degradagdo e direcionamento
a sitios de ac¢do especificos, podendo melhorar a biodisponibilidade de farmacos no seu sitio de acdo. Sabe-se
que as estatinas atingem o sistema nervoso central (SNC), porém, hd uma grande dificuldade de penetracdo
destes farmacos através da barreira hematoencefalica (BHE). Assim, o desenvolvimento de nanocapsulas
(NC) é farmacologicamente relevante e estudos precisam ser realizados buscando-se avaliar se as interagdes
entre sinvastatina (SV) e NC podem ser citotéxicas. O objetivo do seguinte trabalho foi avaliar in vitro o efeito
citotéxico diferentes concentracdes de NCSV em células mononucleares do sangue periférico (CMSP). Tanto
a sinvastatina da NC quanto a livre, foram obtidas na Sigma Aldrich. A elaboracdo das NCSV ocorreu através
do método de deposicdo interfacial do polimero pré-formado. Para testar a viabilidade nas CMSP do efeito
das NC foi realizado uma cultura de células em condi¢bes ideais a partir de amostras de sangue obtidas de
individuos jovens adultos e saudaveis. As células tratadas nas concentracdes de 1, 3 e 10 pg/ml de SV, NCSV
e Nano Branca foram cultivadas por 24 horas e 72 horas antes da realizacao dos ensaios de viabilidade: MTT
[4,5dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolic bromide) e DNA Picogreen utilizando QuantiT ™ PicoGreen®
kit. Ndo se detectou qualquer efeito citotoxico relacionado aos tratamentos no teste MTT ou DNA Picogreen,
tanto em 24 como em 72 horas de tratamento. Com isso, os resultados sugerem que as NCSV ndo apresentam
efeito citotdxico as células. Mais estudos necessitam ser realizados principalmente in vivo, a fim de atestar a
seguranca da utilizacdo deste tipo de nanocapsula.
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POSSIVEL ATIVIDADE ANTITUMORAL DE 1,4-DIIDROPIRIDINAS
GRAXAS E NAO-GRAXAS EM LINHAGEM DE GLIOBLASTOMA

C. 0. VIANY, M. A. G. MARINHO?, A. P. HORN' e F. S. DE OLIVEIRA!

1 Universidade Federal do Rio Grande (FURG), Rio Grande, RS, 96210-900, Laboratério de Cultura Celular, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Brasil.
*Apresentador: camilavianbio@gmail.com

Glioblastomas sdo considerados os tumores cerebrais malignos mais comuns e mais agressivos que se
desenvolvem no sistema nervoso central, sendo altamente invasivos e com progndstico extremamente
desfavoravel. Os tratamentos para os tumores cerebrais tornam-se dificeis, pois a entrega de farmacos ao
sistemanervoso central é dificultada em razdo da presenca da barreira hematoencefélica (BHE). Com isso, novas
alternativas para o tratamento da doenca tornam-se necessarias. As diidropiridinas (DHPs) podem ser uma boa
alternativa para a sintese de novos farmacos, pois apresentam uma série de acdes farmacolédgicas previamente
descritas, como vasodilatacdo, broncodilatacao, neuroprotecao, efeito antitumoral e antioxidante. Sendo assim,
a modificacdo estrutural dessas moléculas, com a adicdo de cadeias graxas, aumentando sua lipofilicidade e,
consequentemente, a permeabilidade a BHE, possa ser uma alternativa eficaz para o tratamento da doenga.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar os possiveis efeitos antitumorais in vitro das novas
1,4-DHPs derivadas de acidos graxos em linhagem de glioblastoma de rato (C6). N6s observamos através do
ensaio com MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromidio) que essas moléculas induzem uma
significativa queda na viabilidade celular na maior concentragio utilizada. Além disso, a marcagdo com iodeto
de propideo sugere que as novas 1,4-DHPs apresentam uma atividade citotéxica na linhagem celular utilizada,
pois houve um aumento significativo na morte celular ap6s o tratamento. A contagem celular mostrou que as
novas 1,4-DHPs apresentaram um potencial citostatico/citotdéxico eficaz, pois observamos uma diminuicao
significativa de células apds o tratamento. Nossos resultados indicam que as novas 1,4-DHPs derivadas de
acidos graxos apresentam atividade bioldgica in vitro em uma linhagem de tumor cerebral maligno, sendo
promissoras para futuros experimentos in vivo.
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AVALIACAO DA ESTABILIDADE EM ESCHERICHIA COLI DE
PLASMIDEOS CONTENDO GENES QUE CODIFICAM PARA SEIS
DIFERENTES PROTEINAS DE LEPTOSPIRA INTERROGANS

G.R.P.INDA", T. L. OLIVEIRA? e D. D. HARTWIG?

1Laboratério de Vacinologia - Nticleo de Biotecnologia, Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas,
Campus Universitario s/n? Pelotas, RS, Brasil

2Laboratério de Biologia Molecular de Microrganismos, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario
s/n? Pelotas, RS, Brasil

*Apresentador: guilhermeinda@hotmail.com

Atecnologia do DNA recombinante baseia-se na transferéncia génica entre organismos, onde a recombinacao
do DNA é proveniente de diferentes fontes. Nesta area, o processo de clonagem destaca-se, sendo os
plasmideos os vetores mais utilizados. A tecnologia recombinante est4 pavimentando o caminho para o uso
terapéutico de moléculas complexas, razdo pela qual um niimero crescente de produtos biolégicos é baseado
em proteinas recombinantes. Atualmente, uma grande variedade de proteinas recombinantes tem sido
produzida utilizando a bactéria Escherichia coli, sistema bem estabelecido e que apresenta inimeros fatores
positivos, mas também negativos, como: a toxicidade da proteina heterdloga e a instabilidade do plasmideo
contendo o gene exdgeno. A leptospirose é uma zoonose causada por espiroquetas patogénicas do género
Leptospira. A utilizacdo de vacinas recombinantes de subunidade utilizando antigenos conservados em
diferentes sorovares da bactéria ja é foco de inimeras pesquisas. Com o presente trabalho, buscamos avaliar
a estabilidade de plasmideos contendo genes que codificam para seis diferentes proteinas de Leptospira
interrogans, bem como, a toxicidade das mesmas, utilizando como sistema de expressdo duas cepas de
Escherichia coli (BL21 Star e C43 (DE3)). Com isso, pretende-se estabelecer uma plataforma de expressao
mais rentavel para a producdo de proteinas recombinantes de L. interrogans. Os testes de toxicidade foram
avaliados em dois conjuntos de placas agar LB-ampicilina, sendo um conjunto contendo o indutor IPTG e
o0 outro ndo. A toxicidade dos plasmideos foi definida através da auséncia de colénias em placas contendo
ampicilina e o indutor, e na presenca de coldnias nas placas contendo apenas ampicilina. Para os testes de
estabilidade, a cada 1 h de inducdo da expressdo da proteina, uma série de dilui¢cdes dos cultivos foram
preparadas e, para cada dilui¢do, 20 pl foram imediatamente plaqueados em placas de agar LB com e sem
ampicilina. A estabilidade de cada um dos plasmideos foi estabelecida como a razdo entre o nimero de
colonias crescidas nas placas contendo ampicilina sobre o niimero de col6nias crescidas nas placas sem
ampicilina. Na cepa BL21 Star, todas as proteinas testadas foram téxicas para a bactéria, bem como os
plasmideos se mostraram instaveis durante a expressao das proteinas. Para a cepa C43 (DE3), nenhuma
proteina se mostrou toxica, e os plasmideos apresentaram maior estabilidade em relacio a outra cepa.

Palavras-chave: Leptospira interrogans. Escherichia coli bl21 star. Escherichia coli c43 (de3). Toxicidade.
Estabilidade.
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AVALIACAO MUTAGENICA IN VIVO DE COMPOSTOS EXTRAIDOS
DE P. BORYANUM

C. L. F. FERNANDES", A. L. M. BAISCH!, M. G. C. DA SILVA! e F. M. R. DA SILVA JR!

1 Universidade Federal Do Rio Grande, Km 8 - Av. Italia - Carreiros, Rio Grande - RS
*Apresentador: e-mail carolinefernandes@furg.br

Pesquisas recentes sobre a atividade farmacoldgica de compostos extraidos da microalga Pediatrum boryanum,
mostraram o seu potencial terapéutico. Tendo em vista que esta microalga pode ser utilizada como principio
ativo para futuros farmacos. E necessério investigar o seu potencial toxicolégico. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi fazer uma avaliagdo do potencial mutagénico, da biomassa, do meio extracelular e dos
compostos fendlicos extraidos de P. boryanum apds administracdo intraperitoneal em ratos Wistar, através
do teste de microntcleo. O teste de microndcleo é utilizado para identificar compostos mutagénicos que
causam quebra cromossOmica. Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos e adultos que receberam,
por via intraperitoneal, uma Unica dose dos seguintes extratos de P boryanum: biomassa suspendida em
carboximetilcelulose (PbBio), meio extracelular (PbExtra) e compostos fendlicos (PbFe). Para compor os
grupos controle, foram administradas solu¢do salina e carboximetilcelulose (CMC). Foram utilizados 6 animais
por grupo conforme protocolado no CEUA-FURG (Pq002/2013). Ap6s 4h da administragdo dos tratamentos,
realizou-se a eutanasia dos animais e dissecacdo dos tecidos. O teste de micronucleo foi aplicado em células
eritroblasticas PCEs e NCEs, da medula dssea, sendo contadas ao total 1000 células por amostra. Nos resultados
foram obtidos a relagdo entre eritrécitos policromaticos anucleados (PCEs) e eritrécitos normocromaticos
(NCEs). Sendo dentro dos tratamentos com sal (3,14 + 0,33), CMC (5,13 £ 1,30), PbBio (4,47 = 0,45), PbExtra
(7,54 + 2,28), PbFe (2,87 £ 0,51). A porcentagem de microntcleos em 1000 PCEs nos seguintes tratamentos
foram: com sal (8,25 + 0,85), CMC (8,85 = 0,96), PbBio (5,0 £ 1,35), PbExtra (8,00 * 0,41) e PbFe (4,75 *
1,03). Conforme estes resultados podemos perceber que a administracdo dos extratos de P boryanum nao
induziram toxicidade, pois nao houve alteracdo na proporc¢do de PCEs e NCEs e nem aumento na incidéncia
de microntucleos. Sendo assim podemos concluir que através do teste de microntcleo os tratamentos nao
causaram mutagenicidade.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE TRICOMONICIDA DE
SELANILTRIAZOIL CARBONITRILAS

A. C. NASCIMENTO!, A. SENA-LOPES?, R. N. DAS NEVES?; R. B. PINHO?; E. S. B. BEZERRAY; M. T. DE
OLIVEIRA'; M. S. CARDOSO?; M. DO SACRAMENTO?; D.ALVES?; L. SAVEGNAGO' e S. BORSUK!

1 Universidade Federal de Pelotas
*Apresentador: audreydadycn@hotmail.com

ATricomoniase, doenca sexualmente transmissivel (DST) nio viral com maior frequénciano mundo, associadaa
infertilidade feminina, inflamagdes pélvicas, cancer cervical e até mesmo a transmissdo do virus HIV, tem como
agente etioldgico o protozoario Trichomonasvaginalis. Atualmente, a forma de tratamento mais utilizada é pelos
compostos 5-nitroimidazdéis, como o metronidazol, ao qual alguns isolados de T vaginalis ja desenvolveram
resisténcia. Dessa forma existe a necessidade de estudos para a utilizacio de compostos alternativos para
o tratamento da Tricomoniase, como os compostos organicos de selénio, ja que estes mostraram atividade
imunomodulatéria, antifingica e antiteratogénica em diferentes estudos. Como objetivo do presente trabalho
testou-se selaniltriazoil carbonitrilas (SeTCN) contendo diferentes substituintes na molécula (H, Me, OMe e
Br). Para os ensaios, usou-se isolados ATCC 30236 cultivadas em meio tripticase-extrato de levedo-maltose
(TYM) sem agar, pH 6,0, suplementado com 10% de soro bovino, inativado a 56 °C. O screening de atividade
foi realizado em microplaca de 96 pocos, adicionando-se os parasitos em cada poco na densidade de 2,0x 10 5
trof/mL TYM e os compostos SeTCN 1 (H), SeTCN 2 (OMe), SeTCN 3 (Br) e SeTCN 4 (Me) na concentracdo final
de 100 pM diluidos em DMSO; mantendo-se as mesmas condi¢des, em estufa de 5% de CO, a 37 °C por 24 h.
Além dos controles negativo (somente trofozoitos) e positivo (100 pM/mL Metronidazol), havia um controle
com DMSO, nao podendo exceder a concentracdo de 0,6% de DMSO em cada pog¢o. Assim, determinou-se a
viabilidade, motilidade e morfologia dos trofozoitos em relacdo aos controles através de contagem em camara
de Neubauer e exclusdo com corante trypan blue 0,4%, a fim de testar a eficacia dos compostos. No entanto,
os resultados obtidos da experimentagdo in vitro, mostraram que os quatro compostos, SeTCN 1, SeTCN 2,
SeTCN 3 e SeTCN 4, ndo apresentaram atividade anti-T. vaginalis. Como perspectiva tem-se o estudo de outros
compostos sintéticos contendo selénio.
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GERACAO DE MODELO CELULAR DE DISPLASIA CORTICAL COM
O USO DE CELULAS-TRONCO PLURIPOTENTES INDUZIDAS A
PARTIR DE FIBROBLASTOS DE PACIENTES AFETADOS
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ADisplasia Cortical é uma das formas mais frequentes de malformacodes do desenvolvimento cortical e refrataria
ao tratamento medicamentoso. A Displasia Cortical Focal (DCF) engloba anormalidade da arquitetura cortical
e citoldgicas, sendo suas causas desconhecidas. O estudo de células pluripotentes induzidas (iPS) permite o
estudo da fisiopatologia, dos mecanismos, identificacdo de alvos terapéuticos e testes de novas drogas, pois
sdo células semelhantes as células-tronco embrionarias. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um modelo
celular de DCF através da geracdo de iPS a partir de fibroblastos de pacientes afetados. Os fibroblastos humanos
foram obtidos de bidpsias de pele de pacientes atendidos no Hospital Sdo Lucas da PUCRS apds assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido. As iPS foram obtidas através da exposicao dos fibroblastos
a vetores virais contendo os genes OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC utilizando KIT CytoTune®-iPS 2.0 Sendai
Reprogramming. Os clones obtidos foram repicados e mantidos em cultivo sobre matrigel em meio de cultura
para células pluripotentes mTSER. A reprogramacio foi caracterizada utilizando kit ES Cells Marker Sample
Kit que contém anticorpos anti Nanog, anti Sox2, anti Oct4, anti TRA1-60 e anti TRA1-81. Foram realizadas
duas coletas de pele de pacientes portadores de DCF e uma coleta de paciente controle. Apds a exposicio aos
vetores virais foi observado o crescimento de clones com caracteristicas morfolégicas semelhantes a células
embrionarias a partir do 13° dia. Ap6s o terceiro repique dos clones, foi possivel a caracterizagio das células
iPS. A marcagao positiva da caracterizacao das células evidencia o sucesso na geracdo de iPS dos dois cultivos
de fibroblastos. Modelar doencas neurodegenerativas a partir de iPS tem o potencial de fornecer um impacto
importante na medicina moderna. Através do uso deste modelo celular, a investigacao isolada de cada um
dos possiveis mecanismos envolvidos na formacdo do cérebro e potencialmente alterados nos pacientes com
displasia cortical focal permitira contribuir de forma relevante e consideravel para o entendimento da neuro-
embriologia das displasias. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS, sob o niimero
CAAE 17943213.9.0000.5336.

Palavras-chave: Células-tronco de pluripoténcia induzida. Displasia Cortical Focal. Fibroblastos humanos.
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FosforilaciO DA FAMILIA DO RECEPTOR Trk DURANTE A
NEUROINDUCAO E NEURODIFERENCIACAO DE CELULAS-
TRONCO MESENQUIMAIS DE CORDAO UMBILICAL HUMANO
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*Apresentador: rachelmolinal6@hotmail.com

A terapia com células-tronco mesenquimais (MSCs) é promissora para o tratamento de varias doencas
neurodegenerativas que podem ter sido desencadeadas por alteragdes em diferentes processos de
sinalizacdo celular. As neurotrofinas compreendem uma familia de proteinas secretadas, em sua maioria,
pela via dependente de calcio, capazes de promover o crescimento, proliferacdo, diferenciacdo, sobrevida e a
mielinizacdo de neurdnios do sistema nervoso central e periférico, dentre outros efeitos. As acoes exercidas
pelas neurotrofinas sdo mediadas por dois tipos principais de receptores membranares, os RTKs do tipo
Trk e o receptor p75. Os receptores Trks sdo divididos em subtipos, TrkA, TrkB e TrkC. O objetivo desta
pesquisa foi determinar o perfil de fosforilagdo dos receptores TrkA, TrkB e TrkC durante a neuroindugao e
neurodiferenciacdo de MSCs de tecido de cordao umbilical humano. As amostras de cordao umbilical humano
foram obtidas de parturientes (n=3) do Centro Obstétrico do Hospital Sdao Lucas da PUCRS, apés assinatura do
TCLE (CEP N° 1.108.833). O tecido do corddo umbilical foi cultivado para obtencao das MSCs adultas as quais
foram entdo cultivadas com meio especifico de neurodiferenciacdo. A fosforilacio dos RTKs foi determinada
com o uso do kit Human Phospho-RTK Array. As imagens das membranas de nitrocelulose foram digitalizadas
com o scanner Chemi Doc MP, e os pixels foram quantificados utilizando o programa Image J. As MSCs obtidas
do tecido do corddo umbilical foram confirmadas através da inducdo de diferenciacdo em células adipdcitas
e ostedcitas. A neurodiferenciacao foi confirmada pela expressdo de SOX2, GFAP, GAPDH, MAP1, NFL, ASCL1,
STX1A, Neuro D6, bem como através da coloragdo positiva para BllI-tubulina, MAP 2, NeuN e NF-H. Durante
os processos de neuroinducao e neurodiferenciacio os niveis de fosforilagdo dos receptores TrkA, TrkB e TrkC
foram variaveis, sem um padrao definido. Sendo assim foi possivel concluir que os receptores TrkA, TrkB e TrkC
estdo sendo ativamente fosforilados durante a neuroindugdo e neurogénese, com padrdes variaveis entre as
diferentes etapas e entre diferentes amostras, refletindo a variabilidade das células-tronco adultas humanas.

Palavras-chave: Tecido de cordao umbilical. Receptor TRK. Células-tronco mesenquimais.
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EFICACIA DA FOSFOLIPASE D RECOMBINANTE DE
CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS NA COMPOSICAO
DE VACINA DE SUBUNIDADE PARA A LINFADENITE CASEOSA

R.B. PINHO", M. T. O. SILVAY, F. S. B. BEZERRA!, R. N. DAS NEVES?, A. S. LOPES!, M. C. DE FREITAS, A.
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*rodrigobpinho@hotmail.com

As vacinas comercialmente disponiveis para a linfadenite caseosa (LC) apresentam algumas limitacdes como
baixa eficicia e reagdes adversas. Por isso, é constante a busca por novos alvos. Dentre eles a fosfolipase D
(PLD) surge como um dos principais fatores de viruléncia, uma vez que atua como um fator de permeabilidade
e contribui para a propagacdo da infeccdo. Assim, objetivou-se avaliar a eficicia da proteina rPLD de
Corynebacterium pseudotuberculosis em uma vacina recombinante de subunidade quanto a inducdo de protecdo
e resposta imune humoral em camundongos. Um fragmento de 825 pb do gene pld foi amplificado e clonado
nos sitios de restricio BamHI e EcoRI do vetor pAE. O plasmideo recombinante pAE/pld foi transformado em
Escherichia coli BL21 (DE3) Star por choque térmico e a expressdo da proteina rPLD foi induzida com IPTG.
A purificacao foi realizada por cromatografia de afinidade ao niquel em coluna de sepharose (HisTrap) e um
Western blot com anticorpo monoclonal anti-6xhis foi realizado para confirmar a identidade da rPLD, onde se
obteve uma banda com o tamanho de 31 kDa. Para os experimentos de imunizacao e desafio foram utilizados
30 camundongos Balb/c fémeas, com 6 a 8 semanas de idade divididos em 3 grupos de 10 animais, imunizados
com 2 doses da vacina recombinante em intervalo de 21 dias (CEEA UFPel n? 2422). Os grupos foram: G1,
inoculado com 300 pl solucgdo salina 0,9%; via s.c.; G2, inoculado com 50 pg de rPLD + 7,5 pug de saponina em
300 ul, via s.c; e G3, bacterina da cepa MIC-6 de C. pseudotuberculosis (106106 UFC em 100 pl). Coletas de
sangue foram realizadas nos dias 0, 21 e 42 do experimento. ELISA indireto foi realizado para avaliar os niveis
IgG total, IgG1 e IgG2a. Desafio com a cepa MIC-6 (10¥10% UFC) de C. pseudotuberculosis foi realizado no dia 42
poOs- imunizacdo e os animais foram observados por 30 dias. Decorrido esse tempo, observou-se que a rPLD foi
capaz de induzir uma taxa de prote¢do de 30% nos camundongos desafiados. Os niveis de IgG total especifica
para rPLD se mostrou significativamente maior (p<0,05) no grupo experimental G2 em relacdo aos controles,
nos dias 21 e 42. Os isotipos IgG1 e IgG2a também demonstraram niveis mais elevados em G2 no dia 42,
sugerindo perfil misto de resposta imune Th1/Th2. Em conclusao, a proteina rPLD apresentou-se promissora
na formulagdo de vacinas de subunidade, uma vez que foi capaz de induzir protecdo e resposta humoral contra
a linfadenite caseosa em camundongos.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis. Fosfolipase D. Vacina recombinante de subunidade.
Linfadenite caseosa.
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POTENCIAL DE INIBICAO DE CRESCIMENTO DE LEPTOSPIRA
INTERROGANS PELOS ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-
LIPL32 E ANTI-LIGBREP

V. D. PACCEY, C. K. GOMES?, N. R. OLIVEIRA?, S. JORGE! e O. A. DELLAGOSTIN!

1 Laboratério de Vacinologia, CDTec, Universidade Federal de Pelotas (UFPel)
*Apresentador: violettapacce@gmail.com

A leptospirose, causada por bactérias do género Leptospira, € uma zoonose de importancia global que afeta o
homem e os demais mamiferos. Por ser considerada uma das maiores causadora de perdas econémicas no setor
animais de producdo no mundo todo, alternativas para o controle dessa enfermidade se fazem necessarias.
A vacinag¢do é uma das medidas mais eficazes para o controle da doenca, porém, as vacinas disponiveis no
mercado sdo bacterinas e apresentam uma eficicia limitada devido a grande vacinag¢io antigénica do patégeno.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial inibitério de anticorpos monoclonais (mAbs) anti-LipL32 e anti-
LigBrep, frente ao crescimento de Leptospira interrogans in vitro. Os anticorpos utilizados foram purificados
por cromatografia liquida de afinidade utilizando coluna de proteina A. O teste de Inibi¢do do Crescimento foi
realizado com a utilizacdo de 3 diferentes anticorpos produzidos, mAb3 e 1D9 (anti-LipL32) e LigBrep (anti-
LigBrep). Os anticorpos foram diluidos em E.M.].H., em dilui¢do seriada até 10+, partindo da concentragdo
inicial de 500pg para mAb3 e 1D9, e 250pg para LigBrep. Juntamente aos anticorpos foram adicionadas a
Leptospira interrogans FioCruz cepa L1130 na concentracdo de 102 células. Para analise do crescimento
bacteriano, foram feitas trés contagens nos dias 0, 5 e 10. Para medir a significancia estatistica foi utilizado
o teste ANOVA e quando necessario, aplicado o teste de Turkey. Os valores foram considerados significantes
quando p < 0,05. Apoés a realizacdo do teste foi possivel observar que na primeira diluicdo (concentracao
mais alta de anticorpo), foi obtido um significativo potencial inibitério dos 3 mAbs frente ao controle (p <
0,05). O anticorpo monoclonal anti-LipL32 (mAb3) também mostrou uma capacidade inibitéria superior
aos demais anticorpos mesmo quando mais diluido em concentragdo de 250ug. Todos os demais anticorpos,
quando diluidos, ndo demonstraram um significativo potencial inibitério ao final do experimento. O ensaio
de inibigdo in vitro revelou os anticorpos monoclonais mAb3, 1D9 e LigBrep como potenciais ferramentas a
serem utilizadas para o controle da leptospirose, indicando também uma possivel aplicabilidade destes em
futuros ensaios in vivo de imunizagdo passiva.

Palavras-chave: Leptospira. Anticorpos monoclonais. Inibi¢do do Crescimento. In vitro.
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INIBICAO DAS ENZIMAS JAK3, JNK3 E P38a IN VITRO POR
EXTRATOS VEGETAIS

S.N. STOLLY, B. CAYE!, D. FALEIRO?, S. IMMICH?, D. M. KICH?, D. MARMITT?, S. BITENCOURT?, S.
LAUFER? e M. . GOETTERT"

1PPGBiotec UNIVATES, Av. Avelino Talini, 171 - Universitario, Lajeado-RS, Brasil
2Universidade de Tiibingen, Auf der Morgenstelle 8, 72076 Tiibingen, Germany
*Apresentador: stefani.stoll@gmail.com

As proteinas ativadas por mitégenos (MAPK) p38-a e a JNK-3 sdo ativadas por estimulos extracelulares, e
juntamente com a tirosina quinase JAK3, sdo ativadas durante a inflamagdo e envolvidas na progressdo de
doencas inflamatorias cronicas. A JNK3 é seletivamente expressa no cérebro, sendo também um marcador
em doencas neurodegenerativas, enquanto a p38-a é expressa de forma ubiquitaria e esta relacionada com
a inflamacdo. A JAK3 é seletivamente expressa em tecidos hematopoiéticos e atuando em células do sistema
imune. Essa seletividade desperta interesse na busca de novas terapias para o tratamento de condi¢des
neurodegenerativas, inflamatorias cronicas, doengas imunolodgicas e cancer. Sendo assim, é interessante o
estudo de novos compostos que tenham capacidade de inibir seletivamente essas proteinas. O objetivo do
estudo foi avaliar a atividade de extratos aquosos, etandlicos e hexanicos de plantas da familia Myrtaceae
quanto a inibicdo de JNK3, JAK3 e p38-a. A metodologia consiste em determinar o potencial inibitério dos
diferentes extratos vegetais através da avaliagio da fosforilagdo do substrato STAT3 da JAK3 e o substrato ATF-
2 da p38-a e JNK3, pelo do método ezimatico ELISA. Os extratos etandlico e aquoso das trés plantas testadas
apresentaram maior potencial inibitério frente a JNK3, JAK3 e p38-a, diferentemente do extrato hexanico, que
apresentou menor efeito inibitério das trés proteinas. A inibicdo das proteinas p38-a e JNK3 apresentou maior
potencial frente aos extratos etanoélico, aquoso e hexanico, respectivamente. O extrato etanélico da planta B
teve maior potencial inibitério da JAK3, e na inibicdo da JNK3 o extrato aquoso da planta C apresentou maior
potencial. A inibicdo da p38-a foi superior frente ao extrato etandlico da planta A. Com base nesses resultados,
pode-se inferir que extratos etanoélicos de diferentes plantas da familia Myrtaceae, apresentam seletividade
frente a inibicao de p38-a, JNK3 e JAK3. Estes resultados caracterizam os extratos como potenciais candidatos
na busca e desenvolvimento de novas drogas.

Palavras-chave: Extratos. Inibicao. p38-a. JNK3. JAK3.
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AVALIACAO DA VIABILIDADE DE CELULAS HaCaT ASSOCIADAS
A EXTRATOS DE PROPOLIS MARROM PARA APLICACAO NA
REGENERACAO DA PELE

A. T. CAUDURO?; C. S. C. GARCIAY, J. A. P. HENRIQUES' E M. ROESCH-ELY*

1 Laboratério de Gendmica, Protedmica e Reparo de DNA, Instituto de Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul, RS, Brasil

A prépolis marrom é um produto resinoso produzido pelas abelhas do género Apis millifera utilizado na
medicina tradicional. Relatada por ter propriedades imunoestimulantdéria, antioxidante, anti-inflamatdria,
antimicrobiana e cicatrizante, a propolis marrom torna-se uma perspectiva para aplicacdo em feridas de
pessoas queimadas ou que sofreram outros danos na pele. Determinar a viabilidade e alteragdes celulares
frente ao efeito bioldgico de dois extratos hidroalcodlicos de prdpolis marrom originarias de Caxias do Sul
e Antbnio Prado - RS, em culturas de células de queratinécitos humanos (HaCaT). Células HaCaT foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium) suplementado com 10% soro fetal bovino
e 1% de antibidtico (Penicilina/Estreptomicina) em estufa a 37°C e atmosfera umidificada com 5% de CO.,,.
Semeou-se (8x10* células/mL) em placas de 96 pocos até obtencdo de 70-80% de confluéncia e realizou-se o
tratamento das células com dois extratos hidroalcodlico de prépolis marrom nas concentragées de 0,1, 0,5, 1,
5,10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL, controle negativo de DMEM e o veiculo etanol 50% (v/v) e controle positivo com
5% de dimetilsulféxido (DMSO), durante o periodo de 24, 48 e 72 horas. A viabilidade celular foi determinada
pela reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Avaliou-se as alteracdes
morfolégicas das células tratadas com os extratos hidroalcodlicos de propolis marrom através da coloragio de
Giemsa e microscopia. Os resultados foram analisados pelo teste de Tukey no programa SPSS v.19. Os extratos
de propolis marrom em todas as concentragdes testadas no ensaio de MTT ndo evidenciaram citotoxicidade
nem altera¢des morfolégicas substanciais pela coloracdo de Giemsa nas concentracdes testadas. Em adicao,
ressalta-se que a propolis de Caxias do Sul em concentragdes de 12,04 ug/mL para 24 horas, 10,62 pg/mL
para 48 horas e 4,79 pg/mL para 72 horas, bem como, a prépolis de Anténio Prado em concentracoes de 47,64
pug/mL para 24 horas, 39,56 ug/mL para 48 horas e 10,98 pg/mL para 72 horas de tratamento mantiveram
a viabilidade celular em 80%, demonstrando que os extratos de prépolis marrom néo foram citotéxicos para
linhagem HaCat. O extrato de prépolis marrom nao apresentou atividade citotéxica em células HaCaT, podendo
ser objetivo de mais estudos com a finalidade de comprovar sua eficacia como possivel agente coadjuvante
para regeneracao da pele.
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PHARMACOLOGICAL PERSPECTIVES FROM BRAZILIAN SALVIA
OFFICINALIS (LAMIACEAE): ANTIOXIDANT, AND ANTITUMOR IN
MAMMALIAN CELLS

C.S. C. GARCIAY; A. P. F LAMBERT? T. BARCELLOS?; S. MOURA?; M. SALVADOR*; M. ROESCH-ELY* e ].
A. P. HENRIQUES!

1 Laboratory of Genomics, Proteomics and DNA Repair, Biotechnology Institute, University of Caxias do Sul, RS, Brazil.

2 Faculty of Pharmacy, University of Caxias do Sul, RS, Brazil.

3 Laboratory of Biotechnology of Natural and Synthetic Products, Biotechnology Institute, University of Caxias do Sul, RS, Brazil.
4 Laboratory of Oxidative Stress and Antioxidants, Biotechnology Institute, University of Caxias do Sul, RS, Brazil.

Salvia officinalis (Lamiaceae) has been used in south of Brazil as a diary homemade, in food condiment
and tea-beverage used for the treatment of several disorders. The objective of this study is to characterize
chemical compounds found in the hydroalcoholic and aqueous extracts obtained from Salvia officinalis (L.),
evaluate antioxidant properties and cytotoxic activity in tumor and non-tumor cell lines and alterations on cell
morphology after cell treatment using Salvia officinalis (L.). The identification of chemical substituent of dried
S. officinalis hydroalcoholic (ExtHS) and aqueous (ExtAS) extract was performed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) and high-resolution electrospray ionization mass spectrometry (ESI-HRMS) analysis.
Total phenolic content was measured using the Folin-Ciocalteu. The antioxidant activity was evaluated through
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH") and 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (
ABTS**), enzymatic activities for superoxide dismutase (Sod)-like and Catalase-like. Cytotoxicity was evaluated
through MTT assay and morphological alterations were observed in giemsa stained and apoptosis evaluated by
annexin V staining after salvia extracts treatment. The chemical identification sage extracts by GC-MS and ESI-
HRMS in negative mode revealed the presence of acids and phenolic compounds. In vitro antioxidant analysis
for both extracts indicated promising activities. The cytotoxic assays using tumor (Hep-2, HeLa, A-549, HT-
29 and A-375) and in non-tumor (HEK-293 and MRC-5), showed selectivity for tumor cell lines. After 24h
treatment, the Hep-2 strain was more susceptible to the ExtHS (IC, = 45.00 + 1.00 ?g mL™) and line HeLa (IC,,
= 1500 + 2.5 mg mL!) by ExtAS. Immunocytochemistry presenting a majority of tumor cells at late stages of
the apoptotic process and necrosis. Given the results presented here, Brazilian Salvia officinalis (L.) used as
condiment and tea, may protect the body against some disease, in particularly those where oxidative stress is
involved, like neurodegenerative disorders, inflammation and cancer.

Keywords: Antioxidant. Apoptosis. Cancer. Chemical compounds. Salvia officinalis (L.).
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DETERMINACAO DA VIABILIDADE DE CELULAS DE
QUERATINOCITOS HUMANOS ASSOCIADAS A EXTRATOS DE
PROPOLIS VERMELHA

G. LORENZET?, C. S. C. GARCIA!, M. ROESCH-ELY?, J. A. P. HENRIQUES!

1 Laboratério de Gendmica, Protedmica e Reparo de DNA, Instituto de Biotecnologia, Universidade de Caxias do Sul, RS, Brasil.

A prépolis vermelha, denominada assim devido sua intensa coloracdo vermelha, é encontrada na regiao
Nordeste brasileira, principalmente nos estados de Sergipe, Alagoas, Bahia, Pernambuco e Paraiba. Este
tipo de prépolis tem-se mostrado bem tolerada pelo organismo, com raros incidentes de alergia e baixa ou
nenhuma toxicidade. Além disso, apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e regenerativa,
propriedades importantes para o tratamento de lesdes em queimados. Determinar a viabilidade e alteracdes
morfolégicas frente ao efeito biolégico do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha originaria do Alagoas
- AL em culturas de células de queratindcitos humanos (HaCaT). Células HaCaT foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Médium) suplementado com 10% soro fetal bovino inativado e 1% de
antibiotico (Penicilina/Estreptomicina) em estufa a 37°C e atmosfera umidificada com 5% de CO,. Na segunda
etapa foram semeadas (8x10* células/mL) em placas de 96 pogos até obtencdo de 70-80% de confluéncia.
Realizou-se o tratamento das células com extrato hidroalcoolico de prdopolis vermelha nas concentragoes de
0,1,0,5,1,5, 10, 20, 30, 40 e 50 pg/mL, controle negativo de DMEM e o veiculo etanol 50% (v/v) e controle
positivo com 5% de dimetilsulfé6xido (DMSO), durante o periodo de 24, 48 e 72 horas. A viabilidade celular
foi determinada pela reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). Avaliou-se
as alteracdes morfoldgicas das células tratadas com o extrato hidroalcodlico de propolis vermelha através da
coloracdo de Giemsa. Os resultados foram analisados pelo teste de Tukey no programa SPSS v.19. O extrato
de prépolis vermelha em todas as concentracoes testadas no ensaio de MTT nio apresentou citotoxicidade e
alteracdes morfolégicas substanciais nas células através da coloracdo de Giemsa. Em adi¢ao, ressalta-se que
até concentracdes de 49,17 pg/mL para 24 horas, 24,63 pg/mL para 48horas e 25,24 pg/mL para 72 horas de
tratamento manteve-se a viabilidade celular em 80%, demonstrando-se que os extratos de propolis vermelha
ndo foram citotdxico para linhagem HaCat. O extrato prdopolis vermelha ndo apresentou atividade citotéxica
em células HaCat, podendo ser objetivo de mais estudos com a finalidade de comprovar sua eficacia como
possivel agente para regeneracio da pele no tratamento de queimados.
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IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE
LEPTOSPIRA INTERROGANS POR IMUNOFLUORESCENCIA

G.N.R. TIMMY, J. D. SOUZA?, A. A. GRASSMANN! e A.]. A. MCBRIDE!

1 Universidade Federal de Pelotas, Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico, Nticleo de Biotecnologia
*Apresentador: gabi.timm@hotmail.com

A Leptospirose é uma zoonose causada por espiroquetas patogénicas do género Leptospira. No Brasil ndo
existe vacina para uso humano e a bacterina usada em animais apresenta uma série de problemas. As
proteinas expostas na superficie de leptospiras sido alvos potenciais para o desenvolvimento de uma vacina
capaz de evitar a infecgao letal e transmissado. O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para
localizacao celular de proteinas preditas in silico como expostas na superficie de L. interrogans. Inicialmente
foram produzidas 2 flagelinas e 1 proteina predita como exposta na superficie de leptospiras, FlaA e FlaB, e
LigB, respectivamente. As sequéncias codificadoras foram clonadas em vetor pAE e as proteinas recombinantes
(fusionadas a 6xHis) foram expressas em Escherichia coli. As proteinas foram purificadas por cromatografia
de afinidade ao niquel e avaliadas por SDS-PAGE e Western blotting (WB). A bacterina foi produzida pela
inativacdo por calor de L. interrogans sorovar Copenhageni (108 leptospiras/dose). Ratos Wistar adultos
foram utilizados para producido de soro hiperimune (CEEA n° 4336-2015). O soro foi avaliado por WB e
imunofluorescéncia (IF). Para determinacdo da localizacdo dessas proteinas na célula de L. interrogans, as
leptospiras foram aprisionadas em blocos de agarose de baixo ponto de fusido para garantir a integridade da
membrana externa (ME). A ME foi rompida utilizando Triton X-114 e EDTA. Em seguida, foi realizado uma IF
utilizando os soros hiperimunes produzidos neste estudo e anticorpos monoclonais contra LipL.32 (fornecidos
por colaboradores). Ao final da IF, os blocos de agarose contendo leptospiras foram analisados em microscopia
de fluorescéncia. As proteinas recombinantes foram produzidas com eficiéncia e os soros hiperimunes foram
capazes de reconhecer até 2 ng de proteina no WB. Estes soros também reconheceram a proteina nativa no WB
e no IF com células fixadas. As leptospiras foram eficientemente aprisionadas em agarose, porém, nas analises
preliminares, apenas os soros anti-bacterina e anti-LipL32 reconheceram a proteina nativa na bactéria intacta.
Ha controvérsias na literatura quanto a localizacdo de LipL32 e mais experimentos serdo realizados para
determinar sua localizagdo celular. Atualmente, estamos produzindo soro contra uma nova flagelina. A técnica
descrita é promissora, estd em processo de otimizacio para determinacio da localizacdo de proteinas preditas
como expostas na superficie de L. interrogans.
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POLIMORFISMO RBP4 rs3758539 -803 C>T E SUA RELACAO
COM ALTERACOES BIOQUIMICAS E ANTROPOMETRICAS EM
ESCOLARES DE SANTA CRUZ DO SUL - RS, BRASIL

L. BRIXNERY, E. . KLINGER?, A. C. R. GERALDO?, M. FIEGENBAUM?, C. P. REUTER?, M. S. BURGOS?, P.
F. TODENDI? e A. R. M. VALIM!

1 Universidade de Santa Cruz do Sul, Santa Cruz do Sul - RS
2 Universidade Federal de Ciéncias da Saide de Porto Alegre, Porto Alegre - RS
*Apresentador: lucasr@mx2.unisc.br

Entre os maiores problemas de satide publica da atualidade estdo a obesidade, a diabetes mellitus tipo 2 e
as doencas cardiovasculares, cujas manifestagdes mais precoces sdo alteracdes bioquimicas, e que por sua
vez estdo relacionadas a variacdes comuns nos genes que codificam proteinas que atuam nos processos
de homeostase metabdlica. Os polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs), o tipo mais comum de variacdo
genética, tornaram-se importantes marcadores para diagndstico e prognostico de doencas. Um SNP associado
a alteracdes do metabolismo glicidico e lipidico é 0 rs3758539 -803 C>T do gene RBP4, cuja proteina transporta
retinol e participa do metabolismo a nivel celular. Nosso objetivo foi verificar a relacio de parametros
bioquimicos e antropométricos com o SNP RBP4 rs3758539 -803 C>T em escolares de Santa Cruz do Sul -
RS. Este estudo de carater transversal, aprovado pelo CEP-UNISC pelo protocolo n2 714.216/14, contou com
a participacdo de 1171 escolares, na faixa dos sete aos 17 anos de idade. Os escolares foram classificados
conforme o Indice de Massa Corporal (IMC), tendo sido mensurados também o percentual de gordura
e a circunferéncia da cintura. Os exames bioquimicos foram realizados com kits comerciais da DiasSys™ e
Kovalent™, tendo sido mensurados os niveis séricos de glicose, triglicerideos, LDL, HDL, e colesterol total. A
genotipagem foi realizada por qPCR no aparelho StepOne Plus® (Applied Biosystems) utilizando o sistema
TagMan™. O tratamento estatistico foi realizado pelo programa SPSS 20.0, por estatistica descritiva e regressao
logistica binaria para relacionar os genoétipos considerados de risco (CT, TT) com as variaveis avaliadas. A
amostra foi composta predominantemente por adolescentes (74,2%) e individuos do sexo feminino (57,6%),
com uma elevada prevaléncia de sobrepeso (17,3%) e obesidade (16,8%). Em relagdo ao polimorfismo, 30,1%
dos escolares apresentam os genoétipos tidos como de risco, mas que na populag¢io estudada, ndo estiveram
relacionados a nenhuma das variaveis avaliadas. A variavel que mais se aproximou de uma relagdo foi o HDL
(OR 3,073 [95% IC 0,936, 3,293]), dado que se destaca por polimorfismos de outras regides desse gene ja
terem sido relacionados com alteragdes no HDL por outros autores. Concluimos que os escolares apresentam
alta prevaléncia de excesso de peso e que o polimorfismo RBP4 rs3758539 -803 C>T nio esta relacionado com
a predicdo de risco de distirbios metabdlicos na populacao estudada.
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CARACTERIZACAO DA PROTEINA NATIVA ERPY-
LIKE DE LEPTOSPIRA INTERROGANS ATRAVES DE
IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA
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A leptospirose é uma zoonose causada por bactérias patogénicas do género Leptospira. E uma doenca com
ampla distribui¢do mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, de grande ameaca a satide publica.
Os sintomas podem variar de leves até mais graves, podendo levar o individuo a morte. O teste de aglutinacdo
microscopica (MAT) é a técnica “padrdo ouro” para o diagndstico da leptospirose, entretanto, este apresenta
limitacOes. Por isso, a busca por novos alvos para controle da leptospirose torna-se necessaria. A lipoproteina
ErpY-like (LIC11966) foi reportada como um novo potencial fator de viruléncia de Leptospira interrogans, que
possui importancia no processo de infecgio e, assim, possui potencial para ser utilizada em diagnéstico. Desse
modo, o objetivo desse trabalho foi a realizagdo da técnica de imunofluorescéncia indireta para investigacao da
interacdo do anticorpo policlonal (pAb) anti-rErpY-like com a proteina nativa ErpY-like de L. interrogans cepa
Fiocruz L1-130. Para tal, laminas de vidro (ICN Biomedicals Inc., CA, USA) foram revestidas com uma solugido
de poly-L-lisina 0,1% por 1 h a 37 °C. Aliquotas de 10 ul contendo culturas com 108 células.mL" de leptospiras
foram adicionados as laminas e incubadas a 37 °C. Ap0s, foi realizado bloqueio com soro fetal bovino 10% e, em
seguida, foi adicionado o pAb anti-rErpY-like por 1 h a 37 °C, na diluigao 1:100 em PBS 1x. Entao, foi adicionado
anticorpo secundario anti-camundongo conjugado com FITC (Invitrogen, EUA) na dilui¢do 1:100 e incubado
em camara umida e escura, por 1 h a 37 °C. Por fim, adicionou-se uma gota de meio de montagem (glicerol
90%) e foi realizada visualizacdo em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX 51). Entre todas as etapas
foram realizadas duas lavagens com PBS-T. Como controle positivo, foi utilizado anticorpo monoclonal anti-
rLipL32 e, como controle negativo soro normal de camundongo. Para confirmar a presenga das leptospiras
no campo microscopico foi realizada coloragio do DNA com Hoechst 33258. Observou-se reacdo do pAb anti-
rErpY-like, marcando com fluorescéncia a proteina ErpY-like nativa na Leptospira, bem como o mAb utilizado
no controle positivo. No controle negativo ndo houve reacio, apesar da presenca de leptospiras na lamina. Estes
resultados mostram que a proteina ErpY-like tem potencial para o desenvolvimento de testes para diagndstico
da leptospirose. Contudo, mais estudos sdo necessarios.
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PERFIL DE CAROTENOIDES E CITOTOXICIDADE DA ALGA
ANTARTICA DESMARESTIA ANCEPS MONTAGNE
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3 Instituto de Quimica e Geociéncia - UFPel, Pelotas/RS, Brasil

4 Laboratorio de Bioquimica de Algas - Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, SP, Brasil
S5Insituto de Botanica - Sdo Paulo, SP, Brasil

A busca de novos firmacos com atividade antitumoral tornou-se fundamental nas ultimas décadas. As algas
sdo uma importante fonte de compostos provenientes de seu metabolismo primdrio e secundario, muitos
deles com atividade antitumoral. Caracteriza¢cdo quimica de carotenoides e avaliacdo do potencial citotéxico
de extratos da macroalga antartica Desmarestia anceps. A extracdo dos copostos foi realizada por esgotamento,
utilizando ultrassom, com os solventes n-hexano, cloroférmio e metanol. A citotoxidade contra a linhagem de
cancer colorretal HCT - WT foi determinada através do ensaio de MTT. Para a avaliacdo do perfil de carotenoides
foram utilizados quatorze padroes de carotenoides e clorofila a e b em HPLC (SCL-10AVP Shimadzu). Apds 24
h de tratamento, o extrato hexanico apresentou IC50 entre 50 e 100ug/mL, o cloroférmico IC50 entre 50 e
100pg/mL e o metanolico IC50 entre 25 e 50pg/mL. Apds 48 h, 0 IC50 da fracdo hexanica ficou entre 25 e 50ug/
mlL, da fracdo cloroférmica inferior a 50ug/mL e a mateanolica entre 50 e 100pg/mL. Depois de 72 h horas
de exposicdo ao extrato, a fracdo hexanica apresentou IC 50 entre 25 e 50pg/mlL, a fracdo cloroférmica IC50
entre 50 e 100pg/mL e a metanolica IC 50 entre 25 e 50pg/mL. Com relagdo a andlise quimica, foi identificada
a presenca de trés carotenoides (fucoxantina, violaxantina, f3-caroteno) e clorofila a e b. Os resultados
sugerem que a macroalga antartica D. anceps possui potencial citotéxico contra a linhagem tumoral HCT-WT,
provavelmente associado a compostos provenientes da adaptacdo a um ambiente com condi¢des extremas.
Para sobreviver em um ambiente hostil e competitivo, as macroalgas antarticas desenvolveram estratégias
de defesa que resultaram numa grande diversidade de compostos. A presenca de fucoxantina, associada ou
ndo com outros compostos, pode estar correlacionada com a atividade antitumoral. Os extratos (hexanico,
cloroférmico e metandlico) da alga D. anceps foram citototoxicos contra a linhagem tumoral HCT-WT. O perfil
de carotenoides da alga revelou a presenca de fucoxantina, violaxantina e 3-caroteno.
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CARACTERIZACAO DA PROTEINA NATIVA ERPY-LIKE DE
LEPTOSPIRA INTERROGANS ATRAVES DE ELISA INDIRETO
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Aleptospiroseéumadoencacausadaporbactériasdogénero Leptospira.Odiagndsticopadrdoéasoroaglutinacio
microscopica (MAT), porém este apresenta limitacdes. A lipoproteina ErpY-like foi reportada como sendo uma
proteina de Leptospira interrogans que apresenta sequéncia muito similar a fatores de viruléncia encontrados
em outras espécies patogénicas. Desta forma, apresenta-se como uma importante ferramenta no processo
de infec¢do, sugerindo um grande potencial para aplicacdo em testes diagnosticos. Sendo assim, a producao
de anticorpos policlonais (pAbs) contra a ErpY-like consiste em um poderoso instrumento na tentativa de
detectar antigenos apresentados durante o processo de infeccdo, fundamentando, assim, o diagnéstico da
leptospirose. Diante disso, buscou-se avaliar a capacidade dos pAbs produzidos a partir da proteina rErpY-like
em reconhecer a proteina nativa presente em Leptospira interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-
130 com base na aplicagdo de um teste ELISA indireto. Para tal, placas de poliestireno foram revestidas com
solucdo 0,1% de poli-1-lisina e incubadas a 37 °C por 1 h. Apds esse periodo, as cavidades foram sensibilizadas
com, aproximadamente, 10° células.mL* de L. interrogans. Algumas dessas cavidades foram sensibilizadas
com células inteiras, enquanto outras foram sensibilizadas com as células lisadas com intuito de expor as
proteinas. Posteriormente, foi realizado bloqueio com solugdo de soro fetal bovino 1% por 1 h e, na sequéncia,
pAbs anti-rErpY-like foram adicionados em uma diluicio de 1:100 em PBS- 1x. Anticorpos secundarios
anti-camundongo conjugados a enzima peroxidase foram adicionados, e a presen¢a do complexo antigeno-
anticorpo foi verificada através da reacdo com o substrato per6xido de hidrogénio 0,03% e OPD. Os resultados
da reacdo foram visualizados em leitor de ELISA VICTOR™ X5 Multilabel Plate Reader (Perkin Elmer, USA)
no comprimento de onda de 450 nm. Observou-se a reacdo dos pAbs tanto com células inteiras de Leptospira
quanto com células lisadas, o que sugere a capacidade de exposicao da proteina ErpY-like na membrana externa
da bactéria. De acordo com as caracteristicas elucidadas, esta proteina pode ser um importante alvo a ser
estudado para o desenvolvimento de novos testes de diagnéstico para a leptospirose, objetivando o controle
da doenca. Contudo, mais estudos sdo necessarios para identificar novos potenciais diagndsticos e possiveis
candidatos vacinais contra a leptospirose.
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BIOTRANSFORMACAO DE LINAGLIPTINA POR
CUNNINGHAMELLA ELEGANS ATCC 9245
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O metabolismo de micro-organismos permite transformacdes de grupamentos funcionais de produtos
biologicamente ativos que, geralmente, s6 seriam possiveis através de reacdes quimicas convencionais. A
utilizacdo de fungos endofiticos em processos de biotransformacdo de formacos tem se apresentado como
uma estratégia de producdo de novas estruturas quimicas de interesse farmacéutico, além de abordagem
de estudos farmacolégicos in vivo/ in vitro. Este trabalho tem como objetivo o estudo e otimizacdo das
condi¢des de biotransformacdo do farmaco linagliptina utilizando o fungo Cunninghamella elegans ATCC
9245. 0 desenvolvimento fungico foi avaliado nos meios de cultivo Caldo Czapek e Caldo Batata, presenca de
agitacdo e a influéncia do pH do meio no desenvolvimento do micro-organismo e na estabilidade do farmaco.
O experimento foi composto por frascos tipo Erlenmeyer estéreis denominados: Controle Negativo (meio e
farmaco), Controle Positivo (meio e indculo), Controle Diluente (meio, indculo e diluente do farmaco), Branco
(apenas meio de cultivo) e Biotransformacido (meio, farmaco e fungo). Todas as amostras foram submetidas
a processo de extracdo liquido-liquido com diclorometano e posterior analise por cromatografia liquida. As
condi¢cdes cromatograficas foram: Coluna C8, fase movel: trietilamina a 1% (pH 4,5): Acetonitrila (80:20, v/v),
fluxo de 1,0 ml.min! e temperatura do forno a 30°C. Para a analise da interferéncia do pH, o meio de cultivo foi
ajustado para valores de pH 5,00, 6,00 e 7,00 antes do processo de esterilizacdo. Para avaliacdo da agitacao, o
experimento foi realizado em estufa microbioldgica e em agitador orbital a 120 RPM a 26°C. Através da andlise
da pureza dos picos cromatograficos e auséncia de picos de degradacdo do farmaco, os diferentes pHs testados
ndo interferiram na estabilidade do farmaco. O desenvolvimento flingico apresentou-se adequado e semelhante
entres os trés valores de pH avaliados, porém o Caldo Czapek apresenta menor interferéncia no processo de
extrac¢do. A constituicdo dos meios de cultivo ndo interferiu para que o desenvolvimento flingico, considerado
satisfatorio. A agitacdo mostrou-se fundamental para o desenvolvimento do estudo. A biotransformacao foi
verificada a partir da reducdo das areas dos picos cromatograficos da linagliptina.
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OTIMIZAGCAO DE EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE
LIGBREP DE LEPTOSPIRA INTERROGANS EM ESCHERICHIA COLI
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Leptospirose é uma doenca infecciosa causada por bactérias do género Leptospira, capaz de contaminar
ambientes através da urina de animais infectados, disseminando-a para outros individuos. A prevenc¢ido da
doenca é feita por vacinagio, porém as vacinas, compostas por bacterinas, disponiveis no mercado, sdo eficazes
somente para os sorovares que as compde. Sendo assim, vacinas recombinantes vém sendo desenvolvida com
o intuito de se obter uma vacina de amplo espectro, através de antigenos que sejam comuns a todos sorovares.
Um destes antigenos é a LigBrep (Leptospiral Inmunoglobulin-like repeat), proteina da membrana externa
de leptospiras patogénicas, com caracteristicas antigénicas e imunogénicas com potencial para compor uma
vacina recombinante. O presente trabalho teve como objetivo a otimiza¢do da expressdo da proteina LigBrep
em Escherichia coli, utilizando o vetor pAE/ligBrep. Para isso, foram avaliadas diferentes condi¢cdes de cultivo,
como temperatura (25, 30 e 372C), concentracdo de IPTG (0,25, 0,5, 1,0 e 1,5 mM), periodo de inducdo (1 a
16 h) e quatro diferentes cepas de expressdo (BL21(DE3) Star, BL21(DE3) PlysS, Rosetta PlysS e Top10f’).
Para a avaliacdo da expressao foi realizado um SDS-PAGE seguido de um Western blot utilizando um anticorpo
anti-His, e para quantifica¢io foi utilizado o programa TotalLab Quant. Os resultados obtidos demonstram
que diferentes condig¢des de cultivo podem influenciar nas concentragdes de proteina recombinante. Pode-se
observar que o maior nivel de expressao foi obtido com a cepa BL21(DE3) cultivada a 372C, com 0,25 pg/ul
de IPTG, e com tempo de indugdo de 10 h, alcancando 374,5 ug/ul de proteina recombinante. As diferentes
concentracdes de IPTG tiveram pouca influéncia no rendimento da proteina. Ja a temperatura, a escolha da cepa
e o tempo de indugdo foram decisivos para alcancar um alto nivel de expressdo. Conclui-se que as variaveis
estudadas sdo determinantes para a obtencdo de um alto rendimento, e que estudos como este devem ser
realizados quando o objetivo é maximizar o nivel de expressdo de uma proteina recombinante.
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O cancer de bexiga é o nono mais frequente no mundo, segundo agéncia internacional de pesquisa no cancer
(IARC). E de acordo com o instituto nacional do cancer (INCA) estima-se que neste ano 9.670 novos casos de
cancer de bexiga serdo diagnosticados. Ainda que este tipo de cancer ndo apresente um elevado indice de
prevaléncia mundial, é recorrente e necessita de acompanhamento continuo. Na busca de novos farmacos
antitumorais destacam-se substancias de origem natural, as quais ja representam 47,1% dos medicamentos
utilizados na clinica. Neste campo de desenvolvimento encontra-se a propolis vermelha brasileira, um composto
natural constituido por uma variedade de compostos quimicos, como os flavondides, que ja demonstraram
eficiéncia em linhagens tumorais através da indugao de morte celular por apoptose e diminuicdo do potencial
de migracdo. Neste estudo a propolis vermelha foi fracionada, através da cromatografia utilizando os solventes
hexano e acetato de etila, um dos principais compostos encontrados foi a formononetina, um isoflavonoide que
vem sendo alvo de inimeros estudos em cancer, devido as suas propriedades antiangiogénica e antitumoral,
presente nas fracdes 1 e 2. Estas foram testadas em uma linhagem celular de carcinoma de bexiga (5637)
numa concentracio de 12.5pug/ml por 48h. Apos foi realizado o ensaio de LIVE/DEAD, baseia-se na detecgdo
da integridade da membrana celular. Os dados obtidos foram analisados através do teste one-way ANOVA
seguido de tukey e valores de P<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. O ensaio de LIVE/
DEAD demonstrou danos as células, indicando morte celular da linhagem 5637 em relacdo ao controle,
evidenciando que as fragdes da propolis vermelha brasileira que contém este flavondide possuem atividade
citotoxica. Este resultado corrobora com estudos ja realizados em outros tipos tumorais, onde foi relatado
que a formononetina é capaz de inibir a proliferacdo celular, migracdo, angiogénese e induz parada de ciclo
celular. Estes dados fornecem evidéncias que o flavonéide formononetina presente nas fragdes obtidas neste
estudo exerce uma atividade citotéxica nesta linhagem, porém mais estudos sdo necessarios para elucidar o
mecanismo de ac¢do deste flavonoide em cancer de bexiga.

Palavras-chave: Cancer de bexiga. Flavonoide. Formononetina. Citotoxidade.
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EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DA PROPOLIS
VERMELHA BRASILEIRA (PVB) NA REDUCAO DA
SOBREVIVENCIA CELULAR EM LINHAGEM DE CANCER
COLORRETAL (HT-29)

J. H. BUSSY, K. R. BEGNINI"?, L.P. SILVA'?, R.R. FAEDO?, J. A. P. HENRIQUES?, T. COLLARES"? e FK.
SEIXAS"?

1Universidade Federal de Pelotas, Graduagdo em Biotecnologia - Capdo do Ledo - Prédio 19.
2PPGBiotecnologia da Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario - Capdo do Ledo - Prédio 19.
3Universidade de Caxias do Sul, RS, Brasil

*Apresentador: julietibuss@hotmail.com

O cancer colorretal (CCR) é uma neoplasia que se origina de qualquer porg¢ao do colén, reto ou canal anal, sendo
um dos tipos de cancer mais incidentes no mundo. Como alternativas para o tratamento, a sociedade cientifica
vem estudando novos compostos com potenciais antitumorais. Dentre eles, a propolis vem sendo considerada
uma fonte potencial e ilimitada para o desenvolvimento de novos farmacos. A prépolis Vermelha Brasileira
(PVB) é o tipo mais recente identificado, e desde sua descoberta tem sido amplamente estudada devido as
atividades antitumorais apresentadas tanto in vitro como in vivo. Sendo assim, este estudo teve como objetivo
avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico da PVB em células de adenocarcinoma colorretal humano (linhagem
HT-29), avaliando a capacidade do extrato em inibir a formagdo de coldnias celulares. Para a realiza¢do desse
ensaio, o extrato da PVB foi preparado nas concentragdes de 25 e 50ug/mL utilizando EtOH-H,0 50% (v/v).
As células da linhagem HT-29, obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro, foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células cresceram em atmosfera controlada a 37 ¢C
e 5% de CO, e os experimentos foram realizados com as células em fase logaritmica de crescimento. Para a
realizacdo do ensaio clonogénico, as células foram semeadas em placas de seis pocos (500 células por poco), e
ap0s 24 h foram adicionadas as diferentes concentracdes do extrato hidroalcodlico (25 e 50pg/mL). Apés 24 h
de tratamento, o meio foi renovado e as placas foram incubadas durante 15 dias para posterior contagem das
coldnias formadas. Para a contagem das coldnias, as placas foram lavadas com PBS, fixadas com uma solugao
de metanol e acido acético (3:1), e posteriormente coradas com cristal violeta para visualizagdo das colonias.
Os dados obtidos foram analisados através de one-way ANOVA considerando valores de P<0.05 significantes.
Por meio de uma analise quantitativa do tamanho das coldnias, foi possivel observar que a concentracio de
50pg/mL foi capaz de reduzir significativamente o ndmero de colonias em relagdo ao grupo controle, inibindo
em aproximadamente 70 % o numero de coldnias formadas. Os resultados obtidos demonstraram que o
extrato hidroalcodlico da PVB foi capaz de reduzir a sobrevivéncia celular in vitro. Assim, podemos inferir que
mais pesquisas sdo necessarias visando maior compreensao dos mecanismos de acdo da PVB em linhagens de
células tumorais.

Palavras-chave: Propolis vermelha brasileira (PVB). Ensaio clonogénico. Cancer colorretal. Sobrevivéncia
celular.
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EXTRATO AQUOSO DE CECROPIA PACHYSTACHYA APRESENTA
REDUCAO DA PROLIFERACAO CELULAR SELETIVA EM
LINHAGEM DE GLIOMA (C6)
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O glioblastoma multiforme (GBM) constitui a forma mais comum e devastadora de tumor cerebral,
apresentando elevada resisténcia a quimioterapia disponivel sendo, portanto, um tumor com alta morbidade.
Sendo assim, é de visivel importancia a pesquisa de novas terapias farmacolégicas que possam melhorar o
progndstico dos pacientes. Nesse sentido, o estudo do potencial antitumoral do extrato aquoso de Cecropia
pachystachya sobre o GBM torna-se uma proposta interessante levando em conta a sua intera¢cdo com o
sistema nervoso central ja comprovada. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antitumoral in vitro do
extrato de C. pachystachya em linhagem de glioma de rato (C6) e o potencial citotéxico em cultura primaria
de astrdcitos de ratos wistar. As células da linhagem C6 foram cultivadas em meio DMEM 5% de soro fetal
bovino (SFB) 37 °C/5% CO,. Para a cultura primaria de astrécitos foram utilizados cortex de ratos de 1-2
dias para o isolamento das células que foram cultivadas em DMEM 10% SFB 37 °C/5% CO,. Ambas as
células foram semeadas em placas de 96 pocos e tratadas com o extrato (0,1-2mg/mL na linhagem C6 e
0,25-4 mg/mL nos astrocitos). A proliferacdo (nas células C6) e a viabilidade celular (nos astrécitos) foi
determinada pelos métodos da Sulforrodamina B e MTT respectivamente ap6s 48 e 72 h de tratamento. Os
dados foram analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. O extrato de C. pachystachya em ambos os
tempos reduziu a proliferacdo celular das células de glioma em 80% a partir de 0,25 mg/mL, ndo exibindo
um perfil de dose-dependéncia e ndo demonstrando citotoxicidade em cultura de astrdcitos nas mesmas
concentracdes e tempos testados, indicando uma seletividade de efeito e uma seguranca quanto ao seu
uso. Sendo assim, o extrato de C. pachystachya apresenta uma agdo antitumoral em glioma de rato (C6)
promissora, porém mais estudos sio necessarios para melhor elucidar os mecanismos envolvidos.
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O sobrepeso é um problema de Satde Publica, sendo considerado um dos principais fatores de risco para
o desenvolvimento de diversas doengas cronicas. Atualmente, existe uma grande demanda por microalgas
nas industrias nutracéutica e farmacéutica pelo fato de qué a suplementacdo com dietas que possuam acidos
graxos, podem ter um efeito benéfico em doengas como a obesidade. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar as alteragdes no peso corporal de camundongos tratados com extrato de microalgas nas doses de 1500
e 2500 mg/kg, administrados por via oral. Os animais foram divididos em 3 grupos: controle (CTL) (n=8), que
recebeu solugao salina 0,9%, na dose de 10mL/kg; EXP 1 (n=8), que recebeu o extrato de microalgas na dose
1500 mg/kg e EXP 2 (n=7), que recebeu o extrato de microalgas na dose de 2500 mg/kg. O projeto foi aprovado
pelo CEUA sob protocolo niimero 30. A administragido nos trés grupos ocorreu diariamente, durante 30 dias e
0 peso corporal, consumo de dgua e racdo foram avaliados a cada 7 dias. As microalgas foram obtidas de uma
lagoa facultativa empregada como processo de tratamento terciario, localizada na EMBRAPA Suinos e Aves.
O cultivo foi realizado em escala piloto em uma casa de vegetacdo sob luz natural e temperatura ambiente.
Foram submetidas a privacdo nutricional por 25 dias, apds foram centrifugadas e liofilizadas. Analisando os
resultados, verificou-se uma reducdo significativa no ganho de peso corporal do grupo EXP 1 no inicio (1°-7¢
dia) e ao longo de todo o tratamento (1°-30° dia), assim como do grupo EXP 2 em relacdo ao CTL. Este resultado
sugere um possivel efeito termogénico causado pelo extrato. Além disso, houve uma diminui¢ao significativa
no consumo de agua do grupo EXP 1 no inicio do tratamento (1°-7° dia), comparando com CTL e EXP 2, mas
que foi recuperado ao final da exposi¢do ao extrato. Da mesma forma, os animais do grupo EXP 2 tiveram o
consumo de agua diminuido, comparando-se ao CTL e EXP 2. O consumo de rac¢ao foi maior significativamente
no grupo EXP 2 em relacdo ao CTL em todos os periodos registrados e igualmente maior no grupo EXP 1,
ao longo do tratamento. Estes resultados mostram que o extrato microalgal, promoveu maior ingestdo de
racdo sem aumentar o peso corporal dos camundongos. Em conclusao, o extrato de microalgas nas doses de
1500 e 2500 mg/kg, por serem ricas em nutrientes e servirem como suplemento, surgem como alternativa
terapéutica e profilatica para possiveis casos de sobrepeso em camundongos.
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EFEITO CITOTOXICO DO EXTRATO AQUOSO DO LENTINULA
EDODES EM CELULAS TUMORAIS DE LARINGE
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O cogumelo Lentinula edodes (Shiitake) é conhecido mundialmente por suas propriedades medicinais, in
natura, em forma de extrato ou em po. Esse fungo é popularmente recomendado para varios propdsitos, e tém
sido utilizado na terapia contra o cancer pela medicina popular. Os principais componentes encontrados no
extrato ja isolados incluem [3-glucanos, polifenois e proteinas. Estes componentes inibiram o crescimento de
células do melanoma B-16, conforme demonstrado previamente em um outro estudo. O objetivo deste estudo,
portanto, foi investigar os efeitos do extrato aquoso do pé do L. edodes sobre o crescimento das linhagens
tumorais de células de laringe humanas Hep-2, comparando os resultados com a linhagem celular ndo tumoral
de pulmao humano MRC-5, utilizando método colorimétrico (Giemsa e 4’,6-diamidino-2-phenylindole-DAPI).
A coloracio por laranja de acridina/brometo de etideo foi utilizada para avaliar morte celular, e as alteracgoes
celulares foram avaliadas através do microscopio de fluorescéncia. O extrato apresentou efeitos citotoxicos na
linhagem Hep-2 e ndo apresentou efeito na célula ndo tumoral MRC-5. Morte celular e alteracdes morfolégicas
foram observadas com 1 mg/mL do extrato aquoso por 24 h de tratamento. Foi observado degeneracao de
componentes citoplasmaticos e alteracdes morfoldgicas sugestivas de morte celular por apoptose. Enquanto
que, com o tratamento de 2 mg/mL deste extrato, houve altera¢des citoplasmaticas e nucleares incompativeis
com a viabilidade celular. Estes resultados indicam efeitos citotdxicos do extrato aquoso de L. edodes em
linhagens celulares de tumor de laringe, apresentando uma seletividade para as células tumorais.
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Clostridium botulinum é uma bactéria Gram-positiva que produz toxinas que agem inibindo a liberacdo de
acetilcolina na jung¢do neuromuscular, desencadeando uma doenga paralitica denominada botulismo. As
neurotoxinas botulinicas (BoNTs) sdo divididas em oito sorotipos distintos (A-H), sendo os sorotipos C e D
causadores da doenca em bovinos. A vacinagdo é a principal forma de prote¢do contra o botulismo, porém, a
vacina disponivel no mercado é constituida pela toxina inativada com formaldeido (toxoide) e sua producao é
laboriosa, oferece riscos aos manipuladores e apresenta um rendimento varidvel. Uma alternativa as limitacdes
de producio é o desenvolvimento de vacinas recombinantes atéxicas, que possibilitem uma producado dinamica
e eficiente. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi expressar e caracterizar o fragmento C-terminal da
cadeia pesada (Hc) das BoNTs sorotipos C e D em Escherichia coli, utilizando biorreator de bancada. Os vetores
recombinantes pET28a/c e pET28a/d foram utilizados individualmente para transformar cepas de E.coli
BL21 (DE3) Star™ através de choque térmico. Para expressao das proteinas recombinantes, o pré-indculo foi
cultivado em agitador orbital, sendo 600 ml transferidos para biorreator de bancada contendo 5,4 L de meio
M9 suplementado com 50 pg/mL de canamicina e mantidos em pH 7 a 37 °C, com agitacdo constante de 900
rpm e 1 vvm de ar. Uma aliquota foi coletada a cada hora de cultivo para dosagem de glicose, densidade 6ptica
(DO,,,,..), contagem de células viaveis e caracterizacdo das proteinas recombinantes por SDS-PAGE e Western
blot (WB) utilizando Mab anti-His6x. Em ambos experimentos, o consumo total de glicose do meio se deu com
9 h de cultivo, quando a expressio da proteina recombinante foi induzida com 0,5 mM de IPTG por 4 horas.
Ao final dos experimentos, foi possivel obter uma DO, de 9,35 com 1,6 x10" UFC/ml para a expressdo rH C
e 9,66 com 1,0 x10' UFC/ml para a expressdo rH_D. As proteinas forma avaliadas por SDS-PAGE quanto a
integridade, sendo possivel observar uma banda reativa integra no WB com a massa molecular esperada de
50 kDa, correspondente as proteinas rH_C e rH_D. O rendimento alcangado para as proteinas rH_C e rH D foi
de 263 mg/L e 196 mg/L de cultivo, respectivamente, demonstrando a eficiéncia da producdo das BoNTs C
e D utilizando biorreator de bancada. Os resultados obtidos sdo promissores para futuros experimentos de
escalonamento para producdo em larga escala.
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Trichomonas vaginalis é o protozoario flagelado causador da tricomoniase, doenca sexualmente transmissivel
(DST) de origem ndo viral mais comum no mundo. A infec¢do é caracterizada por amplo espectro clinico,
desde casos assintomaticos até severa vaginite. A tricomoniase é considerada doenca negligenciada e causa
complicacdes na gestacdo, cancer cervical e de prostata, além do parasita atuar como cofator na aquisicdo do
virus HIV. A partir de relatos de efeitos adversos e toxicidade causados pelo metronidazol, farmaco utilizado no
tratamento da tricomoniase, bem como aparecimento de resisténcia dos parasitos a esta medicacdo, mostra-
se necessaria a busca por novas substancias com atividade anti-Tvaginalis. O emprego farmacoldgico de
compostos organicos contendo teldrio vem sendo estudado e ja apresentou propriedades imunomodulatérias,
podendo ser usados como drogas antitumorais, anti-inflamatorias, antivirais e antiparasitarias. Sendo assim,
o0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade tricomonicida in vitro dos compostos 1,3-dioxolanas contendo
telurio (PTeDOX) em Tvaginalis. Para isso, foram selecionados trés compostos: PTeDOX01, PTeDOX02 e
PTeD0X03; e o isolado de Tvaginalis ATCC 30236, cultivadas em meio tripticase-extrato de levedo-maltose
(TYM), pH 6,0, suplementado com 10% de soro bovino, inativado a 56°C. O screening de atividade foi realizado
em microplaca de 96 cavidades, onde os parasitos foram adicionados na densidade de 2,0x10°trof/mL TYM/
cavidade e os compostos em concentracdo final de 100uM diluidos em DMSO. As mesmas foram mantidas
em estufa de 5% de CO, a 37°C por 24h. A fim de confirmar a atividade dos compostos, além dos controles
negativo (somente trofozoitos) e positivo (100 pM/mL Metronidazol), havia um controle com DMSO, nao
podendo exceder a concentracao de 0,6% de DMSO em cada cavidade. As atividades dos compostos foram
determinadas considerando-se a viabilidade, motilidade e morfologia dos trofozoitos em relagdo aos controles
através de contagem em camara de Neubauer e exclusdo com corante trypan blue 0,4%. No screening apenas
o composto PTeDOX01 reduziu a viabilidade dos parasitos em 100%. O PTeD0OX03 reduziu a viabilidade em
30% e o PTeDOXO02 nao apresentou atividade anti-Tvaginalis. Diante do exposto, o desenvolvimento de novos
farmacos contendo telurio, deve ser investigado como nova alternativa no tratamento de diferentes parasitoses,
assim como a importancia de posteriores estudos sobre os efeitos destes compostos.
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A endometriose é uma doeng¢a dependente de estrogénio, cujos sintomas mais comuns, sdo a dor pélvica
e a infertilidade. Afeta até 15% das pacientes em idade reprodutiva e até 50% das pacientes inférteis. A
etiopatogenia ainda ndo estd bem definida, mas ha evidéncias do envolvimento de componentes genéticos. O
aumento ou diminuicao da expressao dos microRNAs (135a e 135b) é inversamente proporcional a expressao
do gene HOXA10, um importante mediador da receptividade endometrial e implantagdo. Os microRNAs tém
sua expressao alterada no endométrio de mulheres com endometriose quando comparado com o endométrio
normal. O objetivo deste trabalho foi investigar a expressdo dos microRNAs 135a e 135b do endométrio em
diferentes fases do ciclo menstrual e comparar com a expressdo do gene HOXA10. Foram realizadas biopsias
endometriais e exérese de lesdes de endometriose de vinte e trés pacientes submetidas a cirurgia para
diagndstico ou tratamento de endometriose. Para a extracdo do miRNA foi utilizado o método poly (A) RT-
PCR utilizando o kit Invitrogen NCode miRNA first-strand cDNA synthesis MIRC-50 kit (Invitrogen, California,
USA) e oligonucleotideos iniciadores especificos para o miR135a e miR135b com um iniciador universal para
amplificacdo por PCR em tempo real. Para determinar a expressao relativa, foi utilizado o gene U6. A expressao
do gene HOXA10 também foi determinada por PCR em tempo real (QRT-PCR). Para a extragcdo do mRNA usamos
o reagente Trizol (Inivtrogen®) conforme instrugdes do fabricante. A concentragdo do mRNA foi determinada
através de espectrofotometria, seguido da conversao para cDNA utilizando o iScript cDNA synthesis Kit.
Oligonucleotideos especificos para o gene HOXA10 utilizando o método SYBR Green supermix foi utilizado
para quantificacdo da expressdo génica. Os niveis relativos da expressdo génica foram apresentados conforme
a formula 2724¢, A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste de Mann-Whitney, considerando como
significativo um p<0,05. A expressdo do miR135a (p=0,013) e miR135b (p=0,032) foi menor na fase secretora
do ciclo menstrual quando comparada com a fase proliferativa. A expressdo do gene HOXA10 em pacientes
doentes aparentemente esta aumentada se comparada com o tecido normal. As relagdes das expressdes ainda
estdo sendo analisadas. Protocolo n2 228.944.
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DESENVOLVIMENTO DE UM TESTE DIAGNOSTICO PARA
LEPTOSPIROSE UTILIZANDO PROTEINAS RECOMBINANTES
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Aleptospirose € uma zoonose causada por espiroquetas do género Leptospira. Sdo capazes de infectar diversos
animais domésticos, incluindo os caes, que sdo fatores de risco para infectar humanos. Caninos sdo portadores
do sorovar Canicola mas pode ser infectado pelo sorovar Icterohaemorrhagiae. Infec¢des acidentais por
sorovar Icterohaemorrhagiae podem causar uma doenca aguda com faléncia renal e hepatica. E os donos
dos cdes podem se contaminar através de contato direto ou indireto. Existem dois métodos principais para o
diagnostico da doenca: o Teste de Microaglutinacdo (MAT), indicado pela OMS como o teste padrdo, e a cultura
da bactéria. Entretanto, ambos os testes possuem limitacdes, dificultando o diagndstico da leptospirose. Sendo
assim, o objetivo do presente trabalho é o desenvolvimento de um teste de ELISA indireto, utilizando proteinas
recombinantes identificadas por andlise de bioinformatica, para a deteccdo de anticorpos IgG em soro de
caninos infectados. Foi feito um ELISA checkerboard (repetidas 2x em duplicata) para estabelecer as dilui¢des
de soro e de anticorpo anti-IgG canino. Os soros caninos usados nesse ELISA, tiveram origem de um projeto de
vigildncia epidemioldgica realizada na cidade de Pelotas/RS. Todos os soros foram previamente submetidos
a técnica-padrio de diagnoéstico, o MAT, caracterizando-os como positivos (N=16) ou negativos (N=9). Na
padronizacdo com a proteina rLigB, foram escolhidas as dilui¢des de soro 1:100 e 1:2000 do anti-IgG, obtendo
valores de sensibilidade de 87,5% e de especificidade de 100%. Com o mesmo protocolo, os resultados obtidos
com a proteina Quimera foram de 1:100 da dilui¢ao do soro e 1:4000 da dilui¢ao do anticorpo secundario, com
valores de sensibilidade e especificidade de 60,0% e 100%, respectivamente. Portanto, o presente trabalho
apresenta resultados promissores para o desenvolvimento de um teste de diagnostico para leptospirose
canina. Como perspectivas futuras, pretende-se aumentar o nimero de soros caninos e testar outras proteinas
recombinantes, a fim de aprimorar o diagndstico por ELISA indireto.

Palavras-chave: Leptospirose canina. Diagndstico. ELISA indireto. Proteinas recombinantes.
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COMPORTAMENTO DE CELULAS TRONCO ORIUNDAS
DA POLPA DE TERCEIROS MOLARES MEDIANTE A
SUPLEMENTACAO COM SORO HUMANO
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Na tentativa de recriar in vitro nichos, microambientes onde se situam as células-tronco (CT), gerando
quantidade suficiente de células a fim de realizar estudos e proporcionar avangos praticos na area da saude,
tem-se estudado sobre a suplementacido dos meios de cultivo celular. Sabe-se que o soro fornece elementos
importantes, como fatores de crescimento, vitaminas, fatores de fixacdo, fatores de transporte e nutrientes. O
uso do soro de origem animal é bastante difundido, contudo acredita-se que este pode acarretar em infecgdes
e reagOes imunolégicas, assim uma nova vertente de autores tém procurado um substituto, o soro humano
(SH). O SH tem sido sugerido como um substituto valido aos meios com alta concentracdo de soro fetal bovino
(SFB). Nesse contexto, este estudo analisou a morfologia e a viabilidade de células-tronco oriundas da polpa
de terceiros molares (DPSCs), isoladas pela técnica de explante, apds 24, 48 e 72 horas de contato com SFB,
SH e SH em conjunto com SFB. A viabilidade celular foi determinada através da técnica colorimétrica de MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2y1)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). A absorbancia foi verificada em um leitor de
microplacas (Thermo TP-plate reader, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) no comprimento de onda
de 450 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e validados por 2 experimentos independentes. Os dados
obtidos foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) e teste post-hoc de Tukey. Os resultados mostram
que independente do tempo e da concentragdo de SH em contato com as células, as mesmas mantiveram-se
morfologicamente semelhantes entre si e em comparagdo com o controle. Ao que tange a viabilidade celular,
observou-se, apds 24 (P=0.0001) e 72 (P=0.0302) horas, maior proliferacao celular quando as células estavam
em contato com o meio suplementado somente com SH em comparacdo com os demais grupos. Apos 48
horas, os nossos achados sugerem que a proliferagao celular no grupo do SH é maior em comparacao ao SFB
(P=0.0101), contudo sem diferenca estatistica significante se considerado o SFB acrescido de SH. Conclui-se
que, quando em contato com SH, as DPSCs tiveram um aumento na viabilidade celular em comparacao com o
SFB, contudo morfologicamente nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos. Sendo possivel
cogitar a utilizacdo de SH como um provavel substituto ao soro animal em futuras pesquisas laboratoriais e
aplicacdes clinicas com as DPSCs.

Palavras-chave: Sheds. Isolamento celular. Células-tronco. Técnica do explante.
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EFEITO NEUROPROTETOR DE EXTRATO DE PLANTA NATIVA DO
RIO GRANDE DO SUL EM CELULAS DE NEUROBLASTOMA
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Apesar dos avangos no desenvolvimento de novos farmacos, as plantas continuam sendo uma alternativa
importante no tratamento de varias doencas. Ainda, estudos etnofarmacolégicos sdo essenciais para a selecao
de espécies vegetais com potencial farmacolégico. Muitas doengas autoimunes, infecciosas, inflamatdrias e
neurodegenerativas sdo causadas devido a formacgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo.
Este é um processo cronico que conduz a dano oxidativo, causando a perda de estabilidade celular e func¢io
biolégica. A doenga de Parkinson é a segunda desordem neurodegenerativa mais comum no mundo e que leva
a geracdo de ROS em neuronios dopaminérgicos. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar
o efeito neuroprotetor do extrato aquoso da semente de uma planta nativa do Rio Grande do Sul em células
humanas de neuroblastoma SH-SY5Y. Para tal, a viabilidade das células SH-SY5Y expostas a toxicidade induzida
por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) e tratadas com a concentragdo nio citotéxica do extrato (300 pg/mL) foi
avaliada através do método MTT. Os efeitos do extrato sobre os mecanismos intracelulares da neurotoxicidade
induzida pela 6-OHDA também foram avaliados através da concentrag¢do de peroxido de hidrogénio (H,0,),
potencial mitocondrial e atividade de caspase-3 usando fluorimetria. Os resultados mostraram que o extrato
etandlico possui capacidade de recuperar a viabilidade das células SH-SY5Y quando expostas a 6-OHDA Em
relacdo aos mecanismosintracelulares envolvidos natoxicidade induzida pela 6-OHDA, foi possivel verificar que
o extrato diminuiu a produgdo de H,0,. Entretanto, o extrato nao exibiu efeito preventivo na despolarizac¢do da
membrana, provavelmente por outro mecanismo estar relacionado com a morte celular. Avaliando a atividade
da proteina caspase-3, foi averiguado que o extrato conseguiu diminuir significativamente o aumento induzido
pela 6-OHDA. Esses dados levam a conclusio que o extrato tem um potencial neuroprotetor em células humanas
de neuroblastoma por meio da inibicdo de morte celular oxidativa.

Palavras-chave: Neuroprotecdo. Extrato vegetal. Apoptose.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 175



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

A BACTERINA INDUZ PROTECAO DE LONGA DURACAO CONTRA
LEPTOSPIROSE?

M. A. MONTANO", M. M. SILVEIRA!, N. L. CONRAD?, J. D. SOUZA' e A. ]. A. MCBRIDE!

1 Universidade Federal de Pelotas, Laboratério de Pesquisa em Doencgas Infecciosas, Biotecnologia, CDTec

Aleptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial causada por espiroquetas do género Leptospira, sendo
seus principais disseminadores urbanos ratos e cies - portadores cronicos da doenca. E uma doenca que
afeta amplamente a pecuaria, provocando infertilidade, perda de peso, abortos e mortes. A falta de medidas
eficazes de controle, somado ao fato de que as ferramentas laboratoriais disponiveis para o diagnéstico
sdo laboriosas dificultam respostas efetivas contra a doenca. As vacinas aprovadas pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sdo de bacterinas, leptospiras inativadas por calor ou
formalina, na forma monovalente ou multivalente e falham em proteger contra sorovares diferentes dos
presentes na vacina. No entanto, a falta de pesquisas, que demonstrassem a correlacdo do tempo e protecao,
foi fundamental para desenvolver o projeto de avaliar se a bacterina confere protecdo de longa duracado
contra leptospirose. Foram realizados trés experimentos independentes utilizando hamsters, um modelo
letal de leptospirose, de 3 a 4 semanas de idade (CEEA - 2682). Em cada experimento haviam 2 grupos,
um da bacterina (n=4) e outro da tampao fosfato-salino (PBS) (controle, n=3). Os animais foram vacinados,
via intramuscular com a bacterina (108 leptospiras/dose) ou PBS, nos dias 1 e 14. O desafio homologo (5 x
DL, de L. interrogans sorovar Copenhageni cepa Fiocruz L1-130) foi realizado, via intraperitoneal, 1, 2, 4 e
6 meses apos a ultima dose da vacina. Para a avaliacido de anticorpos utilizamos um ELISA indireto a partir
de coletas de sangue: pré-imune (auséncia de anticorpos), apds a dltima dose da vacina e apds a eutanasia
(presenca de anticorpos circulantes). Os resultados preliminares mostram que 1 més depois da vacinacio a
eficacia foi de 100% (12/12), de 2 meses foi entre 50% (2/4) e 100% (8/8) e depois de 4 meses foi 100%
(4/4). Esses resultados preliminares mostram que a bacterina foi capaz de proteger até 4 meses depois da
vacinagdo e que induziu imunidade esterilizante nos sobreviventes, sugerindo que uma posterior avaliacdo
seja estendida por um periodo de até 12 meses para mostrar perda da eficacia. Por cursar a fase aguda da
doenca o modelo utilizado talvez ndo seja o melhor para experimentos de longa duragio, talvez portadores
cronicos da doenca, como ratos possam ser utilizados para esses estudos.

Palavras-chave: Leptospirose animal. Medicina veterinaria. Modelo hamster. Vacina inativada.
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ESTUDO DO POLIMORFISMO TAQI C>T, DO GENE RECEPTOR
DA VITAMINA D EM UMA AMOSTRA DE PACIENTES DO RIO
GRANDE DO SUL COM CANCER DE PROSTATA
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O Cancer de Prostata (CaP) é uma enfermidade de grande importancia a saide do homem, e vém aumentando
sua incidéncia nos ultimos anos. A doenca esta em sexto lugar entre os maiores causadores de morte em
homens no mundo. Assim, é importante conhecer as caracteristicas da doenga e realizar o diagndstico precoce.
O tumor da préstata é caracterizado por um parénquima de células epiteliais em proliferacdo, vasos sanguineos
e um estroma de tecido conjuntivo. A evolucdo dos tumores é variada e pode ocorrer de trés formas: tumores
benignos que ndo causam danos e consequéncias maiores aos individuos, tumores que se desenvolvem de
forma lenta e ainda os tumores malignos que se desenvolvem rapidamente e levam o paciente a morte em
pouco tempo. Varios fatores sdo relacionados como risco para o desenvolvimento desta patologia, dentre eles
a deficiéncia da vitamina D vem sido relatada como importante influenciador no desenvolvimento do CaP.
Isso esta atribuido ao papel que a Vitamina D tem na regulacdo do crescimento e diferenciacdo das células
da préstata. O gene receptor da Vitamina D (VDR) esta localizado em 12q12-14 e apresenta nove éxons. Um
dos polimorfismos presentes neste gene é o Taql, localizado no éxon 9 onde ocorre a troca de uma citosina
(C) por uma timina (T). O objetivo deste trabalho é analisar se o polimorfismo Taql C>T do gene VDR esta
relacionado com o CaP. As amostras foram divididas em dois grupos: Controle e CaP, todos pacientes recrutados
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Foi realizada reacdo em cadeira da polimerase, seguida de
restricdo enzimatica (PCR-RFLP). O resultado foi confirmado em eletroforese em gel de agarose. Avaliando
56 controles e 86 CaP, pacientes CaP apresentaram PSA (P<0,001), volume (P<0,001) e testosterona total
(P=0,003) maior em relacdo aos controles. O polimorfismo de 33 pacientes controles e 15 CaP, apresentou
distribuicao semelhante entre os alelos TT, TC e CC. Nesta amostra estudada, a idade pode ser um fator de risco
para o CaP, avaliando os alelos corrigidos pela idade através de regressao logistica binaria. As variantes alélicas
entre os grupos, ndo foram associadas a diferentes niveis de testosterona, volume prostatico e PSA. Estes sdo
resultados parciais na populacdo em estudo. Até o presente momento, pacientes com CaP apresentam niveis
de testosterona mais elevados. A continuacdo do estudo e o incremento de pacientes serdo necessarios para
avaliar o impacto final dos resultados obtidos.

Palavras-chave: Cancer de proéstata. Vitamina D. VDR. Taql.
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Apréstata é uma glandula acessoria exclusiva do sistema reprodutor masculino, sendo acometida por alteragdes
proliferativas, como a hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o cancer de prdéstata (CaP). Histologicamente
a HPB é caracterizada como hiperplasia das células estromais e epiteliais, sendo que o crescimento é
progressivo ao longo do tempo. Os fatores de risco para o desenvolvimento da HPB estdo relacionados com
o envelhecimento e com o aparecimento de manifestacdes clinicas em parentes proximos. O mecanismo de
regulacdo do crescimento e proliferacdo das células prostaticas pode estar envolvido com a forma ativa da
Vitamina D, quando ligada ao seu receptor, o VDR, expresso nas células prostaticas. Este receptor é um fator de
transcricdo pertencente a familia dos receptores hormonais, sendo que nos humanos encontra-se localizado
no cromossomo 12q13.11, composto por 11 éxons. Um dos polimorfismos estudados neste gene é o Apal,
localizado no intron 8, onde ocorre a troca de uma timina (T) por uma guanina (G). O objetivo deste trabalho foi
analisar a relacdo entre o polimorfismo Apal (T>G) do gene VDR em uma amostra de pacientes controles e com
hiperplasia prostatica benigna. As amostras foram divididas em dois grupos: grupo controle (87 pacientes)
e com HPB (67 pacientes) recrutados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Foi realizada a reacdo
em cadeia da polimerase seguida de digestao enzimatica (PCR-RFLP) de 43 pacientes do grupo controle e 37
pacientes do grupo HPB. A confirmagio das bandas amplificadas foi analisada através de eletroforese em gel
de agarose. O volume prostatico e o PSA foram mais elevados nos pacientes com HPB (P<0,001), enquanto
que os niveis de testosterona total foram semelhantes entre os grupos, avaliando 87 controles e 67 HPB. Até
o0 momento, a distribuicdo das frequéncias fenotipicas foram semelhantes entre os grupos. Os alelos TT, TG
ou GG nao tiveram associacao com niveis de testosterona, porém pacientes com alelo GG tinham um volume
prostatico maior do que pacientes com o alelo TG (P<0,05) e maior do que pacientes com o alelo TT (P<0,001).
Estes sdo resultados preliminares da amostra estudada. Mais pacientes serdo analisados afim de poder verificar
o real efeito deste polimorfismo na populacio estudada.

Palavras-chave: Hiperplasia prostatica benigna. Vitamina D. VDR. Apal.
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As informacoes e o conhecimento sobre as plantas utilizadas na medicina tradicional simbolizam muitas vezes
0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades. Inimeros estudos descrevem seus diferentes potenciais
terapéuticos e aplicacdes, entre eles a utilizacdo de espécies vegetais com potencial anti-inflamatério,
antifingico, antimicrobiano, entre outras. Atualmente, sdo distribuidos 12 fitoterapicos pelo SUS (RENAME) e
ha ainda uma lista com 71 plantas de interesse ao SUS para que sejam estudadas (RENISUS). Com base nestas
informacdes e na busca de novos extratos com potenciais terapéuticos, este trabalho tem por objetivo avaliar
os constituintes fitoquimicos, a atividade antioxidante e o potencial antimicrobiano dos extratos aquoso,
etandlico e hexdnico de trés plantas da familia Myrtaceae. As plantas foram determinadas como: planta A, Be C
e os extratos diferenciados em 1- aquoso, 2- hexanico e 3- etandlico. O potencial antioxidante foi determinado
pelo método de DPPH e ORAC e a fitoquimica através de métodos adaptados de técnicas de coloragao e
precipitacdo da Farmacopeia Brasileira. A atividade antimicrobiana foi determinada através da concentracao
inibitéria minima (CIM) frente a 5 microrganismos. Em ambos extratos, etanélico e aquoso, das plantas A, B
e C foram identificados taninos, flavonoides, esteroides, triterpenoides e alcaloides. Apenas na amostra C2 foi
identificada a presenga de alcaloides. Os extratos B1,C1, A3, B3 e C3 apresentaram maior potencial antioxidante.
Quanto a atividade antimicrobiana, os extratos A1, A2, B1, B2, B3, C1, C2 e C3 apresentaram atividade acima
de 50 % na concentracao de 300ug/ml. O extrato que apresentou maior atividade antimicrobiana foi o C2,
inibindo em mais de 70% o crescimento de todos os microrganismos, apresentando maior atividade frente C.
albicans, S. aureus e E.coli, e contra P, aeruginosa e B. subtilis, respectivamente. Ainda, o extrato A1 apresentou
importante atividade antimicrobiana frente a S. aureus e P. aeruginosa inibindo o crescimento em 55% e 90%,
respectivamente. Com esses resultados, podemos observar que os extratos etandlico e aquoso possuem maior
potencial antioxidante e antimicrobiano. Estes resultados sugerem a planta C como uma importante fonte de
compostos biativos com potencial terapéutico para o tratamento de doengas infeciosas.

Palavras-chave: Fitoquimica. DPPH. ORAC. Atividade antimicrobiana. Atividade antioxidante.
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O Brasil comporta o maior depdsito da biodiversidade do planeta, exibindo grande potencial para expandir
a pesquisa, o desenvolvimento e a inovagdo de produtos oriundos de plantas medicinais. Em virtude
destes fatores elencados, a busca por novas op¢oes terapéuticas se torna de extrema relevancia e o uso de
medicamentos de origem natural com ac¢do antioxidante, tém recebido uma maior atencdo devido a sua
ampla utilizacdo, potencial efeito terapéutico e baixa incidéncia de efeitos adversos. Varios estudos com
antioxidantes extraidos de plantas medicinais tém sido elucidados, destacando-se a DIOSGENINA e o dleo
essencial da planta Piper dilatatum rich, mostrando-se eficientes para retardar os processos oxidativos e
impedir ou diminuir a atividade dos radicais livres. Aliado a esse interesse de pesquisa foi que objetivamos
introduzir a nanotecnologia, com o intuito de evitar a volatilizacdo dos 6leos essenciais nas formulagdes,
preservando sua integridade quimica, aumentando a biodisponibilidade de substratos de pouca solubilidade
em agua, assim como prolongar o tempo de permanéncia no local de destino. As suspensodes de nanocapsulas
foram preparadas utilizando o método de precipitacdo do polimero pré-formado descrito na literatura. As
formulacoes de nanocadpsulas foram compostas por uma fase organica e outra oleosa, onde ambas foram
mantidas sob agitacdo magnética moderada e a 402 C. Apds, a fase organica foi vertida sobre a fase aquosa
em agitacdo constante e o solvente organico foi evaporado em evaporador rotatério. Como caracterizacio
fisico-quimica, foi verificada a distribuicdo do tamanho das particulas, onde fez-se leitura no equipamento
Microtrac (EUA) através da técnica de difracao de laser. O equipamento foi zerado com agua destilada e os
resultados expressos em nimero de particula. As concentragdes dos constituintes da formulacio utilizada sao
usuais para produgdo de nanocapsulas poliméricas pela técnica citada e demonstraram estaveis corroborando
com resultados encontrados na literatura. Através da técnica de difracdo a laser, foi possivel observar que
todas as particulas encontram-se na escala manométrica, onde a distribuicdo média das particulas foi de 145
+ 0,28 nm para as nanocapsulas produzidas. O presente estudo demonstrou a possibilidade da producao de
nanocapsulas de DIOSGENINA contendo o 6leo de Piper como ntcleo oleoso pela primeira vez. O diametro da
particula formada foi adequado ao tamanho esperado. A partir destes resultados a pesquisa continuara a fim
de avaliar a seguranca das formulagdes.
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PRODUCAO E MANUTENCAO DE CELULAS DE QUALIDADE
CERTIFICADA

P. G. B. MIRANDA™?, J. L. P. RAMOS-Jr*?, D. 0. ALMEIDA!, N. C. SANTOS?, R. F. C. Pereira?, B. C. GOMES?,
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Gragas, 50, prédio 27, Labio, Xerém, Duque de Caxias, R].

2 Programa de Pds-graduacao em Biotecnologia do Inmetro

3 Programa de P6s-graduagdo em Biomedicina Translacional - Inmetro, Unigranrio e Uezo

*P. G. B. Miranda: priborchio@gmail.com

O cultivo de células é ferramenta fundamental em ensaios biolégicos que envolvem desenvolvimento de
biomateriais, producdo de biofarmacos e realiza¢do de ensaios de citotoxicidade in vitro aplicados a industria
de cosméticos e dispositivos médicos implantaveis. Nas ultimas décadas, diversos estudos apresentaram
comprovada contamina¢do cruzada de linhagens celulares ou por microrganismos em estudos prévios,
invalidando resultados obtidos e ocasionando prejuizos as agéncias de fomento e laboratérios de pesquisa e
biotecnologia. Considerando a missdo do Inmetro em garantir confiabilidade a sociedade e a indudstria e que
o Laboratério de Bioengenharia Tecidual (Labio) utiliza linhagens celulares em seus trabalhos de pesquisa e
desenvolvimento, buscamos aplicar ferramentas de avaliacdo de controle de qualidade de células cultivadas.
Para a autenticagdo celular, busca-se a confirmagio da espécie de origem, a correlacido com o tecido de origem
e o perfil genético especifico da linhagem. Para a pureza, se faz necessario garantir que elas estejam livres
de microrganismos contaminantes. No presente trabalho, selecionamos as principais linhagens celulares
utilizadas no Labio e laboratérios associados. Para a producao de lotes de qualidade certificada, executamos,
para diferentes amostras criopreservadas: (1) o controle microbioldgico utilizando caldo Tioglicolato (TI10/
22,5°C = 2,5°C) e caldo Casoy (TSB/ 32,5°C + 2,5°C) pelo periodo de 14 dias, conforme a Farmacopeia
brasileira, para a avaliacdo de bactérias e fungos; (2) para deteccdo de micoplasma realizamos os ensaios de
bioluminescéncia e PCR; (3) para autenticidade celular, utilizamos a avaliacdo de perfil genético por STR (short
tandem repeats); (4) para viabilidade celular optamos pelo ensaio de exclusdo por azul de trypan. O acervo
conta, atualmente, com 45 lotes de células de qualidade certificada, sendo 36 humanas e 9 ndo humanas. 97 lotes
estdo no processo de certificacdo. 21 linhagens foram descartadas, apds apresentarem resultado insatisfatorio
em algum dos testes. O presente trabalho demonstra um esforco inicial de controle de qualidade nesta area,
que tem se mostrado uma preocupacao internacional. Apds a padronizacdo destes ensaios, o INMETRO dispoe
de linhagens de qualidade, oferece o servico de controle de qualidade de linhagens e se apresenta como uma
instituicao que pode disseminar os protocolos estabelecidos nesta area de atuagao.
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EFEITOS DA POLARIZACAO DA RESPOSTA IMUNE POS-INFARTO
DO MIOCARDIO NA EXPRESSAO DE GENES ASSOCIADOS A
REGENERACAO CARDIOVASCULAR: UMA ANALISE IN SILICO

M.C. AREND™3, M. KRISTOCHECK?, M. A. BASTIANI? F. KLAMT? e M. M. MARKOSKI*

1Laboratério de Cardiologia Molecular e Celular e Laboratério de Experimentacdo Animal, Servico de Medicina Experimental,
Instituto de Cardiologia/Fundac¢do Universitaria de Cardiologia, Porto Alegre, RS - Brasil

2 Laboratorio 32. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da Sadde, Porto Alegre, RS- Brasil.

3 3Universidade do Vale dos Sinos, Sdo Leopoldo, RS- Brasil

*arendmarcela@gmail.com

O infarto agudo do miocardio (IAM) induz mudangas pato-fisioldgicas no tecido cardiaco. A agao do eixo SDF-
1/CXCR4 esta envolvida com migracao, proliferacdo e diferenciagdo celular, promovendo respostas fisiologicas
de reparo no pés-IAM. No entanto, os efeitos benéficos promovidos pelo eixo podem ser modulados por
respostas inflamatoérias, envolvendo vias moleculares pouco estudadas. Nesse contexto, redes de interacdo
génica sdo capazes de sugerir mecanismos moleculares envolvidos na modulacdo do eixo SDF-1/CXCR4, frente
aos diferentes perfis de resposta imunolégica. Assim, nosso objetivo é avaliar in silico a rede de interacdo entre
genes da ativacdo da resposta imune pds IAM e genes associados ao eixo SDF-1/CXCR4, em condi¢des agudas
e cronicas. Para tanto, foram analisados dados de 3 microarranjos independentes. A resposta inflamatoéria foi
inferida de acordo com assinaturas génicas previamente estabelecidas. Os elementos do eixo foram obtidos a
partir dos G0:0007186/G0:0070098 do Gene Ontology Consortium. Os genes utilizados para as redes bayesianas
(RB) foram selecionados segundo sua expressao diferencial. As RB foram construidas pelo algoritmo TABU.
A pontuacdo de redes foi equivalente a analise Bayesian Dirichlet modificada. A estrutura final do grafo foi
construida pela média de 5000 redes, mantendo os arcos que passaram por um limiar de relacionamento
probabilistico. Nossos resultados apontam uma forte relagao entre os genes TPRA1/AKT/CXCR4/ITGB7/IL15
em condi¢des agudas pro-inflamatdrias, sugerindo o aumento da expressao de proteinas de adesdo endotelial
e do infiltrado celular, contribuindo para o aumento da lesdo. Em condi¢des cronicas anti-inflamatorias,
encontramos forte relacdo entre os genes TPRA1/AKT/PIK3CB/FZD2/CXCR4/0SBPL7/CADRY, sugerindo
a ativacdo de mecanismos de remodelamento tecidual e bloqueio de vias apoptdticas, contribuindo para a
manutenc¢do das fung¢des vitais. Dessa foram, concluimos que a resposta imune influencia os efeitos promovidos
pelo eixo SDF-1/CXCR4. Nossos resultados sugerem que, em condi¢des de agudas pré-inflamatorias, a acao
do eixo SDF-1/CXCR4 contribui para o aumento da lesdo pds-IAM. No entanto, propomos que, em condi¢des
cronicas anti-inflamatoria, o eixo pode influenciar mecanismos fisiolégicos de reparo cardiaco.
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PROTEOMA DIFERENCIAL DA INFECCAO DE PULMAO CAUSADA
PELA LEVEDURA PATOGENICA CRYPTOCOCCUS GATTII

R. L. ROSAY, M. BERGER?, ]. YATES?, L. SANTI! e W. O. BEYS-DA-SILVA!

1 Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia, UNIVATES, Av. Avelino Tallini, 171 - Universitario, Lajeado - RS, 95900-000

2 Hospital de Clinicas (HCPA), R. Ramiro Barcellos, 2350 - Porto Alegre - RS, 90035-503

3 The Scripps Research Institute, 10550 North Torrey Pines Rd. Department of Chemical Physiology, SR302 La Jolla, CA 92037
*Apresentador: rafaelbiotec@gmail.com

0 Complexo Cryptococcus compreende as leveduras das espécies Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii.Estesorganismossaoosagentes causadoresdacriptococose,tantoemindividuosimunocomprometidos
quanto imunocompetentes, levando a quadros de pneumonia e meningite. A utilizacdo de ferramentas
protedmicas associadas a bioinformatica, tém contribuido para o melhor entendimento de como os
patégenos conseguem influenciar na expressao proteica do hospedeiro, afetando rotas metabolicas, sistema
imune e desencadeando a patogénese de diversas doencas. Neste contexto, o presente estudo teve como
objetivo identificar e caracterizar as proteinas diferencialmente expressas em condicdo de infeccio no
hospedeiro, permitindo a elucida¢do dos aspectos moleculares da patogénese de C. gattii em ratos. Para isto,
esta sendo realizada a caracterizacdo molecular por bioinformatica do proteoma de pulmao de ratos (Rattus
norvegicus) infectados com C. gattii comparados com controles. Foram procedidos trés grupos experimentais
de 6 animais cada, inoculados via intranasal com a cepa hipervirulenta C. gattii R265, com a cepa avirulenta
capA67 (controle negativo) e um terceiro grupo sem inoculagdo (controle negativo adicional). Ap6s 3 dias
pos-inoculagio, foram coletados o pulmio inteiro para o processamento, extracido de proteinas e posterior
identificacdo do proteoma por espectrometria de massas através de MudPIT. As andlises de comparacdo
dos diferentes grupos experimentais e proteinas identificadas foram realizadas com o software PatternLab
e resultaram na identificacdo de 2873 proteinas do pulmao inoculados com a cepa R265, 2572 com a cepa
avirulenta capA67 e 2454 do controle negativo. Na comparacdo mutua desses resultados, 203 proteinas
foram exclusivamente identificadas nos animais inoculados com a cepa virulenta em comparagao com os
grupos controles. As analises comparativas da expressao proteica estdo ainda em andamento e somadas a
caracterizagdo posterior destes dados por diversas ferramentas de bioinformatica poderao contribuir para
o entendimento dos efeitos causados por este patégeno de humanos e, potencialmente, para futuros avangos
na terapia da doenca e prevencio da infecgao.
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EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DE BIOMARCADORES EM
CARCINOMAS DE CABECA E PESCOCO: ESTUDO PILOTO
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0 carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco é o sexto tipo de cancer mais comum, com estimada incidéncia
anual, de um milhdo de casos em todo o mundo, sendo considerado um problema global de saide publica. O
tabaco e o alcool sdo os principais fatores etioldgicos, mas nas ultimas décadas a infeccao pelo HPV tem sido
associada a doenga. Os biomarcadores podem ser uUteis no manejo clinico dos pacientes com cancer, além
de auxiliar no desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas. O gene p53 é um supressor tumoral,
comumente mutado em neoplasias humanas, sendo identificado aumento da sua expressao em neoplasias
malignas. A expressdo de tubulina esta relacionada com a resisténcia a fAirmacos que tem como alvo a tubulina
e os microtibulos. A superexpressdo do receptor do fator de crescimento epidermico (EGFR) é um fator de
progndstico negativo, associado com pior controle local e sobrevida do paciente. p63, homoélogo de p53, é
um marcador de diferenciacdo escamosa, sendo observado uma relagdo inversamente proporcional entre a
expressdo de p63 e sobrevida em carcinoma oral. A superexpressado de p16 pode ser considerada um marcador
de progndstico favoravel, afetando o comportamento clinico dos tumores. O objetivo deste trabalho foi
identificar, por imunohistoquimica, os niveis de expressionais de p53, tubulina, EGFR, p63 e p16 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
selecdo a presenca de carcinoma de cabeca e pescoco. Avaliou-se a expressao proteica por imunohistoquimica.
A andlise foi realizada em microscépio éptico, por dois médicos patologistas treinados, independentemente,
através da utilizacdo do escore H. Com exce¢do do p63, que ndo apresentou alteragdo na sua expressao, os
demais marcadores apresentaram alteracées que variam, da auséncia de expressdo a expressdo elevada,
indicando que a obten¢do de um maior nimero de informacgdes sobre a expressao dos biomarcadores pode
auxiliar na decisdo terapéutica.
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INVESTIGACAO DA ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS NOS
GENES CD14 E TLR4 COM A DOENCA ARTERIAL CORONARIANA
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A doenga arterial coronariana (DAC) é a principal causa de morbidade e mortalidade no mundo, caracterizada
como uma doenga inflamatoria cronica, multifatorial, cuja fisiopatologia é a aterosclerose. Diversos estudos
apontam que polimorfismos genéticos estio associados com o surgimento da DAC e, entre eles, destacam-se
variantes nos genes CD14 e TLR4, os quais estdo envolvidos no desencadeamento do processo inflamatorio.
Desse modo, o estudo tem como objetivo verificar a possivel associacdo de polimorfismos nos genes
CD14 (rs2569190) e TLR4 (rs4986790) com a DAC. O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Centro
Universitario Univates (CAAE: 01464812.0.0000.5310). A amostra foi composta por 648 individuos adultos
submetidos ao exame de cateterismo cardiaco no Hospital Bruno Born, de Lajeado, RS. Todos os participantes
do estudo assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. Os individuos foram classificados entre
casos e controles, por um médico cardiologista, com base no seguinte critério: presenca de estenose, com
comprometimento maior do que 50%, em pelo menos uma das artérias corondarias. Foram também coletadas
amostras de sangue periférico para analises bioquimicas e moleculares. A extracdo de DNA foi realizada pelo
método de salting out. Os polimorfismos foram genotipados pelo sistema de discriminagio alélica TagMan, em
equipamento de PCR em Tempo Real (StepOnePlus®). As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem
direta e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado pelo teste do qui-quadrado de Pearson. A associa¢io entre
os polimorfismos e a DAC foi testada pelo teste do qui-quadrado de Pearson. As frequéncias alélicas da variante
rs2569190 foram 0,50 e 0,44 parao alelo T e 0,50 e 0,56 para o alelo C, em casos e controles, respectivamente.
Paraavariante rs4986790 as frequéncias foram 0,96 e 0,96 (alelo A) e 0,04 e 0,04 (alelo G), em casos e controles.
As frequéncias genotipicas, em ambas as amostras, estao de acordo com o esperado para o Equilibrio de Hardy-
Weinberg. Nao foram observadas diferencgas significativas nas frequéncias genotipicas entre casos e controles
(rs2569190: p=0,60 e rs4986790: p=0,99). Nossos resultados sugerem que os polimorfismos rs2569190 e
rs4986790 nao influenciam o desenvolvimento da DAC, nesta amostra. No entanto, ressalta-se a importancia
da realizacao de analises complementares, especialmente considerando a variabilidade clinica dos pacientes,
para confirmar nossos achados.
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TESTE DE ATIVIDADE E INTERNALIZACAO CELULAR DE rhGCase
PRODUZIDA EM LEITE DE CAPRINOS TRANSGENICO

D. D. MENDONCA®, E. TICIANT, A. C. 0. DIAS?, L. H. de AGUIARS3, C. E. M. CALDERON?, K. S. TAVAREZ?,
L. T. MARTINS?, J. M. CHIES? M. BERTOLINI* e L. R. BERTOLINI*

1 Laboratério de Biotecnologia e Engenharia Genética, Faculdade de Farmacia, Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul
(PUCRS), Porto Alegre, RS, Brasil.

2 Quatro G Pesquisa & Desenvolvimento Ltda., Tecnopuc, Porto Alegre, RS, Brasil.

3 Laboratério de Biologia Molecular e do Desenvolvimento, Ntcleo de Biologia Experimental, Universidade de Fortaleza (UNIFOR),
Fortaleza, Cear3, Brasil.

4 Laboratéria de Embriologia e Biotécnicas de Reprodugao, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Porto Alegre, RS, Brasil.
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A Doenca de Gaucher (DG) é uma doenga genética caracterizada pelo aciimulo de um glicocerebrosideo
nos lisossomos pela auséncia funcional da enzima glucocerebrosidase. A glucocerebrosidase recombinante
humana (rhGCase) é usada em terapias de reposicdo enzimatica em pacientes com DG e, entre os sistemas
viaveis para a producdo de proteinas recombinantes, a plataforma animal é particularmente favoravel. Desta
forma, cabras transgénicas foram produzidas para expressar rhGCase no leite (5,0 g/L). Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade in vitro sobre o substrato 4MU-Glc e a capacidade de internalizacdo celular
da rhGCase presente no leite total e no soro do leite em relagdo a controle positivo (enzima recombinante
comercial Imiglucerase, Cerezyme®, Genzyme Co.). Trés preparagdes (leite, soro, controle) foram testadas para
a captacdo de macrofagos alveolares de ratos da linhagem NR8383 em suspensdo, em concentragdes de 30,
60 e 120 pg/mL de rhGCase, a 37°C por 1 h. As preparagdes e as células lisadas apds exposicdo a rhGCase
tiveram a atividade da GCase mensuradas usando o substrato 4MU-Glc. Os dados foram analisados usando
o procedimento MIXED do pacote estatistico SAS. Os resultados da atividade in vitro da rhGCase foram
semelhantes entre os grupos, confirmando a atividade da enzima recombinante do leite na metabolizacio
do 4MU-Glc. Os valores obtidos para atividade bioldgica relativa foram de 2,19 + 0,15; 0,86 + 0,15; 1,20 +
0,15; 1,23 * 0,22 para Imiglucerase, leite total, soro do leite e controle negativo, respectivamente, sem efeito
para a concentracao da enzima. O nivel de captacdo de Imiglucerase foi significativamente maior (P < 0,05)
do que os demais grupos. Entretanto, ndo houve diferenca entre os grupos de leite total e soro de leite e o
controle negativo (P > 0,05), demonstrando ndo ter havido a internalizacdo da rhGCase produzida na glandula
mamadria da cabra transgénica. Este resultado pode estar associado a modificagdes na ocupacdo dos sitios de
glicosilacdo da enzima, afetando o reconhecimento pelos macro6fagos e dificultando a internalizagdo, uma vez
que esta é mediada por receptores de manose. Assim, o tratamento da enzima recombinante com glicosidase
pode ser necessario para que ocorra a internalizacdo, a exemplo da industrializacdo da imiglucerase, sendo
uma etapa a ser realizada apds a purificacao da rhGCase do leite.
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CITOTOXICIDADE E EFEITO IMUNOMODULADOR DE EXTRATOS
ETANOLICO E AQUOSO DAS PLANTAS T1 E T2 EM CELULAS
MONONUCLEARES DE SANGUE PERIFERICO (PBMC) HUMANO
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A utilizacdo de plantas medicinais e seus metabdlitos secundarios tém desempenhado papel importante
no tratamento de diferentes doengas desde os tempos antigos, a fim de contribuir para o crescimento e
desenvolvimento continuo de drogas mais eficazes. Muitos compostos organicos de origem vegetal, derivados
do metabolismo primario e secundario, como flavonoides, alcaloides e triterpenos, sdo considerados
compostos biologicamente ativos, sendo avaliados como essenciais e determinantes quanto a eficiéncia e
funcdo dos extratos das plantas medicinais. Compostos sdo considerados biologicamente ativos quando
exercem acdo sobre o organismo, ou seja, apresentam acdes como, por exemplo, tranquilizante, analgésica,
anti-inflamatoria, citotéxica e caracteristicas imunomoduladoras. Inimeras patologias podem ser tratadas a
partir de imunomodulacio, através do uso de plantas medicinais, substituindo a quimioterapia, o que vém
a neutralizar efeitos colaterais e o custo de terapias. Deste modo, o presente estudo buscou avaliar o efeito
imunomodulador e atividade citotoxica dos extratos etandlico e aquoso da planta T1 e T2 frente a cultura
de células mononucleares de sangue periférico (PBMC) humano. Para avaliacdo da citotoxicidade as células
foram tratadas nas concentracdes de 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL dos extratos, por 96h. A partir desse
resultado, avaliou-se o efeito imunomodulador utilizando concentragdes ndo téxicas. Para a determinacdo
do potencial citotéxico dos extratos, utilizou-se a técnica de contagem por azul de tripan e para analise de
lipoproliferacdo, a técnica de MTT. Como resultado, o extrato etandlico da planta T1 ndo mostrou citotoxicidade
nas concentragdes testadas, enquanto que o extrato aquoso, da mesma planta, apresentou citotoxicidade
significativa na concentracdo de 200 pg/mL. Quando avaliados os extratos da planta T2, o aquoso nao revelou
efeito citotdxico, o que difere do extrato etanolico, o qual foi téxico na concentragdo mais alta. Ao analisar o
efeito imunomodulador, o extrato que demonstrou potencial significativo foi o T1 etanoélico, na concentragao
de 200 pg/mL. Os demais extratos nao foram capazes de diminuir de forma relevante a lipoproliferacao. A
partir destes resultados, experimentos complementares serdo realizados para caracterizar o extrato etandlico
daplanta T1, determinar os fitoconstituintes responsaveis pelo potencial indicado, e assegurar o uso do extrato
quanto ao efeito imunomodulador.
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AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO CFDNA EM BIOPSIA LIQUIDA
UTILIZANDO-SE QPCR COM OS PRIMERS L1PA2

A. KOEHLERY, D. R. DALLEMOLE?, S. E. JACKISCH' e A. RIEGER!

1 Universidade de Santa Cruz do Sul - Av. Independéncia, 2293 - Bairro Universitario - CEP 96815-900 - Santa Cruz do Sul - RS/Brasil
*Apresentador: aleskoehler@gmail.com

A utilizacdo de bidpsia liquida tem-se tornado frequente, sendo que o DNA livre de células (cfDNA) é um
potencial biomarcador, principalmente em casos de cancer. O cfDNA origina-se da morte de células, seja por
apoptose (normal) ou necrose (cincer e outras patologias). Fragmentos longos (>200pb) sdo oriundos de
células necroticas e, curtos (<180pb), de células que morrem por apoptose. A razdo entre a concentracdo
de fragmentos longos e curtos resulta na determinacdo da integridade do cfDNA (int-cfDNA), de modo que
quanto maior a int-cfDNA mais necrose esta presente. O objetivo do presente trabalho foi testar um método
de avaliacdo da int-cfDNA através de qPCR utilizando-se primers que amplificam sequéncias repetitivas
LINEs (Long Interspersed Nuclear Elements) da classe L1. O estudo foi aprovado pelo CEP-UNISC (n®
35195214.1.0000.5343), no qual foram utilizadas 14 amostras de sangue de voluntarios saudaveis. O plasma
foi obtido por 2 etapas de centrifugacido e o cfDNA isolado com o QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen). As
amostras foram submetidas a qPCR utilizando-se dois conjuntos de primers L1PA2, sendo que um amplifica
fragmentos curtos de 90pb e outro fragmentos longos de 222pb. Para a quantificacdo absoluta das sequéncias
L1PA2 curtas e longas foram feitas duas curvas padrao (1; 1/2; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/64) a partir de um
pool de cfDNA de 10 amostras de individuos normais. A eficiéncia das curvas padrido e a concentragdo das
amostras foram analisadas utilizando-se o software Real Time PCR v7.7. A eficiéncia da curva de L1PA2 90pb
foi de 100%, com o coeficiente de determinacgio (r?) de 0,98 e para L1PA2 222pb foi de 99%, com r?=0,97,
valores que estdo dentro dos recomendados para andlises quantitativas utilizando-se qPCR (MIQE: Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments). A int-cfDNA foi calculada pela razao
entre a concentracdo de amplicons das sequéncias longas (222pb) e curtas (90pb), resultando em uma média
de 0,64+0,28; 1C95%(0,45-0,83). Os resultados sugerem que a qPCR com os primers L1PA2 pode ser utilizada
de forma confidvel como um preditor de situacdes patolédgicas relacionadas com a morte celular por necrose,
tais como ocorre em pacientes oncolégicos, processos inflamatdrios e de rejeicdo tecidual, por exemplo.
Estudos posteriores incluindo amostras de pacientes oncoldgicos serdo realizados para que se possa validar a
metodologia de bidpsia liquida para o diagnéstico e acompanhamento em casos de cancer.
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ANALISE DE POLIMORFISMOS DO GENE KRAS EM PACIENTES
PORTADORES DE NEOPLASIA COLORRETAL ATENDIDOS PELO
HOSPITAL ANA NERY

E. PAPPEN", L. G. POSSUELO’, M. F. GEWEHR?, I. SWAROSWSKY? e |. D. P. RENNER*

1 Universidade de Santa Cruz do Sul, Avenida Independéncia, 2293, Universitario, Santa Cruz do Sul
2 Hospital Ana Nery, Rua Pereira da Cunha, 209, Ana Nery, Santa Cruz do Sul
*Emelin Pappen: millapappen@yahoo.com.br

O cancer de colorretal é a quarta neoplasia mais incidente no estado, sendo mais prevalente em mulheres.
O diagnéstico precoce pode aumentar o tempo de sobrevida dos pacientes em até cinco anos. Nos ultimos
anos pesquisas na area de oncogenética vem ganhando espaco, devido a necessidade de personalizacio
terapéutica. No caso especifico da neoplasia colorretal, a pesquisa de polimorfismos no gene Kras, tenta
identificar possiveis pacientes que nao terdo resposta satisfatéria com a utilizacao de anticopos monoclonais
como tratamento. O objetivo deste estudo é detectar a prevaléncia de polimorfismos no gene Kras nos cédons
12,13, 61 e 146 de pacientes com diagndstico de cancer colorretal atendidos pelo Hospital Ana Nery de Santa
Cruz do Sul. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da UNISC sob o niimero de protocolo
110866/2015. Foram incluidos no estudo pacientes pré-cirtrgicos, entre fevereiro de 2015 e janeiro de 2016,
diagnosticados com tumor de intestino, maiores de 18 anos e que assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. As amostras de tecido in natura dos tumores foram coletadas durante a cirurgia para retirada do
tumor e encaminhadas para o laboratoério do Centro de Pesquisa e Treinamento em Biotecnologia (CPTBio)
para realizacdo da extracdo de DNA, reacdo em cadeia da polimerase e sequenciamento. Foram amplificados
trés segmentos do gene Kras para posterior identificagio de polimorfismos através de sequenciamento.
Foram obtidas 11 amostras, sendo 5 (45,45%) do sexo masculino, com média de idade de 67,6 +13,18 anos
e 6 (54,54%) do sexo feminino, com média de idade de 61,16 +7,38 anos. Entre as amostras analisadas, foi
identificado um polimorfismo no cédon 12/13 do gene Kras (9,09%) em uma paciente do sexo feminino. Até
o momento ndo foram identificados nas analises, polimorfismos nos cédons 61 e 146 do gene Kras. Como
resultados preliminares, percebe-se maior incidéncia de casos de neoplasia colorretal em pacientes do
sexo feminino, assim como média de idade de diagnéstico menor, quando comparado ao sexo masculino. E
necessario um maior nimero de amostras para estimar-se a prevaléncia de polimorfismos no gene Kras na
populacdo estudada, pois até o momento encontrou-se somente um caso (9%) de mutacao.
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EFEITOS DO POLIMORFISMO RS1799990 DO GENE PRNP EM
PACIENTES COM TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO/
HIPERATIVIDADE

C. SILVAY, P. GIRARDI, E. H. GREVET?, C. H. D. BAU?, M. H. HUTZ? e V. CONTINI"?3
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2 Programa de Déficit de Atencdo e Hiperatividade, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, RS, Brasil.
3 Programa de P6s-Graduacao em Biotecnologia, Centro Universitario UNIVATES, Lajeado, RS, Brasil.
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O transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade (TDAH) é uma desordem comportamental comum em
criangas e que pode persistir na idade adulta. Ele caracteriza-se por sintomas persistentes de desatencdo,
hiperatividade e impulsividade. Além disso, uma proporc¢ao significativa dos pacientes com TDAH também
apresenta outras comorbidades envolvidas, especialmente os transtornos por uso de alcool e nicotina. Diversos
estudos moleculares tém sido realizados na busca pelos genes envolvidos com o TDAH e alguns estudos tém
apontando que fatores genéticos de susceptibilidade ao TDAH sdo também importantes na dependéncia de
alcool e no uso de nicotina. O objetivo deste estudo é investigar a influéncia do polimorfismo rs1799990, no
gene PRNP, no TDAH e nas dependéncias de alcool e nicotina. As amostras foram compostas por pacientes com
TDAH, 431 criancas e 535 adultos, 130 homens dependentes de alcool, 639 individuos adultos da populacao
geral e 77 criangas controles. O polimorfismo foi genotipado através do sistema de discriminagdo alélica
TagMan. As analises estatisticas envolveram o teste do qui-quadrado e ANOVA. Nossos resultados evidenciaram
uma associagdo entre o alelo A do polimorfismo rs1799990 com o TDAH na infancia (p=0,04). Em adultos com
TDAH, individuos heterozigotos AG apresentaram uma maior frequéncia de transtorno opositor desafiante
(TOD) (p=0,017), assim como escores médios dos sintomas de TOD significativamente maiores (p=0,012),
em comparagdo aos individuos homozigotos GG. Ndo foram detectadas associacdes significativas com as
dependéncias de alcool e nicotina. Em conjunto, nossos resultados indicam que o polimorfismo rs1799990
pode estar associado com o TDAH na infincia e com a presenca de TOD em adultos com TDAH. Esses resultados,
no entanto, sdo preliminares e nao foram testados para multiplos testes.
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ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
EUCALYPTUS STAIGERIANA E EUCALYPTUS GLOBULUS CONTRA
BOTRYTIS CINEREA CAUSADOR DA PODRIDAO CINZENTA EM
UVAS

C. PEDROTTIY, R. T. S. RIBEIRO! e ]. SCHWAMBACH!

! Laboratério de Controle Bioldgico de Doencas de Plantas/ Instituto de Biotecnologia - Universidade de Caxias do Sul, CEP 95070-
560, Caxias do Sul, RS.
*Apresentador: carine_pedrotti@yahoo.com.br

ASerra Gatcha é a principal regido produtora de uvas e vinhos do Brasil, todavia, o elevado indice pluviométrico
favorece o desenvolvimento de doengas flngicas. A podriddo cinzenta da uva causada por Botrytis cinerea,
ataca principalmente as bagas, reduzindo a qualidade e produtividade, além de elevados prejuizos econémicos.
0 uso de agroquimicos no combate a doenca representa diversos riscos ambientais se tornando necessaria a
busca por controles alternativos de menor impacto, como o uso de Oleos Essenciais (OEs). O presente trabalho
objetivou avaliar a atividade antifingica dos OEs de Eucalyptus staigeriana e Eucalyptus globulus no controle
de B. cinerea in vitro. Folhas de E. staigeriana e E. globulus foram coletadas e os OEs extraidos por arraste
a vapor por 1 h e analisados por GC/MS para identificagdo quimica. O fungo B. cinerea foi isolado de uvas
cultivadas em Caxias do Sul. Para o teste de Crescimento Micelial (CM), os OEs foram emulsificados com Tween
20 (1:1) e adicionados ao meio BDA autoclavado e fundente (402C) nas concentrac¢des de 0.0 a 0.5uL. ml™. O
meio de cultura com as diferentes concentracdes de OEs foram vertidas em placas de Petri de 9 cm (@), ao
centro de cada placa inoculou-se um disco de 5 mm (@) da colonia de B. cinerea. A incubacio foi feita a 25°C
com fotoperiodo de 12h durante 14 dias. As medicdes de didmetro das col6nias foram realizadas no 3¢, 52, 79,
102 e 142 dias ap6s a inoculagdo. No 142 dia realizou-se a contraprova, transferindo os discos de 5 mm (@) das
placas onde houve inibicdo do CM para placas contendo somente BDA. No teste de Germinacdo de Conidios
(GC) uma suspensao com 1x10°¢ conidios/mL foi obtida com a lavagem de uma placa de Petri com uma col6nia
do fungo com 14 dias crescida em BDA. Aliquotas de 50 pL da suspensdo de conidios foram colocadas em
microtubos contendo 500 pl de caldo de batata dextrose. Os OEs foram emulsificados com Tween 20 (1:1) e
adicionados nas concentracgdes de 0.0 a 0.4 pL mlX. Os microtubos foram incubados a 25 2C durante 16 horas.
A avaliacgdo foi realizada pela observagdo de 100 conidios por repeticdo em microscopio 6ptico. O OE de E.
staigeriana inibiu completamente o CM e a GC a partir da concentragdo 0.05 uL. ml*. O OE de E. globulus inibiu
completamente o CM e a GC a partir da concentragdo 0.3 pL ml?, demonstrando que os OEs possuem agdo
fungicida. Esses resultados preliminares sugerem que estes OEs podem ser utilizados no controle alternativo
de B. cinerea isolado de uva.
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RAIZES DE ARROZ SAO IMPORTANTES PARA A TOLERANCIA
AO FRIO NA FASE INICIAL DO DESENVOLVIMENTO?
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0 arroz (Oryza sativa) é um dos cereais mais consumidos no mundo, sendo importante para a nutri¢cdo
humana e para a economia mundial. O Brasil é o nono maior produtor deste cereal, sendo que o estado do RS
ocupa uma posicdo de destaque neste cenario, responsavel por mais de 60 % do arroz produzido no Brasil.
Entretanto, as baixas temperaturas que ocorrem no RS durantes os meses de setembro ao novembro (fases
iniciais de desenvolvimento) prejudicam a germinacao e o desenvolvimento inicial, implicando em reduc¢do no
rendimento dos graos. Assim, o frio € um dos estresses que mais limitam a produ¢do de arroz no RS. Previamente
foram detectadas duas linhagens irmas que apresentavam resposta contrastante quanto a tolerancia ao
frio. Estudos de andlise de expressdo génica diferencial foram realizados nas fases de germinacdo e na fase
vegetativa, permitindo a identificacdo de diversos genes diferencialmente expressos no genétipo tolerante ao
frio. Nestas analises, foi possivel verificar que as raizes dessas plantas também apresentavam caracteristicas
contrastantes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a resposta radicular de plantas dos dois
genotipos, tolerante e sensivel ao frio. Foram realizadas analises fisiolégicas (peso seco da raiz, comprimento da
raiz e nimero de pelos radiculares) a analises moleculares (expressio diferencial por RNAseq). Foi verificado
que as raizes das plantas tolerantes ao frio apresentam maior massa e maior comprimento radicular, além de
maior numero de pelos radiculares, evidenciando um melhor desenvolvimento que o genétipo sensivel em
condic¢do de baixa temperatura. As analises de RNAseq mostraram apenas 27 genes com expressao diferencial
em condicao de frio, sendo 15 mais expressos nas raizes do genoétipo tolerante, e 12 mais expressos nas
raizes do genotipo sensivel. Entre eles, destaca-se a maior expressdo de genes relacionados a manutencao
de estruturas proteicas, assimilacdo de nitrogénio e sintese de etileno nas raizes das plantas tolerantes, além
de uma maior expressao de genes relacionados com remodelamento de parede celular nas raizes das plantas
sensiveis. A expressdo diferencial desses genes sera confirmada por analises de PCR em Tempo Real. Com este
estudo podemos concluir que a tolerancia ao frio apresentada por um dos gendtipos é parcialmente explicada
pela modificacdo na estrutura das raizes, além de modificacdo na expressao de diversos genes que poderiam
ser utilizados futuramente em programas de melhoramento, com o intuito de aumentar a produg¢do, mesmo
quando as plantas sdo expostas a baixa temperatura.
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SHOTGUN PROTEOMICS REVEALS THAT HERBASPIRILLUM
SEROPEDICAE INOCULATION LEADS WHEAT (TRITICUM
AESTIVUM L.) TO A RESTING STATE IN CELLULAR METABOLISM
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! Universidade Federal do Parana, 2153, Pioneiro St., Jardim Dallas, 85950-000. Palotina, Parana - Brazil.
2 Instituto Carlos Chagas, 3775, Prof. Algacyr Munhoz Mader St., CIC, 81350-010. Curitiba, Parana - Brazil.
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Herbaspirillum seropedicae SmR1 is a plant growth-promoting bacteria (PGPB) capable of colonizing wheat
and other non-legumes. PGPB are able to stimulate plant-growth in several ways such as biological nitrogen
fixation, production of plant growth regulators and enzymes that affect the plant physiology and, decreasing
inhibitory effects of various phytopathogens. However, the molecular basis of PGPB-plant association is still
poorly understood. Proteomic analysis may be used as a powerful tool to identify key proteins mediating
interaction, especially considering new high-throughput protein identification methods. The aim of this
work was to investigate response in protein level from wheat roots subjected to in vitro co-cultivation with H.
seropedicae through shotgun proteomics. Proteins were extracted from 28 days in vitro cultured wheat roots
(cv.CD 120) inoculated (1.5x107 H. seropedicae SmR1.mL* on 3rd day of seeds germination) or non-inoculated
in three biological replicates. The proteins were then reduced, alkylated, digested, desalted and analyzed by
RP-LC-ESI-MS/MS with an EASY nL.C 1000 coupled to a LTQ-Orbitrap mass spectrometer. MaxQuant (1.5.2.8)
was used for peak list picking, protein identification and validation. A t-test was performed using p-values
<0.01 for consideration. A total of 1,504 proteins were identified in wheat roots. In inoculated plants and non-
inoculated were identified 1,275 and 1,185 proteins, respectively. In addition, 210 proteins varied statically
their abundances and about 70% are unknown function proteins. Only an uncharacterized protein (W5DNVO0)
and a triosephosphate isomerase (TPI) increased their abundances in inoculated plants. Several stress-related,
ribosomal/translation process and enzymes involved in energy producing were found with low abundance
in inoculated wheat. Proteomic data point to a more efficient process of post-translational modification and
folding in proteins from inoculated cell roots. Proteome and measurements of inoculated wheat roots indicate
aresting state comparing to non-inoculated roots. In addition, inoculation, in the tested time, was not perceived
as a stress factor by the wheat, and it was also able to confer a protective effect against nutritional stress.
Considering the number of protein identification, this work reached the most in-depth proteomic exploitation
for T aestivum up to date. Our analysis detected several changes in plant protein abundance due to PGPB
inoculation.
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SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 194



D 1° BioTECSUL
r"*ﬂm—L\\L__

CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

GERMINACAO IN VITRO E CULTURA DE TECIDOS DE TUNGUE
(VERNICIA FORDII)
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A Vernicia fordi, sindnimo Aleurites fordii, pertencente a familia das Euphorbiaceas é nativa da Asia e cultivada
comercialmente na China, Américas e Africa com a finalidade de extracdo de 6leo para producio biodiesel.
Apesar do cultivo comercial, o tungue ainda apresenta parametros fisioldgicos como germinacao e frutificacao
desuniformes. Por este fato existe a necessidade de desenvolver protocolos adequados para a germinacgao e
cultura de tecidos in vitro de Vernicia fordii. As sementes foram descascadas mecanicamente, mantidas a 4 °C
durante um periodo de 14 dias e divididas em quatro tratamentos: A e AN, mantidos imersas em dgua durante
este periodo, S e SN apenas resfriadas. O tratamento AN foi resfriado a -150 °C utilizando gas nitrogénio
durante 5min, o grupo SN foi resfriado com gas nitrogénio durante 5 min, o grupo S foi mantido como controle.
Ap6és o tratamento, as sementes foram desinfestadas em hipoclorito de s6dio 1% durante 20 min e alocadas
individualmente em tubos contendo 20 mL de meio MS3% contendo 7 g Agar/L, os tubos foram mantidos em
uma estufa BOD a 28,5 +- 2 °C e a germina¢do acompanhada durante 35 dias. Apds terminado o periodo de
germinacdo as plantulas resultantes foram seccionadas tendo hipocétilos e cotilédones excisados. Os explantes
foram inoculados em placas de petri contendo 15mL de meio MS3%, as placas foram divididas entre diferentes
tratamentos: 2mg/L de 2,4-D;1mg/L de acido diclorofenoxiacético (2,4-D) e 5mg/L de Benzilaminopurina
(BAP)+0,2mg/L de Acido Naftalenoacético (ANA). As placas contendo os tecidos foram mantidas em uma estufa
BOD a 28,5°C por um periodo de 14 dias. No final do periodo foi avaliada a taxa de ocorréncia de calogénese de
cada tratamento. As taxas de germinacao obtidas para cada grupo foram:S-21%, SN-46%, A-40% e AN-33%,
0 que colabora com a literatura com relacdo a influéncia de baixas temperaturas e de umidade no processo de
quebra de dorméncia das sementes.As taxas de calogénese nas sec¢des de hipocoétilos foram de 78,5% no meio
contendo 2mg/L 24-D, 91,3% no meio acrescido de 5mg/L BAP+0,2 ANA e 78,04% no 1mg/L 24-D, para as
seccdes de cotilédones as taxas foram de 8,2% no 2mg/L 24-D, 92,9% no 5mg/L BAP+0,2 ANA e 72% no 1mg/L
24-D, sugerindo a combinacdo de auxinas e citocininas como a mais eficiente para a desdiferenciario e cultura
de tecidos para a Vernicia fodii, similar a outras Euphorbiaceas. Mesmo obtendo resultados promissores estes
necessitariam ser complementados por mais experimentos.

Palavras-chave: Tung. Euphorbiaceas. Calogenese. Germinacdo. Phitohormdnios.
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OTIMIZACAO DA EXPRESSAO E CARACTERIZACAO BIOLOGICA
DO PEPTIDEO RECOMBINANTE SOYURETOX DERIVADO DA
UREASE DE SOJA (GLYCINE MAX)
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A Canatoxina, uma isoforma de urease de Canavalia ensiformis, apresenta atividade entomotoéxica devido a
liberacdo de um peptideo de 10 kDa (Pepcanatox). Tal liberagdo é mediada pela agao de catepsinas do sistema
digestorio de insetos suscetiveis. Baseado na sequéncia N-terminal do Pepcanatox, um peptideo denominado
Jaburetox, apresentou amplo espectro de agdo contra insetos, foi clonado e expresso em Escherichia coli. Tendo
como molde a sequéncia da urease ubiqua de soja, um peptideo recombinante equivalente ao Jaburetox foi
clonado em E. coli. Denominado Soyuretox este peptideo apresentou atividade contra leveduras e fungos
filamentosos, e nematicida para Meloidogyne javanica, quando superexpresso em plantas transgénicas de soja.
Os objetivos deste trabalho sdo otimizacao das condi¢des de expressao e avaliagdo da capacidade entomotoxica
contra Dysdercus peruvianus do Soyuretox. Um planejamento fatorial 22, tendo como variaveis a temperatura e a
concentragdo do indutor [PTG (Isopropil -D-1-tio galactopiranosideo) no processo de indugdo e expressao do
peptideo, foi desenvolvido para determinar as condi¢Ges 6timas de expressdo. Concentracées de IPTG aplicadas
variaram entre 0,1 mM e 1 mM e temperaturas entre 18 °C e 37 °C. O efeito das variaveis sobre o rendimento
de Soyuretox por cultivo foi avaliado pela quantificacido das bandas de expressdo de Soyuretox (software
GelQuantNET) em SDS-PAGE. A Metodologia de Superficie de Resposta foi utilizada para analisar os resultados
obtidos do planejamento fatorial (software Statistica 8.0) quanto a significancia estatistica, utilizando analise
de variancia. Visando avaliar a atividade entomotoxica do peptideo serdo realizados bioensaios de ingestdo e
injecao de Soyuretox, em grupos de 5 insetos (incluindo grupo controle apenas tampao) de D. peruvianus. A taxa
de mortalidade dos insetos nos grupos sera acompanhada ap6s administracdao de Soyuretox. Os resultados dos
bioensaios serdo avaliados de modo a caracterizar a entomotoxicidade do peptideo recombinante Soyuretox
e seu potencial biotecnologico no controle de pragas. A Superficie gerada possibilitou a identificacdo da
regido de 6timo de expressdo de Soyuretox, convergindo para menores valores de temperatura (18-21 °C) e
concentragao de IPTG (0,1-0,23 mM). Foi possivel comprovar a validade estatistica do planejamento fatorial,
pois o teste F de analise de variancia foi significativo, assim como outros testes estatisticos que avaliam a
significincia do experimento.

Palavras-chave: Urease. Soyuretox. Metodologia de Superficie de Resposta. Atividade inseticida.
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PLANT PLASMIDS AS A BIOTECHNOLOGICAL TOOL FOR SEED
MORPHOGENESIS CHARACTERIZATION IN GRAPEVINE

J. MALABARBA'?, V. BUFFON?, L. FRANCIO? F. S. MARASCHIN?, M. MARGIS-PINHEIRO?3, G.
PASQUALI'e L. F. REVERS?

1Graduate Program in Cell and Molecular Biology, Biotechnology Center, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
91501-970, Brazil

2Laboratory of Plant Molecular Genetics, National Center of Grape and Wine Research, EMBRAPA, Bento Gongalves, RS, 95700-000,
Brazil

3Graduate Program in Genetics and Molecular Biology, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, 91501-970, Brazil

Seedlessness is one of the most appreciated traits for table grapes. Previous data confirmed that the MADS-box
WAGL11 grapevine gene is essential for seed morphogenesis by complementation analysis in Arabidopsis agl11
mutants. Plant plasmids turn out to be a useful approach for functional gene studies without the traditional
laborious somatic embryogenesis transformation. The present study aimed to explore the TraitUp™ (Morflora)
plant plasmid system to analyze the VwAGL11 function in grapevine. W/WAGL11 was amplified from ‘Chardonnay’
seeds and cloned into the overexpression plasmid pH7WG2D and into the silencing plasmid pH7WIWG2D
(Invitrogen). The portions comprising the 35S promoter or the hairpin structure were inserted into the plant
plasmid pIR. Eighteen adult grapevine plants from the field were placed in 90 L pots into the greenhouse. Two
micrograms of the plasmid pIR-35S::VvAGL11 and the helper plasmid p1470 were injected into the seedless
cultivars BRS Clara and BRS Linda. The same procedure was performed using the plasmid pIR-RNAi-VAGL11
to inject the seeded cultivars Italia and Rubi. Plants from the Proseco cv. were used as control and were treated
with empty pIR+p1470 or pIR-35S::GUS in the greenhouse. Control samples from each cultivar were kept
in the field. The treatments were performed before flower development. Plasmids were detected in leaves
by PCR. Berries, leaves and stems samples were collected at 6 weeks after fruit-set for RT-qPCR analysis.
Ripened berries were sampled for seed development evaluation. VWAGL11 was overexpressed in stem samples
of ‘Clara’ and ‘Linda’. Additionally, ‘Linda’ presented diminute seeds that were not found in untreated plants.
The transfected seeded cultivars Italia and Rubi showed a reduced number of seeds and an increased number
of seed traces. However, no differences in VvAGL11 expression was detected in the silencing assay between
field and transfected plants. Our study confirms the biotechnological applicability of the TraitUp™ Platform
in perennial plants bringing up the possibility for fast introgression of interesting traits as also gene function
studies.
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ESTABLECIMENTO DE FATORES ABIOTICOS PARA O CULTIVO IN
VITRO DE CYATHEA PHALERATA MART. (CYATHEACEAE)
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*Apresentador: cati.marcon@hotmail.com

A cultura in vitro é uma importante ferramenta para a conservacado e o uso sustentavel de recursos vegetais.
Cyathea phalerata Mart. é uma samambaia arborescente que figura na lista de espécies ameagadas de extin¢do
do Rio Grande do Sul. O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de fatores abiéticos sobre o desenvolvimento
gametofitico de C. phalerata cultivada in vitro. Esporos coletados em Caraa foram cultivados em meio Meyer. No
experimento para verificar as condi¢oes de pH, os meios foram ajustados em 4; 5; 6 e 7. Para verificar o efeito
da temperatura, as culturas foram expostas a 10, 15, 20, 25 e 30 2C. A influéncia de fotoperiodo foi avaliada
por meio da exposicdo das culturas a 0, 6, 12 18 e 24h de luz. Ap6s 60 dias, as porcentagens de gametofitos
laminares e cordiformes (estadios de desenvolvimento mais avancados) foram registradas com a contagem de
300 individuos por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste
de Duncan, a 5% de probabilidade. Nas cultuas com pHs 5 e 6, foram verificados 78 e 76% de gametofitos
laminares, diferindo significativamente dos pHs 4 (63%) e 7 (31%). Nos pHs 4 a 6, foram observados 7 a 9%
de gametofitos cordiformes. Quanto a temperatura, ndo houve germinacio a 10 e 15 2C. A 25 °(, verificaram-
se 68% de gametofitos laminares, diferindo significativamente de 20 °C (35 %) e 30°C (13%). Gametofitos
cordiformes somente foram observados a 20 °C (4%) e 25 °C (8%), com diferenca estatistica. A espécie é
fotoblastica positiva, pois os esporos ndo germinaram na auséncia de luz. Nos fotoperiodos de 6, 12 e 18 h luz,
foram registrados entre 56 e 60% de gametdfitos laminares, diferindo significativamente dos mantidos a 24 h
luz (46%). Esta diferenca estatistica também foi verificada nos gametofitos cordiformes, pois nos fotoperiodos
de 6 a 18 h luz, ocorreram aproximadamente 15% de individuos, enquanto que a 24h luz, foram registrados
9%. Os dados obtidos no presente trabalho condizem com as condig¢des abidticas verificadas no ambiente de
ocorréncia natural da espécie. Além disso, os resultados sio semelhantes aos de outros estudos realizados
com C. atrovirens (Langsd. & Fisch.) Domin e C. corcovadensis (Raddi) Domin, que ocorrem no Rio Grande do
Sul. O conhecimento adquirido acerca dos fatores abioticos de preferéncia de C. phalerata é requisito para o
entendimento da distribuicdo geografica desta espécie no Brasil, bem como para a criacdo de programas de
manejo e conservacao.

Palavras-chave: Conservacado. Propagacao in vitro. Samambaia arborescente.
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EXPRESSAO E CARACTERIZACAO DE NOVAS ENZIMAS DE
MAMONA (RICINUS COMMUNIS) RELACIONADAS A PRODUCAO
DE OLEO
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Os triacilglicerdéis (TAGs), componente majoritario dos 6leos vegetais, correspondem a principal forma de
estoque de lipideos em sementes de plantas. As propriedades quimicas dos TAGs dependem da composigdo
de seus acidos graxos. As Diacilglicerol Aciltransferases (DGATSs) sdo as principais enzimas para a biossintese
de TAG, pois catalisam a condensacao de diacilglicerol (DAG) com acidos graxos para a formagdo de TAGs.
Diferentes tipos de genes de DGATs (nomeados como DGAT1, DGAT2, DGAT3 e DAcT) foram identificados
em plantas. DGAT1 e DGAT2 ja foram bem caracterizados, mas pouco se sabe sobre a DGAT3 e a DAcT na
maioria das espécies. O entendimento da via enzimatica de biossintese de TAGs, e sua regulacdo em plantas,
é importante para ajudar no desenvolvimento de estratégias para o melhorarmento do contetddo de 6leos
nutricionais e industriais. O 6leo de mamona (Ricinus communis) possui altos niveis de acido ricinoléico, um
acido graxo “ndo usual” com caracteristicas Unicas que o tornam interessante para a induastria. Este trabalho
objetivou caracterizar os genes de DGAT3 e DAcT de mamona. Foram identificados quatro diferentes genes
homologos da DAcT (DAcTA, DACTB, DACTC e DAcTD) e um homoélogo para DGAT3 em mamona. Foram
caracterizados os padroes de expressdao de DGAT3 e DAcTs por meio de RT-qPCR durante o desenvolvimento
da semente de mamona, onde foi verificado que DGAT3 é expresso na semente, enquanto que nenhum dos
genes de DAcTs parece ser expresso nesse tecido. Fusdes traducionais a YFP, expressas em protoplastos,
indicam que DACTA parece se comportar igual as outras DGATSs, associando-se a membranas do reticulo
endoplasmatico; porém, DGAT3 apresentou uma localizacao diferente das outras DGATSs, sendo confirmada
como citoplasmatica. Linhagens de Arabidopsis thaliana superexpressando RcDGAT3-CFP foram obtidas. A
caracteriza¢do qualitativa de lipideos neutros nas sementes dessas plantas via cromatografia gasosa, ndo
apresentou diferenca na composicao lipidica em relacao a plantas do tipo selvagem. A analise qualitativa,
por HPLC-MS, dos lipideos produzidos pelas folhas dessas plantas possibilitara uma melhor caracterizacdo
do papel de RcDGAT3 no metabolismo lipidico. Este trabalho visou contribuir com o entendimento da
sintese de 6leo em mamona.

Palavras-chave: Oleos vegetais. Biocombustiveis. Expressio génica. Genomica funcional.
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A GERMINACAO IN VITRO DE CAPIM ANONNI E REDUZIDA NA
AUSENCIA DE LUZ
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Dentre as espécies exoticas invasoras de maior impacto na regido sul do Brasil destaca-se o capim annoni
(Eragrostis plana Nees). Dados recentes afirmam que aproximadamente 20 % da vegetagdo campestre do Rio
Grande do Sul encontram-se infestadas por essa invasora, introduzida acidentalmente na década de 1950.
O potencial de disseminacdo e concorréncia por espaco com espécies nativas fez com que o capim anonni
se tornasse um inimigo a ser combatido. Em um periodo de 10 anos (1996-2005), considerando a falta de
producdo das areas invadidas e a consequente incapacidade de produzir nessas condigdes, sdo estimadas
perdas de USS 88.500.000,00. O objetivo deste trabalho foi acompanhar a germinacdo, in vitro, de sementes
de capim anonni em resposta a falta de luz. Sementes de capim anonni, coletadas na regido central do Rio
Grande do Sul em 2014, foram desinfestadas, inoculadas em placas de Petri contendo 20 mL de meio MS cada,
e mantidas em sala de crescimento climatizada com temperatura de 25 °C + 2 e com fotoperiodo de 16 h. Os
tratamentos consistiram na exposicao das sementes inoculadas a diferentes periodos de escuro (0; 7; 14; 21 e
28 dias). Ap6s 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 até serem expostas ao fotoperiodo
da sala, conforme o tratamento. Utilizaram-se 12 placas de petri contendo seis sementes por tratamento. Aos
40 dias apds a semeadura, foi avaliado o percentual das sementes germinadas. Os dados foram submetidos
a ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (a= 0,05), com o auxilio do software BioEstat 5.3.
Constatou-se que a luminosidade é um fator que regula a germinagao de capim anonni, de modo que sementes
que permaneceram 28 dias no escuro apresentaram porcentagem de germinacdo cerca de cinco vezes menor
que aquelas que foram expostas ao fotoperiodo de 16/8 L/E desde a inoculagdo. Esses resultados indicam que
fatores abioticos afetam o potencial germinativo de sementes de E. plana. Os dados aqui apresentados fazem
parte de um projeto aprovado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico que prevé
estudos visando compreender melhor a fisiologia do capim annoni e suas respostas as condi¢des de estresse,
além de buscar alternativas sustentaveis de manejo que contribuam para o processo de prevengao e controle
da expansao desta espécie no bioma Pampa.
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SINTESE E DISPERSAO DE NANOPARTICULAS EM EXTRATOS
VEGETAIS BRASILEIROS: VARIACOES NA ROTA DE SINTESE
PARA APLICACAO EM TEXTEIS ANTIMICROBIANOS
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Espécies nativas brasileiras serdo investigadas objetivando a descoberta de novos meios antimicrobianos
e fases dispersantes para nanoparticulas (NP’s) sintetizadas por via verde em extratos vegetais. O uso de
varias espécies vegetais para a biossintese de nanoparticulas é considerado uma tecnologia verde, uma vez
que nao envolve nenhum impacto ambiental. Nanoparticulas de prata serdo dispersas em extrato vegetal,
por planta comercialmente disponivel no Brasil, tais como Anacardium occidentale L. e Euterpe oleracea.
Com o desenvolvimento tecnolégico, o entendimento de principios ativos das plantas no que envolve as
suas variadas propriedades medicinais, inclusive quanto a atividade antimicrobiana, permite relacionar
substancias quimicas as propriedades medicinais. O objetivo principal do trabalho é gerar rotas de sintese
de nanoparticulas que oferecam critérios passiveis de repeticdo e resultados repetitivos para a area de
biotecnologia, por possuirem agdo antimicrobiana. A avaliagdo do meio dispersante seré feita pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A caracteriza¢ido das NP’s sera realizada por meio de analises
de Microscopia de For¢a Atémica (AFM), Microscopia eletronica de Varredura (MEV) e Nanosight. Assim sera
possivel através de cada rota de sintese avaliar a quantidade de NP’s e morfologia das mesmas, além de ser
possivel avaliar a funcionalizagdo visando as modificagdes superficiais para confeccao de téxteis inteligentes
com acdo antimicrobiana. Nanomaterias em biotecnologia ainda sao objeto de curiosidade pela comunidade
cientifica e a sociedade e nos instiga a busca de entendimentos e procedimentos criteriosos.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Antimicrobiano. Extratos.
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EFEITOS DA CONCENTRACAO DE BAP E GA3 NO
DESENVOLVIMENTO IN VITRO DE CODONANTHE DEVOSIANA LEM
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Codonanthe devosiana Lem. (Gesneriaceae) ocorre naturalmente nos estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro,
Sao Paulo, Paran4, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. E encontrada crescendo sobre rochas umidas ou tronco
de arvores em ambientes sombreados. A espécie tem caules pendentes e florece todo o ano, apresentando
potencial ornamental para uso em vasos suspensos em ambientes sombreados. A micropropagacao pode
ser uma alternativa para a propagacdo de espécies nativas, viabilizando seu cultivo comercial e evitando o
extrativismo. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da combinacdo de diferentes concentracdes de BAP
e GA, na multiplicacdo e desenvolvimento de explantes in vitro de C. devosiana. O experimento foi conduzido
no laboratdrio de Biotecnologia Vegetal da UFRGS, Porto Alegre - RS. Foi utilizado meio MS 100% e testadas
as combinagdes dos reguladores de crescimento BAP (6-Benzilaminopurina) nas concentracdes de 0, 0,2 e
0,4 mg.L" e GA, (Acido Giberélico) nas concentragdes 0; 0,25 e 0,50 mg.L™. Como explantes foram utilizados
seguimentos apicais, ja cultivados in vitro, padronizados para cerca de 0,5 cm de altura e quatro a seis folhas.
Apoés aincubacgao dos explantes, os frascos foram mantidos em sala de crescimento com 16 horas de fotoperiodo
e temperatura de 252C, sendo avaliados apés 108 dias quanto ao nimero de brotacdes, altura de brotacao,
matéria seca de brotacgdo e calo. Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado e a parcela experimental
foi composta por trés frascos contendo seis explantes cada, tendo quatro repeti¢cdes para cada tratamento.
Os dados foram submetidos a Anova e regressdo linear. Houve interagao significativa para nimero de brotos,
massa seca de brotacao e calo. A combinacdo de 0,2 mg.L™* de BAP e 0,5 GA, mg.L* foi a que promoveu um maior
numero de brotagdes (4,8 por explante inicial). Para altura de brotagdo houve apenas efeito das concentragdes
de BAP, sendo observado efeito linear crescente. Na auséncia de BAP, as concentragdes crescentes de GA,
provocaram aumento na formacdo de calo, efeito oposto foi encontrado quando utilizado 0,2 de BAP. A massa
seca de brotagdo foi crescente com o aumento das concentragdes de BAP e GA,. Considerando as variaveis
analisadas, conclui-se que a combinagao de 0,2 mg.L"'de BAP e 0,5 mg.L"! de GA, permite o melhor desempenho
para multiplicacao de explantes de C. devosiana.

Palavras-chave: Floricultura. Gesneriaceae. Reguladores de crescimento.
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LOCALIZACAO SUBCELULAR DA PROTEINA ASR3 DE SOJA
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As plantas estdo constantemente expostas a situacdes ambientais limitantes ao crescimento. A presenca
de estresses ambientais tais como a contaminacdo por metais pesados, seca, alta salinidade, alteracdes na
quantidade de temperatura e luz, bem como ataques de herbivoros e patégenos causam grandes problemas
para a agricultura mundial. A soja cultivada [Glycine max (L.) Merrill] possui destaque no cenario mundial
como importante fonte de proteina e dleo vegetal, tanto para a alimentagdo humana como animal. Os genes
que codificam as proteinas ASR (do inglés, ABA [Abscisic acid], stress and ripening) sdo fatores de transcricao
regulados ao longo do desenvolvimento das plantas, bem como durante a exposicao a variados estresses de
natureza abidtica. Apesar do significativo papel biol6gico desempenhado por essa familia de proteinas, sdo
escassos os estudos que indicam com precisdo o compartimento subcelular no qual sdo expressas. Sabe-se
que em soja a familia ASR é composta por trés membros, sendo que um deles (ASR3) possui maior nivel de
expressdo em raizes e folhas. Identificar a localizacdo subcelular dessa proteina é o objetivo principal deste
trabalho. O RNA total, extraido de plantulas de soja, foi utilizado para a sintese de cDNA e iniciadores especificos
foram projetados para a amplificacdo do gene que codifica a proteina ASR3 de soja. O produto amplificado
foi introduzido no vetor pENTR (sistema Gateway). Os clones positivos foram confirmados por meio de
sequenciamento e o vetor recombinado com o plasmideo p2YGW?7,0. O plasmideo de localizacdo subcelular
p2YGW?7,0, contendo o gene da proteina ASR3 fusionado ao gene da proteina de fluorescéncia YFP, foi extraido
de bactéria (midiprep) e foi utilizado para transformar protoplastos isolados de Arabidopsis thaliana. A proteina
de fusao em protoplastos foi visualizada em um microscépio confocal no Centro de Microscopia Eletronica da
UFRGS com o objetivo de identificar em qual organela a proteina se localiza.

Palavras-chave: Soja. Estresse abidtico. Localizacao subcelular. Protoplastos.
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Um dos maiores desafios nos cultivos in vitro é o controle da contaminacio exdgena, principalmente quando
se trata de experimentos de germinacdo in vitro. Contaminagdes indesejadas sdo responsaveis, na maioria
das vezes, pelos baixos indices germinativos e de sobrevivéncia das plantulas geradas, em sistemas in vitro.
Apesar dos véarios protocolos de assepsia de sementes para germinacgao in vitro de espécies de Eucalyptus na
literatura e outras espécies de Myrtaceae, o baixo rendimento germinativo parece ser uma constante. Este
estudo visa estabelecer um protocolo de assepsia de sementes de Eucalyptus grandis de facil e reproduzivel
método de germinacio in vitro, que garanta bons percentuais germinativos das sementes e de desenvolvimento
e sobrevivéncia das plantulas obtidas. Sabe-se que assepsias em explantes oriundos diretamente da natureza
sdo, geralmente, ineficazes na producio de plantulas assépticas, principalmente quando a meta é se obter uma
grande populacdo de eucalipto. Para isso, sementes peletizadas de E. grandis foram submetidas a lavagens
com agua corrente e esterilizada, imersdo em etanol 70 %, em hipoclorito de sédio 1 %, 2,5 % ou 5 % e
em solucdo fungicida Maxim 1 %. Tais etapas foram executadas em diversas ordens e tempos, perfazendo
cinco tratamentos. Apés a assepsia, cada semente foi colocada em tubo de ensaio, contendo 15 mL de meio
Murashige & Skoog a 50% da concentracio de sais, com 30 g de sacarose e solidificado com 6,0 g.L.! de agar
e vedados com papel aluminio. O cultivo foi mantido por 64 dias em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas e temperatura de 25+2°C. Cada tratamento contou com 120 repeticdes e o experimento foi realizado
em triplicata. Os parametros avaliados foram: percentual de germinacdo, de contaminagio, de enraizamento
e de sobrevivéncia, numero de raizes, de brotac¢des, de folhas e de nés e comprimento da maior brotacao.
0 delineamento experimental foi inteiramente casualizado e ANOVAS calculadas pelo software SPSS 22.0. O
tratamento constituido de: 12) lavagem com agua corrente/1 min.; 22) imersdo em etanol 70 %/1 min.; 39)
imersdo em hipoclorito de sédio 5 %/10 min.; 42) imersdo em Maxim 1 %/10 min. e 52) trés lavagens com
agua destilada/1 min. cada, foi o de melhor rendimento em termos de percentual de germinagao e nimero
de raizes, mas o pior em termos de percentual de contaminacio e de sobrevivéncia. Apesar disso, apresentou
resultados equivalentes para os demais parametros avaliados dos outros tratamentos.

Palavras-chave: Assepsia das sementes. Eucalipto. Contaminacao.
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Este trabalho se propos estabelecer um protocolo de enraizamento in vitro eficaz para E. grandis na auséncia
de reguladores de crescimento e de outros estimulos indutores biéticos e abiéticos, exceto reducao de sais e/
ou sacarose do meio de cultivo Murashige & Skoog (MS), para posterior estudos de micorrizagao in vitro. Para
isso, segmentos apicais e nodais (*1 cm de comprimento) provenientes de plantulas assépticas de E. grandis
de 64 dias de idade, obtidas de sementes germinadas in vitro e crescidas em meio MS a 50 % da concentragdo
de sais (MS 50%), suplementado com 30 g de sacarose e solidificado com 6,0 g.L'* de 4gar, foram usados como
explantes. Cada explante foi inoculado em tubo de ensaio contendo 15 mL de meio MS 50%, suplementado
com 6,0 g L'! de agar, sacarose, dcido naftaleno acético (ANA) e 6-benzilaminopurina (BAP), perfazendo 6
tratamentos, a saber: T1) Meio MS 50%, 30 g sacarose, 0,0 mg.L'* ANA, 0,0 mg.L'* BAP; T2) Meio MS 50%,
sacarose 20 g, 0,0 mg.L.'t ANA, 0,0 mg.L'* BAP; T3) Meio MS 50%, 30 g sacarose, 0,01 mg.L'* ANA, 0,1 mg.L!
BAP; T4) Meio MS 50%, 20 g sacarose, 0,01 mg.L'* ANA, 0,1 mg.L.* BAP; T5) Meio MS 50%, 30 g sacarose, 0,1
mg.L1 ANA, 1,0 mg.L.'! BAP; T6) Meio MS 50%, 20 g sacarose, 0,1 mg.L.'t ANA, 1,0 mg.L'* BAP. Tratamentos
isentos de reguladores de crescimento (T1 e T2) foram considerados tratamentos-controle. O experimento
foi mantido por 64 dias em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2 °C. Cada
tratamento contou com 17 repeticdes e o experimento foi realizado em triplicata. Delineamento experimental
inteiramente casualizado e software SPSS 22.0 foram adotados para o calculo das ANOVAS. Teste de Duncan
(95% significancia) foi utilizado para comparacdo das médias. Os tratamentos foram significativamente
diferentes entre si, tendo T1 e T2 apresentado os melhores resultados para os parametros de crescimentos
referentes as raizes e os piores para os parametros de crescimentos de partes aéreas. Assim, este protocolo
garantiu a obtencdo de sistemas radiculares bem desenvolvidos, normais e saudaveis em plantulas assépticas
de E. grandis. Os resultados sdo considerados excelentes em vista de eucalipto ser uma planta lenhosa e, por
isso, muitas de suas espécies exibem enraizamento recalcitrante, sendo, portanto, de dificil enraizamento,
tanto ex vitro como in vitro, de acordo com a literatura vigente.

Palavras-chave: Auxinas. Citocininas. Enraizamento recalcitrante. Cultivo in vitro.
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A Dyckia hebdingii L.B. Sm. (Bromeliaceae) é endémica do Brasil, sendo encontrada nos biomas Mata Atlantica
e Pampa, principalmente no Rio Grande do Sul. O objetivo deste trabalho foi testar a germinacdo in vitro de D.
hebdingii sob concentra¢des de meio MS e posterior aclimatizagao e desenvolvimento das mudas. A semeadura
in vitro foi realizada em abril de 2015, com desinfestacdo das sementes em alcool 70%, por 2 minutos, e em
hipoclorito de sédio 1,5%, por 15 minutos. Em fluxo laminar foi realizada a triplice lavagem do material em
agua deionizada e autoclavada. Foram utilizadas quatro concentracgdes de sais em meio MS (25 %, 50%, 75% e
100%), 30 g.L'* de sacarose e 8 g.L'! de agar. Foram feitas seis repeti¢des de cinco frascos com cinco sementes
cada. Foi avaliado o percentual de germinacao e o IVG (indice de velocidade de germinacgdo). A aclimatizacao
foi realizada em dezembro de 2015. A partir disso, as plantulas obtidas foram transferidas para bandejas de 50
células preenchidas com casca de arroz carbonizada, mantendo-se a identificacdo da origem dos tratamentos
iniciais, com sete repeticées para cada concentracio do meio e dez plantulas por repeticdo. As bandejas
foram mantidas por dois meses em casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente e posteriormente dois
meses em casa de vegetacdo com irrigacdo manual. A avaliacdo final da aclimatizac¢do foi realizada em abril
de 2016, avaliando diametro do colo (mm), comprimento da planta inteira (altura em cm), comprimento do
sistema radicular (cm), comprimento da parte aérea (cm), numero de folhas e massa da fresca e seca (g). As
médias de germinacao e aclimatizacdo foram submetidas a andlise de variancia e analise de regressao linear. A
concentracao de sais no meio afetou negativamente o percentual de germinacdo, que foi maior em MS 25%. O
IVG nio foi significativo entre os tratamentos. Na aclimatizacdo, a concentracao de sais refletiu positivamente
no desenvolvimento das plantas, tendo resultado em uma relagdo linear do crescimento da planta em relagao
a concentracdo de sais do meio. Nas condi¢des apresentadas, 0 meio MS 25% apresentou as melhores taxas
de germinacio, sendo o mais indicado para esta fase. Contudo, as plantulas tiveram melhor desenvolvimento
ex vitro quando germinadas em meio MS 100%. Assim, seriam necessarios mais estudos, considerando a
germinacdo e o desenvolvimento de plantas em diferentes concentracées de meio MS, a fim de obter plantas
melhor desenvolvidas para a aclimatizacao.

Palavras-chave: Floricultura. Produ¢do de mudas. Bromelidcea. Ornamental nativa.
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DEVELOPMENT OF MARKERS FOR ASSISTED SELECTION
OF SEEDLESSNESS AND DOWNY MILDEW RESISTANCE IN
GRAPEVINE
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To investigate the genetic control of seedlessness and downy mildew resistance in grapevine our group
analyzed the offspring generated from the crossing of cultivating seedless Vitis vinifera, ‘Crimson Seedless’,
and the complex hybrid downy mildew resistant, ‘Villard Blanc’ The results revealed the co-localization of
QTLs on the distal portion of LG18 for seedlessness, in the SDI locus (Developement Seed Inhibitor) and for
downy mildew resistance in the Rpv3 locus (Plasmopara viticola Resistance). Studies have shown that Rpv3
locus region is enriched with TIR-NBS-LRR genes and the associated phenotype is a high hypersensitive
response on the resistant individuals. In the present work, the objective was to develop markers for assisted
selection for this two important traits, seedlessness and downy mildew resistance. Forty-one markers were
develop based on single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the Rpv3 locus and nine markers were develop
based on SNPs and INDELs found in VwAGL11 mutant allele from the seedless cultivar Sultanina. Two hundred
genotypes from a ‘Villard Blanc’ self-crossing population and seedless cultivars were analyzed with the fifty
makers by Kompetitive Allele Specific PCR (KASP®). The phenotype evaluation of downy mildew resistance
was determined by the OIV-452 descriptor after P viticola challenge assays. The results showed that the
markers Rpv3_15 (?? calc= 59,81, chr18_26844557) and Rpv3_33 (c*calc= 119,9, chr18_27469511) correlated
with downy mildew resistance and that the markers VWAGL11_KASP2; WAGL11_KASP3; WAGL11_KASP8 and
WAGL11_KASP9 correlated with the seedless phenotypes. The next step is the validation of these markers in
segregating populations for seedless and downy mildew resistance. The combined use of these markers in an
assisted selection strategy can be an alternative to be explored in grapevine breeding.

Keywords: KASP genotyping. Grapevine. Marker assisted selection.
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A aveia branca (Avena sativa L.) é um dos principais cereais de inverno cultivados na regido Sul do Brasil.
A ferrugem da folha é atualmente a doenca economicamente mais importante da aveia. Gen6tipos que
apresentam resisténcia parcial a ferrugem da folha encontram-se disponiveis atualmente. Exemplos sdo
as linhagens irmds URS 21 e UFRGS 988012-1. Sugere-se que para a cultivar URS 21, o possivel mecanismo
associado a resisténcia parcial envolve a indu¢do do metabolismo secundario. Recentemente, o QTL QPc-
crc-14D, responsavel por explicar até 76% da variacdo fenotipica para a resisténcia parcial de planta adulta
a ferrugem da folha, foi identificado para a linhagem MN 841801. Assim, objetivou-se avaliar se a regido
gendmica do QTL QPc-crc-14D é a mesma regido que confere esse carater nos genotipos brasileiros URS 21 e
UFRGS 988012-1, bem como avaliar a expressao ao longo do tempo, de genes relacionados ao metabolismo
secundario em genoétipos parcialmente resistentes e suscetiveis a ferrugem da folha e portanto, inferir se
0 mecanismo que confere a resisténcia parcial em URS 21 é o mesmo que confere esse carater em UFRGS
988012-1. Marcadores SNPs associados ao QTL QPc-crc-14D foram utilizados para comparar o DNA genémico
de cada gendétipo. Plantas adultas de URS 21, URS 22, UFRGS 19 e UFRGS 988012-1 foram desafiadas com
Puccinia coronata e, tecido foliar foi coletado nos tempos 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hai. A partir de sequéncias do
transcriptoma de plantulas de URS 21, induzidas sob essa mesma condicdo, iniciadores foram projetados
e a expressao relativa avaliada ao longo do tempo, por RT-qPCR. Sequéncias envolvidas no metabolismo
secundario, fatores de transcricao da familia WRKY, e o gene que confere resisténcia parcial a multiplas
doencgas em trigo, Lr34, foram analisados. A resisténcia parcial apresentada pelos gendtipos brasileiros
nao é conferida pela regido génica que atribui esse carater a linhagem MN 841801. Os marcadores SNPs
para o QTL QPc.crc-14D nao se diferenciaram entre os genétipos URS 21, URS 22, UFRGS 19 e UFRGS
988012-1, independentemente de serem resistentes ou suscetiveis a ferrugem da folha. Para a maioria das
sequéncias avaliadas por RT-qPCR, observou-se um perfil de expressdo contrastante entre os genoétipos
irmdos parcialmente resistentes URS 21 e UFRGS 988012-1, o que sugere a possibilidade de mecanismos
parcialmente distintos conferirem a resisténcia parcial a estes gendtipos.

Palavras-chave: Aveia hexaploide. Resisténcia horizontal. Puccinia coronata.
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BIOCONTROLE DE ASPERGILLUS FLAVUS E FUSARIUM
VERTICILLIOIDES EM PLANTULAS DE MILHO POR BACILLUS SPP
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Os fungos toxigénicos Aspergillus flavus e Fusarium verticillioides podem colonizar plantas de milho em
todas as etapas do cultivo, levando a queda de produtividade e qualidade do grao. Em adigdo, estes fungos
podem produzir micotoxinas que pdem em grande risco a saide dos consumidores. O controle bioldgico é
um método de controle flingico alternativo ao uso de fungicidas quimicos e o uso de bactérias provenientes
do sistema radicular de plantas de milho é extremamente promissor em funcio da capacidade competitiva
e de sobrevivéncia destes micro-organismos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento de
sementes de milho com trés isolados de Bacillus sp. nos fatores agrondmicos de crescimento de plantulas de
milho cultivadas em camara de vegetacao e na proliferacdo de A. flavus e E verticillioides nos tecidos radiculares
vegetais. Sementes de milho foram submetidas a bacterizacdo com isolados rizobacterianos Bacillus safensis
RF69, B. amyloliquefaciens RP103 e B. subtilis RP242 inoculados individualmente e em consoércio, formando
um Mix Bacteriano. As sementes tratadas foram inoculadas em copos plasticos contendo solo nio-rizosférico
proveniente de um campo experimental, previamente contaminado com A. flavus ou E verticillioides. Foram
realizados tratamentos controle, plantados sem a inocula¢do bacteriana ou em solo estéril, objetivando a
comparac¢do com os tratamentos experimentais. Apos 10 e 20 dias de cultivo, foram realizadas contagens
fangicasnostecidosradiculares das plantulas de milho, assim como amedigio de diferentes fatores agrondmicos
de crescimento vegetal e o calculo das taxas de emergéncia de plantulas e percentual de germinacdo de
sementes. Os trés isolados rizobacterianos inoculados individualmente ou em consércio foram capazes de
reduzir significativamente as contagens de A. flavus e F verticillioides em comparag¢ao aos tratamentos controle
ap6s 10 e 20 dias de cultivo. De maneira geral, todos os tratamentos rizobacterianos apresentaram melhoria
dos fatores agronomicos de crescimento das plantulas, assim como um aumento significativo da taxa de
emergéncia de plantulas e do percentual de germinagdo de sementes, com destaque para os tratamentos com
o isolado B. amyloliquefaciens RP103 e o Mix Bacteriano. Os agentes de biocontrole avaliados demonstraram
grande potencial para o controle de A. flavus e E verticillioides, objetivando a reducdo das perdas de producado
e de qualidade causada por estes fitopatégenos toxigénicos.

Palavras-chave: Micotoxinas. Controle biologico. Rizobactérias. Fungos toxigénicos.
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Apple trees, like all plants of temperate climates, become dormant during the fall/winter in response
to environmental stimuli, such as photoperiod and cold. In this process, during the fall is observed the
paralyzation of the vegetative growth and buds enter in the endodormancy state. Since endodormancy is
established, it is necessary that the buds have exposure to cold to overcoming this state. This cold requirement
is related to genotype and the endogenous control of this process is still unclear. In this scenario, our group
has investigated the apple buds metabolism in response to cold, and some genes associated with hormonal
signaling stand out among the probable points of control. Therefore, the aim of this work is to develop a
protocol to multi-hormonal analysis (abscisic acid, auxin, gibberellin, zeatin, salicylic acid and jasmonate) in
buds, to characterize the balance of these compounds during the endodormancy process. For this work, we
are employing buds of contrasting cultivars in cold requirement (‘Gala Standard’ and ‘Castel Gala’) grown on
rootstocks with different vegetative vigor (Marubakaido, M9 and M9 as Marubakaido with inter- stock). To
hormones detection, the method is employing a LC/MSMS (Waters), and so far the best extraction solution
of these compounds has been with methanol, formic acid and water (75:20:5). Furthermore, considering the
chemical characteristics of apple buds, we verify the necessity of using SPE columns to improve the selectivity
and robustness of the results as well as to minimize the matrix effect (ME). Without using SPE columns, it was
found that ME gave reductions of up to 99.5% for the detection of some hormones (eg.: auxin, gibberellin),
while for zeatin it induced an increase of 3200%. With proper adjustments until now, we emphasized that,
in preliminary tests, was possible to see differences in the proportion of hormones in buds. Salicylic acid,
jasmonate and abscisic acid are more present during endodormancy, while gibberellins, zeatin and auxin were
more significant after overcoming this state of buds. The protocol still needs adjustments and improvements
so that we can move forward in a more detailed analysis of the hormonal balance in all possible contrasts of
buds, cultivars and rootstocks.

Keywords: Plant metabolism. Hormone extraction. Dormancy. Uplc/ms.
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Ainda que considerada uma fonte rica em proteina, a maior parte do farelo de soja é destinada ao uso como
suplemento proteico em ragdes animais. Diante do crescente interesse na busca por componentes e aditivos
alimentares e pela sua disponibilidade, surge o processo de modificacdo enzimatica para producdo de
hidrolisado do farelo de soja em substituicdo aos processos quimicos tradicionais de extracdo de proteina.
Este trabalho visa a otimizacdo de algumas condi¢des dessa hidrolise para investigar os efeitos dos fatores
concentracao de enzima e tempo de reacdo na quantificacdo dos peptideos que estdo na faixa molecular entre
2,86 e 6,50 kDa. Os hidrolisados foram obtidos utilizando-se farelo de soja com um teor de proteina em torno
de 73% (b.u) e didmetro médio de 1,02 mm e a enzima Alcalase® 2.4L, em ensaios conduzidos a 60 2C e
100 rpm. Analisando os perfis de cromatografia de exclusdao molecular dos hidrolisados obtidos variando
a quantidade de enzima utilizada (0,00; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00% proteina enzimatica/proteina contida no
substrato b.u) e o tempo de reacdo (1, 2 e 3 horas), verificou-se que a fracao contendo maior quantidade de
peptideos correspondeu aos peptideos correspondentes a faixa molecular entre 2,86 e 6,50 kDa. Procedeu-
se a andlise estatistica em busca de investigar os efeitos desses fatores e visando a otimizacdo das condig¢des
dessa reagdo. Avaliando as variaveis concentra¢do de enzima e tempo de reacdo em relacido a determinacao da
concentragdo de proteina soluvel da faixa de peptideos avaliada, constata-se que apenas a variavel quantidade
de enzima em sua forma linear é significativa, para um intervalo de confianca de 95%. Apesar do variavel
tempo de reacdo nao ser significativa na avaliacdo estatistica, optou-se por investiga-la realizando o Teste
de Tukey. Determinou-se como condi¢des 6timas concentracdo de enzima de 1,00% (proteina enzimatica/
proteina do substrato) e o tempo de reacdo de 2 horas. Obteve-se um modelo que fornece uma boa estimativa
da concentracgdo de proteina do pico cromatografico, satisfazendo a predicao dos dados experimentais. Sendo
assim é possivel afirmar que o farelo de soja é um material com potencial uso na producgio de alimentos
destinados ao consumo humano e a hidrélise enzimatica proporciona uma possibilidade de agregar valor a
esse subproduto e viabiliza a criacdo de novos produtos no mercado industrial da soja.

Palavras-chave: Farelo de soja. Hidrdlise enzimatica. Condicdo 6tima. Proteinas. Peptideos.
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Nos ultimos anos, houve um aumento no nimero de paises que adotou o cultivo de plantas geneticamente
modificadas (GM) ou transgénicas, chegando, em 2014, a 28 paises produtores. Para o desenvolvimento e a
liberacdo comercial dos transgénicos, as agéncias reguladoras exigem uma série de testes e andlises de forma
a certificar a seguranga dos transgénicos a saide humana, animal e ao meio ambiente. Analises baseadas
na detec¢do e na caracterizacdo do DNA exdgeno inserido no genoma das plantas, visando determinar os
locais de integracdo e o nimero de cdpias integradas, fazem parte das tipicas exigéncias destas agéncias
reguladoras. Estes testes sdo realizados principalmente por técnicas como a hibridizacdo de Southern blot
e a reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR). Estes métodos, apresentam limitacdes no seu uso e na
qualidade dos resultados gerados, sendo necessario o desenvolvimento de novas metodologias de analise. Pelo
presente trabalho, teve-se por objetivo o desenvolvimento de um novo método de detec¢do e caracterizacdo
de eventos de transformacdo de plantas GM em substituicdo as técnicas previamente citadas. A estratégia
proposta faz uso dos marcadores moleculares denominados “Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos
Amplificados” ou AFLP. Para desenvolvimento e teste da nova metodologia, realizou-se a extracdo de DNA
de folhas de Eucalyptus GM e ndo-GM, o planejamento e a projecao de primers e adaptadores especificos as
sequéncias do transgene integrado nas plantas. A clivagem do DNA gendémico e a ligacdo dos adaptadores
aos fragmentos gerados foi cumprida com sucesso, seguindo-se com as andlises via PCR. Os produtos da PCR
foram analisados por eletroforese capilar avaliando-se o niumero de fragmentos gerados pelas combinacdes
de 14 diferentes primers. Comparou-se os fragmentos obtidos de mais de uma amostra de DNA, assim, os
fragmentos que se mostraram exclusivos nas amostras indicam os possiveis transgenes inseridos no genoma
de Eucalyptus. Foi possivel obter uma variedade de tamanhos de fragmentos pelo primer Msel-AG, os de 79;
100 e 378 pares de bases foram detectados em amostras Unicas de Eucalyptus. Deste modo, estes fragmentos
possivelmente indicam ser originados dos transgenes inseridos no genoma de Eucalyptus GM. Estes estudos
ainda sdo preliminares e devem ser realizados na presenca de uma amostra controle (Eucalyptus ndo-GM), que
se conheca os tamanhos de fragmentos, para a correta deteccdo dos fragmentos gerados por Eucalyptus GM.

Palavras-chave: GM. Plantas transgénicas. Deteccao de transgenes. Eucalipto. AFLP.
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INTEGERRIMA SPRENGEL. SOB DIFERENTES CONCENTRACOES
DE MEIO MS

M. C. WINHELMANNY, A. A. EMER?, G. T. GRZECA!, ]. PAOLAZZI*, M. TEDESCO?, P. PARIS?, C. S. FIOR?
e G. SCHAFER?

! Programa de P6s-graduacdo em Fitotecnia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gongalves, 7712, CEP
91540-000, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

2 Professor do Departamento de Horticultura e Silvicultura, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Av. Bento Gongalves,
7712, CEP 91540-000, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

*Mara Cintia Winhelmann: e-mail: marawinhelmann@yahoo.com.br

Angelonia integerrima Sprengel. é conhecida popularmente como violeta-do-campo, sendo uma planta
herbacea, perene, nativa no Rio Grande do Sul e que ocorre em afloramentos rochosos e campos pedregosos.
Essa espécie possui potencial ornamental, podendo ser cultivada em canteiros, floreiras e vasos, como também
pode ser utilizada como complemento de arranjos florais. O trabalho teve como objetivo testar a germinagao in
vitro de sementes de A. integerrima sob diferentes concentra¢des do meio MS. O experimento foi conduzido no
Laboratério de Biotecnologia em Horticultura (LBH) da Faculdade de Agronomia da UFRGS em Porto Alegre
- RS. As sementes foram coletadas in situ em fevereiro de 2015, no municipio de Bardo do Triunfo - RS e
armazenadas a temperatura de 4 a 6°C até o uso, em dezembro de 2015. Foram utilizadas 4 concentragdes
de sais do meio MS (100%, 75%, 50% e 25%), acrescido de 30 g L'* de sacarose e 7 g L' de agar. As sementes
foram desinfestadas por 2 minutos em alcool 70%, apds, 15 minutos em hipoclorito de s6dio 1,5% (i. a.) e,
em seguida, no fluxo laminar foi realizada a triplice lavagem do material com agua deionizada e autoclavada.
0 delineamento foi inteiramente casualizado com 4 repeti¢cdes, 5 frascos por repeticdo e 5 sementes em cada
frasco. Os frascos com as sementes foram colocados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 24 a 29 °C e intensidade luminosa de 27 a 33,75 pumol m? s!. Foram avaliados a porcentagem
de germinacao, tempo médio de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo e porcentagem de plantulas
formadas, acompanhada pela contagem a cada dois dias, sendo considerada germinada a semente que emitiu a
radicula de forma que estivesse visivel. A andlise de varidncia mostrou nao haver diferencas significativas para
as variaveis analisadas. A porcentagem média de germinacgao foi de 58%, o tempo médio de germinacdo foi de
6,69 dias, o indice de velocidade de germinagédo foi de 2,35 e a porcentagem de plantulas formadas foi de 52%.
Portanto, para as condi¢des desse experimento, recomenda-se utilizar o meio MS com 25% da concentracgdo de
sais, o que contribui em economia no uso de reagentes e, consequentemente, no custo final.

Palavras-chave: Floricultura. Produgdo de mudas. Violeta-do-campo. Plantaginacea, Propagacdo sexuada.
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A familia Myrtaceae é uma das mais importantes do Brasil, sendo uma das principais familias da flora brasileira.
Possui cerca de 5800 espécies, das quais cerca de 1000 sdo encontradas em todos os biomas brasileiros. O
género Psidium esta amplamente distribuido pelo Brasil e outros paises da América do Sul, pertencendo a este
género os aragas e as goiabeiras. Devido ao potencial antioxidante, a presenca de vitaminas e 6leo essencial,
muitas industrias farmacéuticas estdo despertando interesse quanto ao estudo de algumas das espécies
pertencentes a este género. Diversos estudos demonstraram atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatéria, analgésica, antipirética, espasmolitica e depressora do Sistema Nervoso Central. Muitas sdo
utilizadas popularmente como plantas medicinais, sendo as espécies de Psidium popularmente utilizadas para
cicatrizagdo e contra diarreia. Apesar de algumas espécies ja serem amplamente estudadas e pesquisadas
quanto as suas atividades biolégicas, outras espécies do género ainda carecem de informagdes. Como é o caso
das espécies de Psidium, as quais foram relatadas significativas atividades anti-inflamatoérias, por exemplo.
O presente trabalho tem por objetivo detectar a atividade antimicrobiana frente a bactéria Escherichia coli,
um micro-organismo Gram-negativo responsavel por causar infec¢des urinarias, gastroenterite, dentre outras
infeccbes com quadro clinico de diarreia, febre, vomito e outras complicacdes que podem evoluir levando
pacientes a 6bito. A coleta do material vegetal foi realizada no municipio de Alegrete - RS, o 6leo essencial foi
preparado com folhas frescas que foram trituradas em liquidificador industrial. Foi utilizada a proporgao de
droga:solvente 1:10 (m/v). O 6leo foi obtido utilizando a técnica de arraste a vapor, com Clevenguer modificado.
Para atividade antimicrobiana, utilizou-se a técnica de micro diluicdo em caldo, Escherichia coli (ATCC 25922),
em concentracdes que variaram de 40 mg/mL - 0,625 mg/mL. Encontrou-se a concentracao bactericida
minima (CBM) do 6leo na concentracdo de 5 mg/mlL e a concentragio inibitéria minima (CIM) em 5 mg/mL.
Pode se concluir a partir dos resultados obtidos que o 6leo essencial apresentou uma CIM e CBM moderada,
porém promissora; uma vez que 6leos essenciais sdo misturas complexas de mono- e sesquiterpenos e, se
isolados, poderdo apresentar valores de CIM e CBM muito menores.

Palavras-chave: Escherichia coli. Psidium salutare. Oleo essencial. CIM.
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A familia Myrtaceae é considerada uma das principais familias da flora brasileira, possuindo mais de
5500 espécies, das quais cerca de 1000 sdo encontradas em todos os biomas brasileiros. Um dos géneros
mais numerosos dentro desta familia é o género Eugenia, que abrange mais de 1000 espécies. Diversos
estudos demonstraram atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria, analgésica, antipirética,
espasmolitica e depressora do Sistema Nervoso Central para espécies do género Eugenia, das quais muitas
sdo utilizadas popularmente como plantas medicinais. Apesar de algumas espécies ja serem amplamente
estudadas e pesquisadas quanto as suas atividades bioldgicas, outras espécies do género ainda carecem de
informacoes. Dentre elas podemos salientar a Eugenia pyriformis Cambess, uma espécie nativa do Brasil.
A espécie é bastante empregada em paisagismo, devido ao fato de seus frutos serem consumidos por
diversas espécies de passaros, tem também seu uso indicado em reflorestamento. O objetivo deste trabalho
é avaliar a atividade antimicrobiana frente a bactéria Streptococcus mutans, um micro-organismo Gram-
positivo responsavel por causar caries e doencas periodontais. A coleta do material vegetal foi realizada no
municipio de Lajeado - RS, os extratos foram preparados com folhas secas ao ar livre que foram trituradas em
liquidificador industrial. Foi utilizada a propor¢ao de droga:solvente 1:10 (m/v). O extrato aquoso foi obtido
por infusdo durante 30 minutos, ja o extrato etandlico foi obtido por maceracio estatica, a frio, empregando
alcool etilico 90% por um periodo de 7 dias. Ap6s o periodo de extracdo, em ambos procedimentos, o
material foi filtrado e o solvente evaporado em rota-evaporador. Para atividade antimicrobiana, utilizou-se a
técnica de micro diluicdo em caldo, Streptococcus mutans (ATCC 25175), em concentragdes que variaram de
40 mg/mL - 0,625 mg/mL. Encontrou-se a concentracdo bactericida minima (CBM) dos extratos aquosos e
etandlicos na concentragdo de 1,25 mg/mL e a concentragao inibitéria minima (CIM) em 2,5 mg/mL. A partir
dos resultados obtidos pode-se concluir que ambos os extratos apresentaram uma CIM e CBM moderada,
porém promissoras; uma vez que extratos constituem misturas complexas de metabolitos e, se fracionados,
poderao apresentar valores de CIM e CBM muito menores.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Eugenia. Concentracdo inibitéria minima. Concentracdo bactericida
minima.
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Dyckia hebdingii L. B. Sm. é uma bromélia endémica do Rio Grande do Sul, encontrada facilmente sobre
afloramentos rochosos. Considerando seu valor ornamental e as dificuldades de propagacdo sexuada da espécie
em condi¢Bes naturais, objetivou-se com este trabalho avaliar a germinacdo de sementes de D. hebdingii em
meio MS sob diferentes dosagens de sacarose. As sementes foram coletadas in situ em Barao do Triunfo, RS
em fevereiro de 2015 e armazenadas sob temperatura de 4 a 62C até instalacdo dos testes. O trabalho foi
conduzido no Laboratério de Biotecnologia em Horticultura (LBH) da Faculdade de Agronomia da UFRGS.
Primeiramente, foi realizada a desinfestacdo das sementes em alcool 70%, por 1 minuto seguido de hipoclorito
de so6dio a 2%, por 10 minutos. Em fluxo laminar foi realizada a triplice lavagem do material em 4gua deionizada
e autoclavada. Foram utilizados cinco tratamentos, 0 g.L* 10 g.L.?, 20 g.L'%, 30 g.L'}, e 40 g.L'}, de sacarose em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes de quatro frascos e cinco sementes por frasco
para a semeadura in vitro. Os frascos permaneceram em sala de crescimento com temperatura de 25 a 29°C
e fotoperiodo de 16 horas. Apds 4 dias de realizada a semeadura, a cada 2 dias foram avaliadas a germinacado
(G), IVG (indice de velocidade de germinacao), IVGM (indice de velocidade de germinacdo médio), TMG (tempo
médio de germinacdo), TMP (tempo médio de plantulas), IVPM (indice de velocidade de plantulas), formacao
de plantulas e plantulas formadas por semente germinada, durante 22 dias. As variaveis foram submetidas
a ANOVA e andlise de regressao linear a 1% de probabilidade. Para as variaveis germinacao, formagao de
plantulas e plantulas formadas por semente germinada nido houve diferencga estatistica entre os tratamentos.
Para asvariaveis IVGM, IVG E IVPM houve uma resposta negativa com a adi¢do de sacarose diminuindo em 55, 50
e 63%, respectivamente. Ja para as variaveis TMG e TMP houve um aumento com adicdo de sacarose em 54% e
61,5%, respectivamente. Portanto, o aumento da dosagem de sacarose aumenta o tempo e consequentemente
diminui a velocidade de germinacdo e formacdo de plantulas. Nessas condicdes, a auséncia de sacarose se
mostrou favoravel para que as sementes dessa espécie germinem e formem plantulas em um menor tempo.

Palavras-chave: Bromélia. Espécie nativa. Propagacao sexuada. Floricultura.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 216



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

PROPAGACAO IN VITRO DE VRIESEA FLAMMEA L.B.SM.
(BROMELIACEAE) EM BAIXAS CONCENTRACOES DE
MACRONUTRIENTES

M. H. SASAMORI**, D. ENDRES JUNIOR!? e A. DROSTE"?

! Universidade Feevale, Laboratdrio de Biotecnologia Vegetal, Rodovia ERS 239, 2755, Novo Hamburgo - RS, CEP. 93.525-075
2 Programa de P6s-Graduagdo em Qualidade Ambiental
*e-mail: marcio_sasamori@yahoo.com.br

Vriesea flammea L.B.Sm. é uma espécie endémica do Brasil, do bioma Floresta Atlantica. O objetivo do estudo
foi avaliar a influéncia de diferentes concentragées de macronutrientes do meio MS sobre o desenvolvimento
de V. flammea. Os tratamentos consistiram em: 25% e 50% dos sais nitrogenados (T1 e T2), bem como 25% e
50% dos macronutrientes (T3 e T4), além do tratamento com 100% dos nutrientes do meio MS (T5). Ao meio,
foram acrescidos 0,4% de Phytagel™, 0,5% de carvao ativado, 3% de sacarose e o pH foi ajustado em 6,4 antes
da esterilizagdo. Plantulas com 1,0 + 0,5 cm de comprimento da parte aérea (CPA) oriundas da germinacdo in
vitro foram cultivadas em frascos com 30 mL de meio. Para cada tratamento, foram cultivados 70 individuos,
totalizando 350 plantulas. A cada 60 dias, foi realizado um subcultivo. A sobrevivéncia, o CPA, o nimero de
folhas (NF), o comprimento da raiz maior (CRM), o nimero de raizes (NR) e a massa fresca (MF) das plantulas
foram mensurados ap6s 180 dias. As médias foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de Student-Newman-Keuls (p=0,05). As maiores porcentagens de sobrevivéncia das plantulas foram
observadasem T1 (86%) e T2 (93%), enquanto que em T3, T4 e T5 a sobrevivéncia foi de 76 a 79% (H=10,121;
p=0,038). Para o sistema aéreo, o T3 proporcionou significativamente as maiores médias de CPA (5,1 cm;
H=19,641; p=0,001) e NF (14; H=26,992; p<0,001). Em T1, T2 e T4, os valores foram intermediarios para
o CPA (4,4 a 4,7 cm), enquanto que T5 proporcionou significativamente a menor média (4,0 cm). Para o NF,
T1, T2, T4 e T5 proporcionaram médias significativamente inferiores, que variaram de 10 a 12. No sistema
radicular, o CRM das plantulas em T1, T2, T3 e T4 ndo diferiu significativamente e variou de 2,2 a 2,4 cm
(H=23,395; p<0,001), porém em todos foi superior ao CRM em T5 (1,8 cm). Para o NR, as plantulas oriundas
do meio T3 apresentaram significativamente a maior média (3,3; H=37,010; p<0,001). Os demais tratamentos
proporcionaram médias entre 2,1 e 2,7. Para a MF, T3 proporcionou significativamente a maior média (250 mg:
H=18,819; p=0,001), enquanto que T1, T2 e T4 proporcionaram valores intermediarios (200 a 213 mg) e T5
proporcionou a menor média (146 mg). Os resultados indicam que as reducdes dos macronutrientes do meio
MS beneficiaram o desenvolvimento das plantulas de V. flammea, sendo o meio com 25% dos macronutrientes
(T3) recomendado para a propagacao da espécie, visando sua conservagao.

Palavras-chave: Bromélias. Conservacao. Micropropagacdo. Sais nitrogenados.

SUMARIO ISBN 978-85-8167-169-7 217



Ne— 1° BioTECSUL

_—
\T"“—«J_thb‘j CONGRESSO DE BIOTECNOLOGIA DA REGIAO SUL

CENARIO ATUAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

PATOGENICIDADE DE ISARIA FUMOSOROSEA SOBRE O
PRINCIPAL ACARO PRAGA DA VIDEIRA DO ESTADO DO RIO
GRANDE DO SUL, BRASIL

C. A. GRAFF", L. JOHANN, C. F. V. de SOUZA? e N. ]. FERLA?

1 Centro Universitario UNIVATES, Avenida Avelino Tallini, 171. Bairro Universitario, Lajeado - RS, Brasil.
*Apresentador: claudiagraff@univates.br

A vitivinicultura no estado do Rio Grande do Sul tem sofrido infestacdes significativas de acaros praga,
destacando-se recentemente Panonychus ulmi (Koch) cujo aparecimento deve-se ao uso excessivo de produtos
fitossanitarios. Ha relatos sobre a capacidade de controle de acaros fitofagos com Isaria fumosorosea. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a acdo patogénica de I. fumosorosea sobre populagdes de P ulmi. As criagdes de P. ulmi
foram estabelecidas em laboratdrio a partir de coleta realizadas em videiras da Serra Gadcha. As aplicacdes
de suspensoes de esporos em diferentes concentragdes sobre ovos de P, ulmi. As triplicatas consistiram de 10
fémeas de 12 a 15 dias tratadas com suspensio a 108 esporos.mL™". As testemunhas foram tratadas com 4gua
destilada. Sete dias da aplicacdo, observou-se 55,6% de ovos ndo eclodidos tratados com suspensio a 10°
esporos.mL*; com fémeas tratadas obteve-se mortalidade total entre 85-90% e mortalidade confirmada entre
50-55%. A mortalidade maxima dos controles no tratamento dos ovos e das fémeas foi, em média, de 12,8 e
15,5%, respectivamente. Conclui-se que o isolado I. fumosorosea possui habilidade para infectar ovos e fémeas
adultas de P, ulmi e portanto, estimulam a continuidade da pesquisa para aplicagdo a campo.

Palavras-chave: Panonychus ulmi. Fungos entomopatogénicos. Controle microbiano.
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RESPOSTAS DE FOLHAS DE ARROZ ALTAMENTE INFESTADAS
PELO ACARO FITOFAGO SCHIZOTETRANYCHUS ORYZAE (ACARI:
TETRANYCHIDAE)

G. BUFFON*, E. A. R. BLASI* M. A. S. dos SANTOS?, M. BERGER*; L. SANTI'?, M. LAVALLEE-ADAMS, J.
R. YATES I1I5, ]. SCHWAMBACH?, W. 0. BEYS-da-SILVA*?e R. A. SPEROTTO"?
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0 arroz é o principal alimento para aproximadamente metade da populacdo mundial, além de contribuir
com 20% da produgdo de cereais no mundo. No entanto, o rendimento da produgao de arroz sofre queda em
virtude de diferentes estresses bioticos. Uma das perdas mais significantes nesta producido é causada pela
infestacdo de acaros fit6fagos, que podem danificar as plantas de arroz durante todo o seu desenvolvimento.
Com o objetivo de melhor entender as respostas fisiolégicas e moleculares de plantas de arroz altamente
infestadas pelo acaro fitéfago Schizotetranychus oryzae, plantas contendo aproximadamente 180 &caros por
folha foram analisadas. Plantas controle (sem infestacao de S. oryzae) foram mantidas isoladas para prevenir
a infestacdo dos acaros. A localizagdo histoquimica in situ de espécies reativas de oxigénio, utilizando nitro
blue tetrazolium (NBT) e diaminobenzidine (DAB), além da localiza¢do histoquimica de perda de integridade
de membrana plasmatica, utilizando Evans Blue, indicou que as folhas infestadas apresentavam altos niveis
de radical superoxido e peréxido de hidrogénio, além de apresentarem sinais que indicavam altos niveis de
morte celular. Estes resultados sugerem um estresse oxidativo bem estabelecido nas folhas infestadas pelo
acaro. As folhas altamente infestadas também mostraram reducio na quantidade de clorofila, indicativo de um
processo de senescéncia na planta. Tal hipétese foi confirmada pela alta expressao do gene OsSGR (marcador de
senescéncia) nas folhas infestadas. A analise por MudPIT (Multidimensional Protein Identification Technology)
levou a identificagdo de 184 proteinas diferencialmente expressas, sendo 94 exclusivas ou mais abundantes nas
folhas controle, e 90 exclusivas ou mais abundantes nas folhas altamente infestadas. Os dados de prote6mica
serdo confirmados por ensaios enzimaticos e RT-qPCR, a fim de se obter um conjunto de dados altamente
confiaveis que represente as proteinas diferencialmente expressas em folhas de arroz apds infestacao do acaro
S. oryzae. Estes dados poderao ser Uteis em futuros programas de melhoramento genético de plantas de arroz
que busquem a resisténcia de plantas de arroz a infestacdo de acaros fitéfagos.

Palavras-chave: Histoquimica in situ. MudPIT. Proteinas expressas.
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SOPHRONITIS CERNUA LINDL. (ORCHIDACEAE) PROPAGADA IN
VITRO SOB DIFERENTES CONCENTRACOES DE SACAROSE

D. ENDRES JUNIOR'?, M. H. SASAMORI*?* e A. DROSTE"?
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Sophronitis cernua Lindl. é uma pequena orquidea epifitica, que apresenta flores de coloracdo alaranjada,
sendo alvo da coleta indiscriminada. O estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da sacarose sobre o
desenvolvimento de S. cernua. Plantulas oriundas da germinacido assimbidtica (1,1 * 0,3 cm de altura da
parte aérea - APA) foram cultivadas em frascos contendo 30 mL de meio MS. Os tratamentos consistiram nas
concentragdes de 10, 30, 60 e 90 g L' de sacarose (S1, S3, S6 e S9), combinada com a redugdo de 50% dos
macronutrientes originais. Os meios foram acrescidos de 0,4% de Phytagel™, 1% de carvao ativado e o pH
foi ajustado a 5,7 antes da esterilizacdo. Para cada tratamento, foram cultivados 70 individuos, totalizando
280 plantulas. Apés 180 dias de cultivo, a sobrevivéncia, a APA, o nimero de folhas (NF), o comprimento
da raiz maior (CRM), o nimero de raizes (NR) e a massa fresca (MF) foram mensurados. As médias foram
comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (p=0,05). O tratamento
S3 proporcionou maior sobrevivéncia dos individuos (100%), seguido por S1 (93%), S6 (90%) e S9 (88%)
(H=5,06; p=0,167). As plantulas dos tratamentos S3 (1,9 cm) e S6 (1,8 cm) apresentaram maiores médias de
APA, que diferiram significativamente daquelas de S1 e S9 (1,6 e 1,7 cm; H=15,46; p=0,002). Os tratamentos
S1 (6,0), S6 (5,6) e S9 (5,0) proporcionaram maiores médias para o NF, diferindo significativamente de S3
(4,8; H=9,16; p=0,027). Para o NR, as plantulas oriundas do meio S6 apresentaram significativamente a maior
média (12,6), enquanto que em S1 (6,6), S3 (9,4) e S9 (8,8), os valores foram inferiores (H=31,93; p<0,001).
Nos meios S1 e S3, as plantulas apresentaram as maiores médias de CRM (5,2 e 5,0 cm), ndo diferindo de S6
(4,4 cm), enquanto em S9, a média foi significativamente inferior (3,3 cm; H=20,98; p<0,001). O tratamento S3
proporcionou maior massa as plantulas (625 mg), seguido de S6 e S1 (508 e 475 mg). A maior concentracio
de sacarose (59) nao foi benéfica para a MF, proporcionando significativamente a menor média (341 mg;
H=11,68; p=0,009). Os resultados indicam que a concentracdo de sacarose influenciou no desenvolvimento
das plantulas de S. cernua. A adi¢do de 30 g L! de sacarose ao meio beneficiou a propagacdo dos individuos,
permitindo a conservacdo da espécie por meio da cultura in vitro.

Palavras-chave: Orquidea. Conservacdo. Micropropagacdo. Carboidrato. Nutricao.
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PAPEL DO FATOR DE TRANSCRICAO OSNAC5 NO
DESENVOLVIMENTO DE SEMENTES DE ARROZ
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Oarroz (Oryzasativa) é alimento basico para metade da populacdo mundial. Os graos, em especial o endosperma,
apresentam baixas concentracdes de micronutrientes essenciais como ferro (Fe) e zinco (Zn). Deficiéncias de
Fe e Zn sdo as duas mais comuns em humanos, afetando de 25 a 30 % da populacdo mundial. Em trabalhos
anteriores, o fator de transcricdo OsNACS foi caracterizado como possivel regulador da senescéncia em folhas-
bandeira de arroz, possivelmente atuando na remobilizacio de Fe e Zn para os grdos. O gene OsNAC5 é regulado
por ABA e tem sua expressao induzida por estresses abiéticos. Dados anteriores do nosso grupo identificaram
plantas mutantes que apresentam inser¢do de T-DNA no promotor do gene OsNAC5 (OsNAC5-0X). Essa insercao
levou a acimulo de transcritos de OsNAC5, causando diversas alteragdes fenotipicas na linhagem mutante em
relacdo ao respectivo tipo selvagem. Dentre elas, observou-se reducio no crescimento de raizes e parte aérea
nas plantas da linhagem OsNAC5-0X. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o efeito da superexpressao de
OsNAC5 no rendimento, tamanho e peso de sementes. O rendimento das sementes foi analisado por meio de
contagem de paniculas e de nimero de, sementes cheias e vazias por panicula, provenientes de plantas OsNAC5-
OX e do tipo selvagem. O tamanho das sementes foi medido com o auxilio do programa Image]®. A pesagem dos
graos foi realizada em balanga de precisdo, sendo os valores expressos na forma de peso de 1000 sementes.
O ndmero de paniculas, o nimero total de sementes e 0 nimero de sementes cheias foram significativamente
menores em plantas OsNAC5-0X do que em plantas do tipo selvagem. O tamanho das sementes de OsNAC5-0X
foi 13,44% menor do que do tipo selvagem. O peso de sementes, de plantas OsNAC5-0X foi 32,30% menor do
que o peso de sementes do tipo selvagem. Pode-se concluir que a superexpressdo de OsNAC5 leva a redugdo de
rendimento dos graos, bem como a menor tamanho e peso de graos. Como perspectivas, serdo quantificados
22 elementos em grdos de plantas OsNAC5-0X e do tipo selvagem por ICP-MS (inductively-coupled plasma
mass spectrometry) além de determinados os tamanhos de células da camada de aleurona e do endosperma
em cortes histologicos de sementes.

Palavras-chave: Fator de transcricido. Arroz. Mutante. Semente. Senescéncia.
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PROJETO BIOGC: MAPEAMENTO DE PROCESSOS DE UM
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL
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*E-mail apresentador (sganzerlagustavo@gmail.com, joselischwambach@gmail.com)

Processos trata-se de uma ordenacio especifica das atividades de trabalho no tempo e espago, com um comeco
e fim; entradas e saidas claramente visiveis constituindo uma estrutura para a a¢do. Desta forma, processos
ajudam a implementar a estratégia da organizacio, os valores que uma organizacdo tem serdo colocados em
pratica através dos processos, que sdo ativos de grande valor e refletem o funcionamento da organizacao.
Ao mapear processos, utiliza-se uma ferramenta gerencial para ajudar a melhorar os processos existentes;
esta técnica também auxilia a organizacdo a ter uma visdo mais clara e objetiva de quais sdo seus pontos
fortes e fracos. O objetivo geral desse trabalho concentra-se em realizar o mapeamento de processos do
laboratério de biotecnologia vegetal pertencente ao Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do
Sul. Ao realizar o mapeamento de processos, identificando os pontos fortes e fracos da organizacao, serdo
propostas melhorias. Primeiramente, para poder propor essas melhorias, foi necessario realizar um estudo
de caso, diagnosticando a situagdo atual do laboratorio, isto deu-se através de visitas estruturadas. Nessas
visitas foi analisado e documentado pelo pesquisador como os processos acontecem no laboratério. Lado a
lado da analise dos processos foram realizadas entrevistas documentadas com os integrantes dos laboratorios,
buscando mais detalhes sobre o funcionamento interno e também identificando pontos fortes e fracos. Ao
realizar o mapeamento dos processos do laboratério, foi identificado dois tipos principais de pesquisa que sdo
conduzidos: relacionadas a propagacao e ao controle de doengas. Internamente, o laboratério esta submisso
a grande rotatividade de integrantes, fazendo com que o conhecimento esteja detido em poucas pessoas; ndo
estd presente nele nenhum sistema informatizado para recorrer a atividades corriqueiras. Ao concluir esse
trabalho, ficou claro a necessidade das organizagdes atuais padronizarem seus processos, tendo ganho em
diversos setores e podendo assim sobrepor alguns pontos fracos identificados. Isso somado ao modo atual
de funcionamento, com integrantes muito experientes, traz beneficios concretos para o laboratério. Sera
proposto num trabalho posterior uma ferramenta que implemente e entregue gestiao do conhecimento ligado
ao mapeamento de processos. Mapear processos entra como pec¢a fundamental neste trabalho, onde em
primeiro ponto é necessario identificar a maneira da qual os processos ocorrem para, apds incorporar este
diagndstico em uma ferramenta computacional para promover a gestdo do conhecimento.

Palavras-chave: Gestdo do conhecimento. Processos. Tecnologia da informacao.
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CARACTERIZACAO DE PLANTAS DE ARROZ COM MUTACAO NO
TRANSPORTADOR OsNRAMP1
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O arsénio (As) é um elemento téxico nido-essencial. Em humanos, a exposicdo ao As aumenta o risco de
desenvolvimento de cancer. O arroz (Oryza sativa L.) é um dos alimentos mais consumidos no mundo, sendo
basico para metade da populacdo mundial. Porém, quando cultivado sob irriga¢do, como no Rio Grande do Sul,
os graos de arroz podem acumular As em concentra¢des acima do limite de toxidez. Assim, é crucial entender
os mecanismos de absor¢do e acimulo de As em plantas de arroz, desde a rizosfera até a alocacido para os
grdos. Estudos anteriores indicam que o transportador OsNRAMP1 pode ser importante para o acimulo de
As em sementes. OSNRAMP1 também ja foi caracterizado como um transportador de ferro, sendo induzida
a sua sintese em raizes sob deficiéncia de ferro. O objetivo deste trabalho é caracterizar plantas de arroz
de uma linhagem mutante que ndo apresenta copia funcional de OsNRAMP1, osnramp1, pois o gene possui
insercdo do transposon Tos17. Plantas mutantes e selvagem foram germinadas em placas de petri por sete
dias e cultivadas em solo de turfa por 30 dias, sendo irrigadas com solugio nutritiva controle. Apés, as plantas
foram submetidas a excesso de ferro (Fe, 2.23 mM), excesso de zinco (Zn; 200 uM) ou excesso de manganés
(Mn; 50 uM), além do tratamento controle. Depois de 15 dias, foram coletadas amostras da terceira folha
completamente expandida para andlise por ICP-MS (inductively-coupled plasma mass spectrometry; n = 6),
sendo quantificados 22 elementos (Zn, Fe, Mn, Co, Ni, Cu, As, Mo, Cd, B, Na, Mg, P, §, K, Ca, Ti, Cr, Se, Rb, Sr
e Pb). Quando em solugdo controle, a concentraciao de As foi 24,60% menor nas folhas do mutante do que
no tipo selvagem. Quando cultivado sob excesso de Zn, o mutante apresentou concentracdo de Zn 71,95%
maior em folhas maior do que o selvagem. Sob excesso de Mn, o mutante apresentou aumento de 29,95%
na concentra¢do de Mn. Os resultados indicam que OsNRAMP1 pode ter papel na absorcdo de As em plantas
de arroz, além de ser importante para a homeostase de Zn e Mn. A seguir, serdo quantificados os mesmos 22
elementos em sementes de plantas do tipo selvagem e osnramp1. Também sera realizada andlise de crescimento
de raizes e parte aérea de plantas sob condi¢ao de deficiéncia de Fe e sob concentrac¢des toxicas de As, além da
quantifica¢do de expressao tecido-especifica de OsSNRAMP1 (e de transportadores conhecidos que respondem
a deficiéncia de Fe) por PCR em tempo real em diferentes tecidos de plantas mutantes e selvagens.

Palavras-chave: Arroz. Arsénio. Transportador. Nramp. Ferro.
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RECONHECIMENTO DAS PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO
OLEO DE SEMENTE DO TABACO ENERGETICO
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Oleos vegetais sdo considerados grandes poténcias energéticas para a producido de biodiesel. As técnicas de
produgdo variam e dependem do tipo de 6leo vegetal. Devido suas caracteristicas, o 4leo da semente de tabaco
representa uma alternativa como matéria-prima oleoquimica e uma potencialidade de diversificacio da
producao de tabaco no Sul do Brasil com um cultivo que nao é utilizado para a producdo de folhas para fumar.
Assim, objetivou-se com este trabalho, analisar a qualidade do 6leo presente nas sementes do tabaco Solaris
e assim, poder avaliar a potencialidade de desenvolvimento de novos bioprodutos a partir desta matéria-
prima. Inicialmente foi extraido o 6leo da semente por prensagem em escala piloto, obtendo o 6leo que foi
centrifugado e analisado por Cromatografia Gasosa, Indice de iodo, Indice de acidez, densidade, viscosidade,
Indice de insaponificaveis, Indice de saponificaveis, indice de refracdo, conforme métodos descritos pela
American Oil Chemist’s Society (AOCS). Na extracdo foi obtido aproximadamente 30% de 6leo contendo
borra da extragdo. As amostras centrifugadas foram analisadas e armazenadas para uso em processos de
transformacao. Os resultados das analises indicaram que os valores obtidos conferem com os valores previstos
para 6leo de semente de tabaco, independente da cultivar estudada. O indice de iodo resultou em 144,74 g
1/100g de dleo, o indice de acidez em 3,7 mg KOH g™ de éleo, indice de saponificacdo em 190,66 mg KOH g™*
de 6leo, a viscosidade foi de 84,77 cSt, densidade foi determinada como 0,923 g cm™, o indice de refracdo
a temperatura ambiente foi de 1,478 e o peso especifico de 0,9877 N/m?>. Estes dados associados a analise
cromatogréafica da fase saponificavel e insaponificavel, nas quais se identificou a composicao de acidos graxos,
bem como a presenca de tocoferéis, permitem inferir que o 6leo de semente de tabaco Solaris apresenta uma
composicdo semelhante a de outros 6leos vegetais com potencial para a produgdo de varios bioprodutos.
Muitos dos bioprodutos oriundos do dleo de soja, como biodiesel, polimeros, lubrificantes e outros, podem ser
produzidos a partir do 6leo de semente de tabaco Solaris.

Palavras-chave: Semente de tabaco. Oleoquimica. Caracterizacdo do 6leo.
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ESTAQUIA DE UMA ESPECIE NATIVA DA FAMILIA CARICACEAE
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Uma espécie arborea nativa, dioica, da familia Caricaceae, esta incluida na Lista das Plantas Alimenticias Nao
Convencionais. Além disso, é portadora de um gene que a torna resistente ao virus causador da mancha anelar
no mamao e é produtora de papaina, enzima que o Brasil importa. Com o estabelecimento de uma técnica para
a producdo de mudas em escala, a espécie podera passar a ser explorada de diferentes formas, o que inclui as
agroflorestas e asreservas legais, conforme permitido pelalegislacdo vigente. O estudo teve como objetivo testar
a propagacdo da espécie através da aplicacdo da técnica de estaquia. Estabeleceu-se um experimento piloto em
casa de vegetacdo com nebulizagdo automatica com diferentes substratos e didmetros das estacas, sem o uso
de hormdnios. O acompanhamento do experimento possibilitou a constatacdo de que excesso de agua gerado
pela nebulizacao poderia estar causando o apodrecimento das estacas. Um novo experimento foi estabelecido
em estufa agricola com irrigacdo manual diaria, utilizando casca de arroz carbonizada como substrato. Foram
testadas estacas com duas escalas de diametros (0,8 a 1,2 cm e 1,5 a 2,5 cm) obtidas de uma planta pistilada,
e a imersdo destas por 10 segundos em uma solugio hidro alcéolica com adigio de Acido Indolbutirico (AIB)
(0,3 g L'!) e em agua autoclavada. Para cada tratamento foram estabelecidas quatro repeti¢cdes de dez estacas.
ApOs sessenta dias, as estacas foram avaliadas quanto ao percentual de enraizamento, nimero, comprimento,
volume, massa fresca e seca de raizes, nimero e altura das brotacées, nimero de folhas, massa fresca e seca
das brotacoes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Poucas estacas sobreviveram nos
tratamentos com estacas finas e sem o uso de AIB, neste caso, independente do tipo de estaca. Nas variaveis da
parte aérea, as diferencas foram significativas (p<0,05) somente para massa fresca e seca na interagdo entre
os fatores (tipo de estaca e uso do AIB). Para nimero e volume de raizes, a diferenca foi significativa para o
tipo de estaca e presenca de AIB, cujas médias foram mais elevadas. Ja o comprimento de raizes foi favorecido
apenas pelo uso do AIB, embora na interacao dos dois fatores, a diferenca tenha sido significativa. Os resultados
mostram que a propagac¢ado por estaquia é possivel e favorecida quando utilizadas estacas grossas tratadas
com AIB. Mais estudos serdo necessarios para a definicdo clara da metodologia a ser seguida.

Palavras-chave: Acido indolbutirico. Agroflorestas. Espécie nativa. Planta alimenticia nio convencional.
Propagacao vegetativa.
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ESTAQUIA DE UMA ESPECIE DA FAMILIA LAMIACEAE COM
POTENCIAL ACARICIDA

J. SIQUEIRAY, C. R. ORLANDI!, M. TEIXEIRAY, J. A. da L. CORREIA?, C. GRIEBELER?, C. S. FIOR?e E. M.
de FREITAS!
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2Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 7712, Porto Alegre, RS
* joseane.siqueira@yahoo.com.br

A espécie em estudo, da familia Lamiaceae, é endémica dos campos do Bioma Pampa do Rio Grande do Sul e
ameacada de extingdo. Apresenta altas concentragdes de 6leo essencial com ag¢do alelopatica, antimicrobiana,
antifingica, inseticida e larvicida. No entanto, para que a espécie possa ser explorada comercialmente para
os diferentes fins, garantindo a sua preservacao, é preciso desenvolver uma metodologia para a producado
de mudas em escala. Assim, com o objetivo de verificar se a espécie pode ser propagada por estaquia e
estabelecer algumas técnicas a serem adotadas, foram estabelecidos dois experimentos. No primeiro, foram
testadas estacas com e sem apice, oriundas de material coletado de uma populacio in situ, padronizadas em
6,0 cm, trés pares de folhas apicais seccionadas pela metade e estabelecidas em bandejas pretas de polietileno.
Foram testados os substratos casca de arroz carbonizada (CAC) e uma mistura de CAC com fibra de coco (FC)
(66 e 33 %), com delineamento completamente casualizado. No segundo experimento, utilizando a mesma
metodologia, foram testadas estacas apicais obtidas de plantas mantidas em casa de vegetacao e oriundas de
populacdo in situ. A avaliacao foi realizada aos 25 dias apdés a instalacdo, sendo contabilizados: o percentual de
enraizamento, a massa fresca e seca das estacas, o nimero de brotacoes, a altura da parte aérea e, comprimento,
volume, massa fresca e seca de raizes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA). Para
ambos os experimentos, o percentual médio de enraizamento foi de 77%, sem diferenca estatistica entre os
tratamentos. No primeiro experimento, ao considerar o tipo de estaca, as variaveis volume de raiz e massa seca
das plantas ndo enraizadas diferiram entre si, sendo as maiores médias atingidas pelas estacas ndo apicais.
No segundo experimento, o substrato formado por CAC e FC possibilitou maior comprimento de raizes, ndo
havendo diferenca entre as demais variaveis. Ao considerar a origem das estacas, as variaveis massa fresca
e seca das estacas enraizadas, comprimento, volume e massa fresca e seca de raizes foram superiores nas
estacas oriundas de plantas mantidas em casa de vegetacdo. Os experimentos mostraram que a propagacio
da espécie por estaquia é viavel, sendo esta favorecida pela utilizacdo de estacas com apice, obtidas de plantas
em casa de vegetacdo, dando-se preferéncia para o substrato formado pela mistura de CAC e FC, pois houve
melhor desenvolvimento radicular.

Palavras-chave: Propagacio vegetativa. Produ¢io de mudas. Espécie endémica. Oleo essencial.
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CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE MUTANTES YELLOW
STRIPE-LIKE DE ARROZ
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0 arroz (Oryza sativa) é alimento basico para a dieta de cerca de metade da populacdo mundial. O endosperma,
parte mais comumente consumida, é rico em amido, porém pobre em micronutrientes essenciais para
humanos, como o ferro (Fe). A anemia causada pela deficiéncia de Fe atinge mais de um terco da populacao
mundial. Logo, a caracterizacao dos genes envolvidos na absorg¢do de Fe e no seu acimulo nos graos de arroz
pode impactar diretamente a nutricio humana. Proteinas da familia YSL (Yellow stripe-like) de arroz foram
anteriormente descritas como transportadores de metais ligados a fitossideréforos. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi caracterizar duas linhagens mutantes contendo inser¢io do transposon Tos17 em genes da familia
YSL: ysl13 e ysl15. Plantas dos mutantes e do tipo selvagem foram germinadas em placas de petri por sete dias
e cultivadas em solo de turfa por 30 dias, sendo irrigadas com solucdo nutritiva controle. Apds, as plantas
foram submetidas a excesso de ferro (Fe; 2,23 um), excesso de zinco (Zn; 200 um) ou excesso de manganés
(Mn; 50 um), além do tratamento controle. Depois de 15 dias, foram coletadas amostras da terceira folha
completamente expandida para andlise por ICP-MS (inductively-coupled plasma mass spectrometry; n = 6),
sendo quantificados 22 elementos (Zn, Fe, Mn, Co, Ni, Cu, As, Mo, Cd, B, Na, Mg, B, S, K, Ca, Ti, Cr, Se, Rb, Sr e
Pb). Plantas mutantes apresentaram menor concentragao foliar de Fe do que plantas selvagens, em todos os
tratamentos, exceto em excesso de Fe para ysi15. Também foi observada menor concentragio foliar de Mn,
exceto em excesso de Zn para os dois mutantes. Posteriormente, foi avaliado o crescimento dos mutantes em
condicdo controle ou de deficiéncia de Fe. Em condicdo controle, o comprimento radicular foi 54% e 30%
menor em ysl13 e ysl15 do que no tipo selvagem. O comprimento de parte aérea foi, respectivamente, menor
60% e 38%. Em condicao de deficiéncia de Fe, o comprimento de parte aérea foi 32% menor em ysi13 do que
no tipo selvagem. Estes resultados sugerem que YSL13 e YSL15 sdo potenciais transportadores de Fe e Mn, e
que podem ter papel na resposta a deficiéncia de Fe em plantas de arroz. A seguir, serao realizadas analises de
ICP-MS de raizes e folhas de plantas sob condi¢ao controle e de deficiéncia de Fe, assim como a quantificaciao de
expressao tecido-especifica por PCR em tempo real de YSL.13 e de transportadores conhecidos que respondem
a deficiéncia de Fe, em plantas mutantes e selvagens.

Palavras-chave: Arroz. Ferro. Transportador. Mutantes. Deficiéncia.
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Uma das espécies conhecidas como parte constituinte da flora da regido sul, a goiabeira (Psidium guajava
L.) é amplamente cultivada por sua fruta, e foi mundialmente difundida em areas tropicais e subtropicais.
Atualmente ainda para muitas espécies frutiferas os problemas de conservacao e de germinag¢io das sementes,
como a goiabeira sdo relevantes. Apesar da importancia dessa espécie e de seu intenso cultivo no Brasil, ndo
ha recomendacio para o teste de germinacio nas Regras para Analise de Sementes por este motivo o objetivo
deste trabalho foi testar o meio de cultura MS com diferentes concentragdes de sais e sacarose e avaliar sua
influéncia na germinacio e indice de velocidade de germinagdo em sementes de goiaba. Para a obtencio de
sementes os frutos foram esterilizados e cortados, sua polpa foi retirada e foram realizadas sucessivas lavagens
utilizando agua corrente para que removesse todo excesso de polpa. As sementes foram esterilizadas com
hipoclorito 2,5% durante 20 minutos, pois apresentam um alto indice de contaminacao, e foram realizadas
sucessivas lavagens utilizada agua destilada autoclavada. Os meios de cultivo forma preparados para a
germinacdo inicial, contendo sais inorganicos do Meio MS e diferentes concentragdes de sacarose (0%, 1%,
3%). Os meios foram dispostos em 4 placas dividas contendo 2 repeti¢cdes contendo 10 sementes. Ap6s 25 dias
ainoculacdo das sementes no meio nutritivo, foi realizada a avaliagdo de germinacao das sementes durante 10
dias. Apo6s 35 e 48 dias as plantas foram transferidas para o substrato para avaliar sua capacidade de adaptacdo
ao ambiente. Apds os 25 dias de crescimento inicial, poucas sementes apresentaram germinagao, com destaque
a concentracdo de 0% de sacarose, com metade dos sais do meio MS que apresentou média de 3,5 sementes
germinadas. Apés 30 dias, foi avaliada uma maior taxa de germinacgdo, ainda com destaque do meio sem adi¢cao
de sacarose e com metade dos sais, onde o meio MS com metade dos sais e 0% de sacarose apresentou média
de 6 sementes germinadas por placa deste meio. No processo de aclimatagao, houve adaptacao das plantas ao
substrato com perda nao significativa de mudas. Conclui-se através desse experimento que o tempo ideal para
a germinacao das sementes da goiaba é entre 30 e 35 dias, com alta eficiéncia do meio sem adicio de sacarose,
com metade dos sais do meio MS para producdo de mudas de qualidade que resistam a aclimatacao.

Palavras-chave: Goiaba. Goiabeira. Cultivo. Aclimatacio.
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AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E TOXICIDADE DE
EXTRATOS DE CEDRELA FISSILIS VEL.
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A espécie Cedrela fissilis Vel. (cedro) possui sua ocorréncia no Brasil que se estende desde o Rio Grande do
Sul até Minas Gerais. O cedro é usado na medicina popular como antisséptico, combate a febre, diarreias,
catarro pulmonar, gripe, dores de estdmago, artritismo e seu cha também serve para lavar feridas e tlceras. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o teor de compostos fenélicos e flavonoides totais e determinar a atividade
antioxidante, bem como avaliar a toxicidade da espécie através da andlise do seu efeito sobre a germinagao e
o desenvolvimento inicial de Allium cepa utilizando extratos de C. fissilis. Para os ensaios bioquimicos foram
avaliados extratos aquosos obtidos por infusdo e maceracao e extrato hidroetandlico na razido 1:100 (m/v) de
folhas e casca utilizando o método de Folin-Ciocalteau para quantificacdo de fendlicos, o método de complexacdo
por aluminio para flavonoides e para atividade antioxidante o método de DPPH*. Para os testes de toxicidade,
foram utilizados extratos aquosos obtidos por infusdo, maceracdo e hidroetandlico apenas de folhas nas
concentragdes de 0,5%, 1%, 2% e 4%, e agua destilada como controle. Os extratos hidroetandlico e maceracao
permaneceram por 24 h em repouso e o extrato de infusdo utilizou dgua destilada a 100°C por 10 minutos.
Todos os extratos foram filtrados e distribuidos em placas de Petri forradas com papel-filtro, umedecidas com
5 mL dos extratos, sobre as quais foram semeadas as sementes de cebola ou foram transferidas sementes pré-
germinadas. Os testes foram conduzidos em sala de cultivo com temperatura de 252C e fotoperiodo de 16 horas.
Os parametros avaliados foram: porcentagem de germinagdo, tempo médio de germinacdo e comprimento de
hipocotilo e de raiz. Como resultados obtidos se pode constatar que o teor de fendlicos e flavonoides foi maior
nos extratos proveniente de folhas e que maceragao e infusdo foram as formas de extracdo para folhas que
apresentaram maior teor de fendlicos e flavonoides respectivamente. Quanto a avaliagdo da toxidez de Cedrela
fissilis todos parametros avaliados apresentaram efeitos inibitérios em presenca dos diferentes extratos a
partir da concentracao de 2,0%. As concentragdes 0,2% a 0,4% tiveram maior inibicdo do radical DPPH®* em
casca e as concentragoes 0,5% e 0,6% foram mais eficientes em extratos de folha. Conclui-se que os extratos
obtidos a partir de folhas de C. fissilis apresentam potencial atividade antioxidante e baixa toxicidade.

Palavras-chave: Compostos fenolicos. Flavonoides. Toxidez. Cedro.
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ANALISE DA REGULACAO DA EXPRESSAO, MEDIADA POR FITO-
HORMONIOS, DAS UREASES DE SOJA
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Ureases, enzimas niquel-dependentes, presentes em plantas, bactérias e fungos, mas ndo em animais. Em
vegetais, atuam na defesa contra fitopatoégenos, principalmente fungos e bactérias, sendo sintetizadas pelas
plantas em resposta ao ataque de patdgenos. Apesar de ser postulado que ureases estdo envolvidas no
metabolismo e biodisponibilidade de nitrogénio, pouco se sabe sobre sua regulacdo em plantas. Naleguminosa
Canavalia ensiformis uma familia génica de ureases foi induzida pelo acido abscisico. Diante disso, o principal
objetivo desse projeto sera avaliar, através de método fenol-nitroprussiato, a atividade da enzima urease, em
plantulas de diferentes cultivares de soja. Para tanto, sementes de diferentes cultivares serdo germinadas,
seguidas de extracdo e quantificacdo de proteinas, bem como a atividade ureolitica sera mensurada nessas
plantulas. Resultados preliminares indicam que ha pequenas diferencas na quantidade de proteinas presentes
nas plantulas dos cultivares testados, mas, pequenas diferencas sdo percebidas quando se faz a andlise
quantitativa de urease através do método de fenol-nitroprussiato. Estudos adicionais deverio ser realizados
para confirmacdo dos dados prévios encontrados. Futuramente, a correlagdo, com testes de herbivoria e
tratamentos com diferentes fitohormdnios, em plantas, podera nos mostrar qual a rota metabdlica é mais
eficiente na sintese de ureases, apds um ataque de insetos.

Palavras-chave: Proteinas. Quantificacdo. Atividade ureolitica.
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QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS E AVALIACAO
DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM EXTRATOS DE FOLHAS DE
MYRCIA OBLONGATA DC.

V. A. A. GOMESY, F. AGOSTINI, L. B. A. TOUGUINHA!, M. SALVADOR!e ]. SCHWAMBACH!

! Universidade de Caxias do Sul, Rua Francisco Getulio Vargas, 1130. CEP 95070-560. Caxias do Sul. RS
*Apresentador: e-mail (nessa.algomes@gmail.com)

As espécies reativas e sua possivel relagdo com fisiopatologias humanas tem atraido o interesse de varios
setores da sociedade envolvidos com a saide publica. Muitas plantas tém sido investigadas quanto a presenca
de compostos ndo toxicos e potencialmente antioxidantes. Diversos compostos de origem natural sdo
conhecidos por possuirem capacidade antioxidante, especialmente os fendlicos, devido as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica, que atuam na iniciacio e/ou propagac¢do do processo oxidativo. Myrcia
oblongata (guamirim) é uma espécie nativa do Rio Grande do Sul, a qual possui seus metabélitos secundarios
ainda pouco estudados. Até o momento, ndo foram encontrados estudos sobre seu contetido nio volatil, apesar
da existéncia de publicagdes com outras espécies de Myrcia. Em vista destes fatos, objetivou-se quantificar
compostos fendlicos e avaliar a atividade antioxidante, correlacionando esses parametros, nos extratos aquoso
e hidroetandlico de guamirim. Folhas desidratadas e trituradas foram submetidas a extracdo com agua e
etanol:agua (1:1 v/v), na razdo 1:10 (m/v), em banho ultrassénico (30 min.). O teor de fenoélicos totais (TFT),
expresso em mg equivalentes de acido galico/g extrato seco, foi quantificado pelo método Folin-Ciocalteau
e suas absorbancias lidas a 760 nm. A atividade antioxidante (AA) foi avaliada pelos ensaios de captura dos
radicais livres DPPHe e ABTS™ (expressas em IC, , ou seja, a quantidade de extrato, em pg/ml, redutora de 50%
dos radicais) e suas absorbancias lidas a 517 nm. TFT apontou valores de 364,02 (agua) e 465,28 (etanol:agua),
os quais evidenciaram a eficiéncia do método e solventes extrativos. Resultados de TFT sobressairam-se aos
achados para outras espécies do género (valores entre 72,22 e 463,69 para sete diferentes Myrcia). Nao houve
diferenca significativa entre os extratos, quanto a AA para os dois ensaios (média de 3,40), porém os resultados
foram similares e até melhores quando comparados a compostos padrdes como acido ascérbico, acido cafeico,
acido clorogénico e myricetrina. O coeficiente de determinacdo indicou alta correlacdo entre os TFT e os
ensaios antioxidantes dos extratos (r? valores entre 0,953 a 1), destacando os fenélicos como uma fonte de
antioxidantes naturais, que podem atuar na prevencdo de doengas degenerativas. Mais estudos devem ser
conduzidos de modo a caracterizar e descrever o modo de acdo antioxidante desses compostos.

Palavras-chave: Ensaios colorimétricos. Extrato aquoso. Extrato hidroetanélico. Extracdo assistida por
ultrassom.
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