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Semana de
III Bioquimica

A SEMANA

A 1l Semana Cientifica de Bioquimica pretende com palestras,
apresentacoes de trabalhos, visitas técnicas e minicursos, difundir o
conhecimento da &rea de bioguimica para a comunidade académica em geral.

Este evento busca estimular a integracdo de alunos de graduacédo de
diferentes instituicbes de ensino superior (IES), e visa desenvolver o espirito
cientifico dos alunos, despertando o0 interesse pela carreira académica e
cientifica, assim como permitir o contato com métodos experimentais empregados

em nosso programa de graduacao.
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DETERMINACAO DA ESTRUTURA DA ENZIMA PIRUVATO FOSFATO DIKINASE
DE Digitaria sanguinalis COMO ALVO PARA O DESENVOLVIMENTO DE
HERBICIDAS

ANTONIEL, Everton Paschoal; CONSTANTIN, Renato Polimeni; MARCHIOSI,
Rogério; SEIXAS, Flavio Augusto Vicente

Departamento de Bioguimica, Universidade Estadual de Maring4, Paran4, Brasil.

Devido ao carater infestante da planta Digitaria sanguinalis, a busca de agentes
herbicidas com acao especifica contra ela é de grande relevancia ao setor agricola.
Neste contexto, a enzima Piruvato Fosfato Dikinase (PPDK) é um alvo metabdlico
interessante, pois ndo € encontrada em animais e a sua variabilidade estrutural
permite a identificacdo de inibidores seletivos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
o de modelar a estrutura da PPKD de Digitaria sanguinalis (DsPPDK) complexada
ao ligante fosfonopiruvato (PPR) e o cofator Mg?* para ser utilizada como alvo em
estudos de varredura virtual. Para isso, a sequéncia de aminoacidos da DsPPDK foi
obtida no Uniprot (h8wfy2) e utilizada para busca de moldes estruturais por meio de
BlastP contra a base de dados Protein Data Bank. Como resultado, a estrutura da
PPDK de milho (pdbid: 1vbg) com 91% de identidade foi utilizada como molde para a
proteina e, a PPDK de Clostridium symbiosum (pdbid: 1kc7) como molde para o
PPR e Mg*. Simulacdes de dinAmica molecular foram realizadas por meio do
programa NAMD2. Apés este procedimento, o protocolo de docking foi validado em
dois programas diferentes por meio de redocking do ligante PPR. O programa
Autodock utilizou o algoritmo padrédo de busca e ranqueamento e forneceu um rmsd
de 0,83A com score de -5,02 kcal.mol™®. O programa Molegro utilizou o algoritmo de
busca CUDA screening e fungédo de ranqueamento Plants, fornecendo um score de -
69,03 e rmsd de 0,64A. Conclui-se com este trabalho que a estrutura da DsPPDK
apresentou qualidade estereoquimica que possibilita sua utilizagdo em estudos de
varredura virtual.

Palavras-chave: Digitaria sanguinalis, docking, herbicidas.
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ESTUDO FITOQUIMICO DA FRAQAO ACETATO DE ETILA E AVALIAQAO DA
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE Grazielia gaudichaudeana (DC.) R.M.KING &
H.ROB. (ASTERACEAE)

BALBINOT, Rodolfo Bento!; BERNARDI, Darlon Irineu?, OLIVEIRA, Josiane Aline
Monteiro de!; ENDO, Eliana Harue?; DIAS FILHO, Benedito Prado?; CARMO, Marta
Regina Barroto do3; SARRAGIOTTO, Maria Helena'; BALDOQUI, Debora Cristina!

1Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil; 2Departamento de
Ciéncias Basicas da saude, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil; 3Departamento de
Biologia Geral, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Parand, Brasil.

O género Grazielia, pertencente a familia Asteraceae, compreende treze espécies,
sendo que nove delas sdo endémicas do Brasil. Da espécie Grazielia
gaudichaudeana ja foram descritos o isolamento de diterpenos, triterpenos e acidos
cindmicos. Pretende-se com o desenvolvimento deste projeto buscar substancias
que ainda nao foram descritas nesta espécie e avaliar a atividade antimicrobiana de
seu extrato e fracBes. O material vegetal seco e moido (1155 g) foi extraido com
etanol, a temperatura ambiente, por maceragdo exaustiva. O extrato bruto etandlico
(76,10 g) foi submetido a particdo liquido-liquido com hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol. Parte da fracdo acetato de etila (1,00 g) foi submetida a
uma coluna cromatografica em Sephadex LH-20, que possibilitou o isolamento de
duas substancias. A identificacdo dos compostos foi feita com base na analise de
dados de Ressonancia Magnética Nuclear. A determinacdo da atividade
antimicrobiana foi realizada pela técnica de microdiluicdo, utilizando o meio de
cultura Caldo Mueller-Hinton para bactérias (Escherichia coli, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus), meio de cultura Caldo Saboraud Dextrose para as
leveduras (Candida albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis) e meio RPMI 1640 para
os fungos dermatdfitos (Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes e
Microsporum gypseum). Os compostos 1 e 2 foram identificados como sendo
flavonoides, o canferol-3-O-B-D-glucosideo e a pedalitina, respectivamente, 0os quais
estdo sendo descritos pela primeira vez no género Grazielia. Através dos valores de
CIM, observou-se que o extrato bruto e a fracdo hexanica foram as que
apresentaram melhor atividade antimicrobiana quando comparada com as demais
fracdes, com CIM de 500 ug mL™* e 250 pg mL™, respectivamente, frente a B.
subtilis. Frente a espécie de Candida parapsilosis, T. rubrum e T. mentagrophytes o
extrato e fracbes apresentaram uma fraca atividade antimicrobiana e foram inativos
para as demais espécies.

Palavras-chave: Asteraceae, Grazielia, flavonoides, atividade antimicrobiana.
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APLICACAO DA SEMENTE DESENGORDURADA DE Moringa Oleifera Lam NO
TRATAMENTO DE AGUAS SUPERFICIAIS DE BAIXA TURBIDEZ

BAPTISTA, Aline Takaoka Alves®; SILVA, Mariana Oliveira®; PINTO, Laura Adriane
de Moraes®; MANTOVANI, Daniel*; GOMES, Raquel Guttierres®; VIEIRA, Angélica
Marquetotti Salcedo*

1Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil;
2Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Paran4, Brasil;

A semente de Moringa oleifera Lam possui um grande potencial como coagulante no
tratamento de agua, contudo seu uso apresenta a desvantagem do aumento de
matéria organica na agua tratada podendo ocasionar a formacédo de trihalometanos.
Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial coagulante
da semente de Moringa desengordurada, aplicada ao processo de
coagulacao/floculacdo de &guas superficiais. A partir das sementes integral e
desengordurada com hexano preparou-se o coagulante salino (NaCl 1M) de Moringa
a 1% (m/v). Os ensaios de coagulacao/floculacdo foram realizados em JarTest a 100
rpm por 3 minutos e 15 rpm por 15 minutos com 30 minutos de sedimentagéo ao
final do procedimento. Os parametros de turbidez e UVaussnm foram avaliados
respectivamente em turbidimetro (NTU) e espectrofotdmetro (cm™) utilizando uma
agua bruta contendo 75,10 NTU de turbidez e 0,247 cm™ de UVassnm. O uso do
coagulante desengordurado com hexano resultou em menores valores residuais na
agua tratada com 5,40 NTU de turbidez e 0,051 cm™ de UVas4nm Se comparado ao
uso do coagulante integral com residuais de 10,40 NTU e 0,081 cm
respectivamente. O menor desempenho do coagulante integral pode estar
relacionado a presenca do 6leo contido nas sementes que pode levar a formacgéo de
uma pelicula de revestimento, reduzindo o contato com a superficie de reacdo e a
formacao de flocos. Além disso, o processo de retirada do 6leo apresenta vantagem
pois este Ultimo possui uma composicdo em acidos graxos semelhante ao azeite de
oliva e pode ter diversas aplicacbes alimenticias. Como conclusdo tem-se que 0
coagulante integral obteve remoc6des de 86,16% de turbidez e 67,21% de UV2s4nm, ja
o0 coagulante desengordurado apresentou remocoes de 92,82% e 79,55% destes
mesmos parametros, sendo desta forma o coagulante desengordurado o que
apresentou melhor desempenho no tratamento de agua superficial.

Palavras-chave: Moringa oleifera, 6leo, agua superficial e coagulacao/floculacgéo.
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AVALIAC}AO DO EFEITO DA TEMPERATURA NO POTENCIAL COAGULANTE
DO EXTRATO AQUOSO DE Moringa Oleifera Lam

BAPTISTA, Aline Takaoka Alves®; SILVA, Mariana Oliveira?; PINTO, Laura Adriane
de Moraes®; VIEIRA, Ana Carolina®; GOMES, Raquel Guttierres®; VIEIRA, Angélica
Marquetotti Salcedo*

1Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil;
2Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

A semente de Moringa oleifera Lam contém proteinas catibnicas que promovem a
coagulacdo dos compostos que conferem cor e turbidez as aguas superficiais.
Tendo em vista a composicdo do coagulante de Moringa ser proteica além de outros
compostos organicos, torna-se interessante o estudo de fatores externos que
possam alterd-lo, como a temperatura. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar
o0 potencial coagulante da semente de Moringa mediante tratamento térmico. O
coagulante aquoso de Moringa foi preparado a 1% (m/v) e submetido ao ensaio de
estabilidade térmica variando a temperatura de 25 a 100°C, fixando 30 minutos em
cada temperatura, sendo verificado o teor de proteinas por Lowry em cada uma. Os
coagulantes tratados termicamente foram avaliados quanto ao potencial de
coagulacao/floculagcdo em JarTest a 100 rpm por 3 minutos e 15 rpm por 15 minutos.
Os parametros de remocédo de cor e turbidez foram avaliados utilizando agua bruta
contendo 340 mgPtCo/L de cor e 75 NTU de turbidez. Como resultado obteve-se que
as proteinas presentes no coagulante apresentaram uma pequena reducdo no teor
proteico até a temperatura de 65°C, contudo a 100°C houve uma diminuicdo mais
acentuada do teor proteico a menos da metade do valor inicial. As proteinas da
Moringa continuaram a apresentar propriedade coagulante mesmo apds o
tratamento térmico, sendo o percentual de remoc¢éo de cor e turbidez a 25 °C de
34% e 57% e apOs tratamento térmico al00°C houve pequeno decréscimo com
remocao de 30% e 50% destes parametros. Essa estabilidade pode ser considerada
em uma possivel etapa de esterilizagdo do coagulante para fins potaveis. Assim,
tem-se que potencial coagulante das proteinas foi fracamente afetado pelo
tratamento térmico aplicado havendo pequena reducdo do mesmo apenas na
temperatura de 100°C.

Palavras-chave: Moringa oleifera, proteina, estabilidade térmica e
coagulacao/floculacao.
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EFEITOS DO OLEO DE COPAIBA SOBRE A GLICOLISE E GLICOGENOLISE EM
RATOS COM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE

BARIZAO, Camila de Limal; CASTRO-GHIZONI, Cristiane Vizioli.}; AMES, Ana
Paula Arssufi'; STAFUZA, Lucas Moreira'; SA-NAKANISHI, Anacharis Babeto®;
BERSANI-AMADO, Ciomar Aparecida®; BRACHT, Adelar'; COMAR, Jurandir
Fernando*

'Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil;
2Departamento de Farmacologia e Terapéutica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

O d6leo de copaiba, extraido do caule de plantas do género Copaifera, é usado na
medicina popular principalmente como anti-inflamatério e antioxidante. A artrite
reumatoide é uma doenca inflamatéria autoimune e multissistémica. A artrite por
adjuvante € uma imunopatologia experimental que apresenta semelhancas com a
artrite reumatoide humana. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do 6leo
de copaiba sobre a glicélise e glicogendlise hepética em ratos controles e artriticos.
A artrite foi induzida em ratos machos Holtzman com adjuvante completo de Freund
(5,0 mg ml™). Animais controle e artritico foram tratados, via gavagem, com 6leo de
copaiba nas concentracées de 0,58 e 1,15 g Kg™ dia™. O tratamento foi iniciado 5
dias antes da inducdo da artrite e por mais 18 dias apés a inducéo. Figados de ratos
alimentados foram perfundidos com tampéao Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7,4) na
auséncia de substrato exdégeno por 30 minutos. O consumo de oxigénio foi
monitorado por polarografia e o perfusado foi coletado para determinagdo dos niveis
de glicose, piruvato e lactato. A glicose liberada € proveniente do catabolismo do
glicogénio hepatico, enquanto o lactato e o piruvato sdo provenientes do
metabolismo da glicose pela via glicolitica. O tratamento de ratos controles com o
O0leo de copaiba ndo modificou os parametros avaliados. A inducdo da artrite
também ndo alterou os parametros analisados. O tratamento dos animais artriticos
com a maior dose do 6leo de copaiba diminuiu a liberacdo de piruvato e lactato em
51% e 67%, respectivamente, comparado aos animais artriticos néo tratados. Esses
resultados mostram que a glicogendlise e a glicélise ndo foram alteradas pelo
tratamento com o 6leo de copaiba em animais saudaveis e pela inducao da artrite.
Por outro lado, o tratamento de animais artriticos com 6leo de copaiba na maior
dose diminuiu a glicdlise.

Palavras-chave: metabolismo hepatico, artrite por adjuvante, 6leo de copaiba.
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ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA DE EXTRATOS E FRACOES DE Grazielia

multifida (Asteraceae)

BERNARDI*, Darlon Irineu; BALBINOT?, Rodolfo Bento; MORENO?, Beatriz Pereira;
OLIVEIRA?, Josiane Aline Monteiro de; SHIOZAWA?, Larissa; CARMO?, Marta
Regina Barroto do; FOGLIO?, Mary Ann; CARVALHO?, Jodo Ernesto de; RUIZ?, Ana
Lucia Tasca Gois; SARRAGIOTTO?, Maria Helena; BALDOQUI*, Debora Cristina

1Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil; 2Departamento de
Biologia Geral, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Parana, Brasil; 3Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas, Sao Paulo, Brasil.

A espécie Grazielia multifida € uma erva que floresce o ano todo e pode chegar a 60
cm de altura, sendo considerada nativa do Brasil. Ndo existem relatos na literatura
estudos bioldgicos desta espécie vegetal. O extrato bruto e fracdes de G. multifida
foram avaliadas in vitro frente sete linhagens de células tumorais, U251 (glioma),
MCF-7 (mama), 786-0 (rim), NCI-H40 (pulmao), OVCAR-03 (ovario), HT29 (cdélon), e
K562 (leucemia). Além da linhagem celular de queratindcitos humanos imortalizados
(HaCat). Culturas de estoque e experimentais foram cultivadas em meio contendo 5
mL de meio RPMI 1640 (GIBCO BRL) suplementado com soro fetal de bovino a 5%.
Uma mistura equimolar de estreptomicina:penicilina foi adicionada as culturas
experimentais. As células foram cultivadas em placas de 96 pocos, que foram
expostas a diferentes concentracdes em DMSO/RPMI (0,25, 2,5, 25, 250 ug.mL™)
em triplicata, a 37 °C, 5% de CO, em ar, durante 48 h. Doxorubicina (0,025 a 25
ng.ml™) foi utilizado como controlo positivo. Antes (placa To) e ap6s a adicdo da
amostra (placas T3), as células foram fixadas com &acido tricloroacético a 50%, e a
proliferacdo das células foi determinada por quantificacdo espectrofotométrica (540
nm) da quantidade de proteina celular utilizando o ensaio com sulforrodamina B. O
extrato bruto e fragbes de G. multifida foram testados em triplicata para cada
concentracéo e utilizando-se de curva de concentragao-proliferacéo para cada linha
de células, a concentracdo que inibe o crescimento celular em 50% (Glsp) foi
determinada através de analise de regressdo nédo-linear utilizando software Origin
versao 8.0. Os melhores resultados obtidos foram para a fracdo cloroférmica das
folhas, pois para todas as linhagens testadas encontraram-se valores de Glsg
inferiores a 13 ug.mL™. Adicionalmente, a fracéo cloroférmica das flores apresentou
excelentes resultados para MCF-7 (2,34 ug.mL™), 786-0 (2,63 ug.mL™) e OVCAR-03
(2,58 ug.mL™).

Palavras-chave: atividade antitumoral, Grazielia multifida, Asteraceae.
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USO DA ENZIMA CORISMATO SINTASE DE Candida albicans NA BUSCA DE
NOVOS AGENTES ANTIFUNGICOS

BUENO, Paulo Sérgio Alves; SEIXAS, Flavio Augusto Vicente

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringd, Parana, Brasil.

Candida albicans € o principal causador de infec¢bes fungicas relacionadas com
mortes humanas em todo o mundo. O arsenal farmacol6gico no combate a fungos é
limitado, além disso, é crescente o numero de relatos de cepas resistentes, o que
destaca a importancia de pesquisas de novos agentes antifungicos. A via do acido
chiquimico é um interessante alvo para o desenvolvimento de farmacos, pois esta
presente nos fungos e ausente nos mamiferos. A enzima corismato sintase (EC
4.2.3.5) (CS) participa na ultima etapa desta via, catalisando a conversdo do 5-EPSP
em corismato na presenca do cofator FMNH,. O Obijetivo deste trabalho foi o de
modelar a estrutura da CS de C.albicans para ser utilizada em simulacdes de
varredura virtual na busca de novas moléculas candidatas a inibidores. Para isso, a
estrutura homotetramérica da enzima CS na presenca do substrato 5-EPSP e do
cofator FMNH,, foi modelada por meio do programa Modeller 9v14. O melhor modelo
foi utilizado em simulacdes de varredura virtual por meio do programa Autodock e
simulacdes de dinadmica molecular por meio do programa NAMD. Como resultados,
a varredura da biblioteca de compostos com 80% de similaridade aos inibidores
conhecidos da CS selecionou a molécula CS8, a qual apresentou uma energia de
interacdo melhor (-11,84 kcal.mol™) que o substrato (-11,44 kcal.mol™). Simulacées
de dinamica molecular de equilibrio sugeriram que o CS8 permaneceu estavel em
seu sitio de ligacao durante 50 ns, ndo levando a proteina a se desenovelar. Além
disso, o CS8 foi filtrado com sucesso pelos critérios ADMETox indicando que néo
seria toxico as células humanas. Estudos anteriores jA demonstraram que a inibicao
da CS por outras moléculas apresenta efeito fungicida em fungos do género
Paracoccicioides, portanto, os resultados desta pesquisa poderdo levar a
identificacdo de um provavel candidato a medicamento contra infec¢cdes causadas
por Candida sp. Antes disso, a molécula CS8 devera ser adquirida para estudos de
inibic&o in vitro.

Palavras-chave: corismato sintase, modelagem molecular, Candida albicans,
docking molecular, antifangico.
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AVALIACAO DA DENSIDADE POPULACIONAL DE NEURONIOS DO PLEXO
MIENTERICO DO INTESTINO GROSSO DE RATOS COM DIABETES MELLITUS
TIPO 2 SUBMETIDOS A RESTRICAO ALIMENTAR

CAMPOS, Jéssica Men de’; ROSA, Carlos Vinicius Dalto da*; RAMPAZZO, Ana
Paula Santi’; NATALI, Maria Raquel Marcal®

'Programa de Pés-Graduacédo em Biologia Celular, Universidade Estadual de Maringd, Parana, Brasil;
2Departamento de Ciéncias Morfol6gicas, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) gera estresse oxidativo em varios tecidos, incluindo
o trato gastrointestinal, gerando desordens como disfagia, constipacdo e diarréia.
Existem muitas formas de dieta de cafeteria para estudo do DM2, mas a restricdo
alimentar (RA) pode ser uma alternativa para amenizar os danos causados pelo
DM2. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da RA e DM2 na
populacdo neuronal do intestino grosso de ratos. Para isso, 20 ratos Wistar machos
(CEUA/UEM Nb°. 7590050415), (n=5/grupo) com 90 dias de idade foram divididos em
4 grupos: C (controle), CR (controle+restricdo), D (diabéticos) e DR
(diabéticos+restricdo), os animais do grupo D e DR receberam injecao intravenosa
de estreptozotocina (35mg/Kg). No periodo de 0-2 meses os grupos C e CR
receberam ragdo padrdo Nuvilab® e &gua ad libitum (al) e os grupos D e DR
receberam racao estilo cafeteria (33% racdo padrao Nuvilab, 33% leite condensado
Nestlé ® e 7% acUcar), agua e agua com acucar al. Para o periodo de 3-4 meses
(final do tratamento) o grupo C recebeu ragdo padrédo e agua al, o grupo CR recebeu
15¢g de ragdo padrdo e agua al, o grupo D recebeu racdo padréo e agua al e o grupo
DR recebeu 15g de racdo padrdo e agua al. O intestino grosso dos animais foi
coletado, e submetidos a imunohistoquimica para anti-HUC/HuD e nNOS foram
quantificados os neurbnios de 50 ganglios/animal. Analises de variancia One-way
ANOVA, seqguida de pos-teste de Tukey (significancia p<0,05). Os resultados
demonstraram: Colo proximal: HuC/HuD+(C=21,2+0,6; CR=19,3+0,5; D=16,4+0,6;
DR=16,940,5); Nnos+(C=9,57+0,3; CR=8,21+0,2; D=7,6+0,2; DR=7,5+0,2); Colo
distal: HuC/HuD+(C=19,4+0,6; CR=15,1+0,5; D=16,8+0,5; DR=18,6%0,6);
Nnos+(C=9,7+0,4; CR=7,9%+0,3; D=8,4+0,2; DR=7,5+0,2). Houve uma reducao
significativa na densidade populacional de neurdnios para ambos segmentos, para
os grupos D e DR em relacdo a C e CR, demonstrando que o DM2 diminuiu o n° de
neurdnios e a RA ndo demonstrou efeito protetor ao grupo DR.

Palavras-chave: colo proximal, colo distal, plexo mientérico.
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AVALIACAO DO TRANSITO INTESTINAL DE RATOS COM DIABETES
MELLITUS TIPO 2 SUBMETIDOS A RESTRICAO ALIMENTAR
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Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenca metabdlica, na qual nota-se mudancas
no transito intestinal, visto sintomas como: diarréia, constipacdo e alteracdes de
microbiota ocasionadas pelo DM2. Desta forma a restricdo alimentar (RA) pode ser
uma alternativa de tratamento para DM2. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia da RA sobre o transito intestinal de ratos com DM2. Para isso, 20
ratos Wistar machos (CEUA/UEM N°. 7590050415), (n=5/grupo) com 90 dias de
idade foram divididos em 4 grupos: C (controle), CR (controle+restricdo), D
(diabéticos) e DR (diabéticos+restricdo), os animais do grupo D e DR receberam
injecdo intravenosa de estreptozotocina (35mg/Kg). No periodo de 0-2 meses 0s
grupos C e CR receberam racdo padrdo Nuvilab® e agua ad libitum (al) e os grupos
D e DR receberam racao estilo cafeteria (33% racdo padrdo Nuvilab, 33% leite
condensado Nestlé ® e 7% acuUcar), agua e agua com acuUcar al. Para o periodo de
3-4 meses (final do tratamento) o grupo C recebeu ragédo padrédo e agua al, o grupo
CR recebeu 15¢g de racdo padréo e agua al, o grupo D recebeu racdo padréo e agua
al e o grupo DR recebeu 15g de ragdo padrdo e agua al. A avaliacdo do transito
intestinal foi realizada ap6s 2 e 4 meses por meio da administracdo de 300 pl de
uma solucdo de 3 % de Carmin e 0,5 % de etilcelulose diluidos em agua. O
resultado foi expresso no intervalo de tempo (horas) do aparecimento do primeiro
pellet fecal marcado com o corante, estipulando duracdo méaxima do teste um
periodo de 12 horas. Andlises de variancia One-way ANOVA, seguida de pés-teste
de Tukey (significancia p<0,05). Os resultados demonstraram apds 2 meses:
C=10,8+0,6; CR=10,5+0,4; D=8,7+0,6; DR=8,6+ 0,3 e apds 4 meses: C=12,5+0,4;
CR=6,6%0,2; D=10+0,4; DR=6%0,3. Com isso, observou-se uma melhora significativa
do transito intestinal dos grupos CR e DR em relacdo aos grupos C e D ap6s o
periodo de RA (3-4 meses), mostrando a eficacia da RA diante de um quadro de
constipacao encontrado no DM2.

Palavras-chave: trato gastrointestinal, diabetes mellitus, restricdo alimentar.
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EFEITOS DA RESTRICAO ALIMENTAR SOBRE O PERFIL LIPIDICO DE RATOS
COM DIABETES MELITTUS TIPO 2
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Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenca cronica, na qual nota-se mudancas nos
parametros bioquimicos, inclusive aqueles relacionados ao perfil lipidico. Desta
forma a restricdo alimentar (RA) pode ser uma alternativa ao tratamento para DM2,
podendo auxiliar na melhora destes parametros bioquimicos. Portanto o objetivo
deste trabalho foi avaliar o perfil lipidico de ratos com DM2 submetidos a RA. Para
isso, 20 ratos Wistar (CEUA/UEM N°. 7590050415), (n=5/grupo) com 90 dias de
idade foram divididos em 4 grupos: C (controle), CR (controle+restricdo), D
(diabéticos) e DR (diabéticos+restricdo), os animais do grupo D e DR receberam
injecdo intravenosa de estreptozotocina (35mg/Kg). No periodo de 0-2 meses 0s
grupos C e CR receberam racdo padrdo Nuvilab® e agua ad libitum (al) e os grupos
D e DR receberam racao estilo cafeteria (33% racdo padrédo Nuvilab, 33% leite
condensado Nestlé ® e 7% acuUcar), agua e agua com acucar al. Para o periodo de
3-4 meses (final do tratamento) o grupo C recebeu racdo padrédo e agua al, o grupo
CR recebeu 15¢g de racdo padréo e agua al, o grupo D recebeu racdo padréo e adgua
al e o grupo DR recebeu 15g de racdo padrao e agua al. Ap6s 4 meses foram
coletadas amostras de sangue (2mL) e dosados: triglicerideos, colesterol total, HDL
e VLDL (Analisa®) com leitura de resultados em espectrofotdometro. Analises de
variancia One-way ANOVA, seguida de pés-teste de Tukey (significancia p<0,05).
Sendo os resultados obtidos: triglicerideos (mg/dL)(C=122,7+19,9; CR=41+2,9;
D=112,7£20,7; DR=26+3,2), colesterol total (mg/dL)(C=63,1+4,3; CR=57,1+41;
D=73,2+4,7; DR=44,1+4,1), HDL (mg/dL)(C=46,515,6; CR=40,5+2,8; D=58,2+4,4; e
DR=35,5+4,6) e VLDL (mg/dL)(C=24,5+3,9; CR=8,2+0,5; D=22,5+4,1; DR=5,2+0,6).
Desta forma, os resultados demonstraram uma melhora significativa no perfil lipidico
dos grupos CR e DR em relagdo aos grupos C e D, demonstrando a eficiéncia da
RA em melhorar os parametros séricos de colesterol, HDL, VLDL e triglicerideos em
ratos com DM2.

Palavras-chave: HDL, colesterol total, parametros séricos.
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CARACERIZACAO DE UMA ATIVIDADE DE LIPASE ASSOCIADA AO MICELIO

DE Aspergillus westerdijkiae

CASTRO, Fausto; BARBOSA-TESSMANN, lone

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringd, Parana, Brasil.

Lipases sdo enzimas que tanto hidrolisam ligacdes éster entre glicerol e &cidos
graxos de cadeia longa como também esterificam em condi¢cbes apropriadas. Sao
enzimas muito versateis e utilizadas, por exemplo, nas industrias de detergentes e
de biorremediacédo, podendo também ser empregada na fabricacdo de biodiesel. Um
isolado de A. westerdijkiae foi bioprospectado de tanques de 6leo para reciclagem.
O fungo foi cultivado a 25 °C, com agitacdo (100 rpm), por trés dias, em 10 frascos
de 125 mL com 25 mL de um meio liquido contendo peptona, extrato de levedura,
MgS0,4.7H,0, (NH4)2SO4, KH,PO4, pH inicial 6,0, 6leo de oliva 1 % (v/v) e com um
indculo de 1,8 x 10° esporos. O micélio obtido foi juntado, lavado com acetona,
liofilizado e macerado. A atividade enzimatica foi avaliada espectrofotometricamente
com a liberacdo de p-nitrofenol, quando o micélio liofilizado foi incubado com o p-
nitrofenilpalmitato (p-NPP). A presenga de uma enzima foi confirmada pela variagéo
da velocidade inicial com a concentracdo de substrato. A enzima apresentou uma
temperatura 6tima de 40 °C e permaneceu estavel a 50 °C por 30 minutos,
apresentando uma Tso de 62 °C. A enzima também permaneceu ativa quando
incubada por 8 horas a 40 °C. A enzima foi inibida pelos fons Na*, Ca*™, Hg" e Ni*?
pelos compostos EDTA e PMSF e pelos detergentes nao-ibnicos Tween 20, Tween
80 e Triton X-100, mas o detergente anidnico SDS ndo apresentou impacto
significativo na atividade. A enzima também apresentou atividade hidrolitica com
ésteres de acidos graxos de cadeia curta e média, como p-nitrofenilacetato, p-
nitrofenilbutirato e p-nitrofenildodecanoato. A capacidade de transesterificacdo da
lipase associada ao micélio foi confirmada por TLC, com a formacdo de ésteres
etilicos na presenca de 6leo de oliva e etanol. Em conclusdo, uma lipase associada
ao micélio de um novo fungo lipolitico foi caracterizada e sua capacidade de atuar na
sintese de biodiesel foi confirmada.

Palavras-chave: lipase, Aspergillus westerdijkiae, biodiesel.
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UMA NOVA ESTERASE SECRETADA POR Aspergillus westerdijkiae:
PRODUCAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO

CASTRO, Fausto; BARBOSA-TESSMANN, lone

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringd, Parana, Brasil.

Esterases hidrolisam ésteres de acidos graxos de cadeia curta sollveis em agua e
sao utilizadas na sintese de compostos opticamente ativos puros e na degradacéo
da parede celular de plantas para a producdo de bioetanol. Um isolado de A.
westerdijkiae secretor de estrerase foi bioprospectado de tanques de o6leo para
reciclagem. A melhor produgdo da enzima (19 - 24 U/mL de filtrado) foi obtida
guando o fungo foi cultivado a 25 °C, com agitacéo lenta (75 rpm), por 72 horas, em
frascos de 125 mL com 25 mL do meio liquido contendo peptona, extrato de
levedura, MgS0O4.7H,0, (NH,4)2.S0O4, KH,PO,4, pH 6,0, 6leo de milho 5% ou Tween 80
0,5 % (v/v) como fonte de carbono e com um inéculo de 3,6 x 10° esporos. A
atividade enzimética foi avaliada com espectrofotometria com liberacdo de p-
nitrofenol de p-nitrofenilbutirato (p-NPB). Para a purificacdo da proteina, o fungo foi
cultivado em 10 frascos, no meio liquido com 6leo de milho como fonte de carbono.
Os filtrados foram juntados e as proteinas foram precipitadas com sulfato de aménio.
Apos dialise, a proteina foi purificada em coluna de Sephacryl S-200 HR. A massa
molecular da proteina pura, estimada por SDS-PAGE, foi de 30 kDa. A enzima
purificada apresentou uma temperatura 6tima de 40 °C e reteve a atividade quando
incubada por 30 minutos a 40 °C, com uma Tsy de 49 °C. A enzima reteve 60% de
atividade quando incubada a 40 °C por 8 horas. O Ky e a Vs foram de 2,31 mM de
p-NPB e 833,33 umolmin*mL™? de p-NP liberado, respectivamente. A enzima
permaneceu 54% ativa na presenca de 25% de acetona. Hg*?, Ni*?, PMSF, EDTA e
detergentes n&o-ibnicos como Triton X-100, Tween 20 e 80 inibiram fortemente a
enzima, enquanto K*, Na* e SDS a ativaram. A enzima também foi 6% ativa com p-
nitrofenilacetato, outro éster de acido graxo de cadeia curta. Em concluséo, a
esterase de A. westerdijkiae foi purificada e caracterizada e os resultados obtidos
indicam que ela € uma serino-hidrolase com boas caracteristicas para uso industrial.

Palavras-chave: esterase, Aspergillus westerdijkiae, caracterizacao.
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EFEITOS DO ADITIVO ALIMENTAR HIDROXITOLUENO BUTILADO (BHT) EM
MITOCONDRIAS ISOLADAS

CASTRO, Lorena; SIMOES, Mellina; FRANCO- SALLA, Gabriela; PATEIS, Vanesa;
PERALTA, Rosane; BRACHT, Livia;, BRACHT, Adelar

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

O hidroxitolueno butilado (BHT) e o seu analogo hidroxianisol butilado (BHA) séo
amplamente utilizados como antioxidantes em alimentos processados
industrialmente. Estudos demonstram que o BHA causa interferéncia na respiracao
mitocondrial, através da inibicdo do transporte de elétrons e por aumentar o refluxo
de protons através da membrana mitocondrial. Todavia, os efeitos do BHT sobre
mitocondrias isoladas ainda nao sao totalmente conhecidos. Como estes dois
compostos sdo ingeridos com relativa frequéncia na alimentacdo, torna-se
interessante investigar seus efeitos bioldgicos. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos do BHT sobre o consumo de oxigénio e parametros
correlatos, como o controle respiratério (RC) em mitocondrias isoladas de figado de
ratos Wistar (200-250 g), em jejum de 18 horas. Succinato foi utilizado como
substrato para a respiracdo mitocondrial e o BHT foi testado em concentracdes que
variaram de 0,002 a 100 upmol/L. O consumo de oxigénio foi medido
polarograficamente usando um eletrodo de platina protegido com membrana de
teflon. Em relacdo aos resultados, foi observada uma tendéncia a diminuicdo da
velocidade da respiracdo mitocondrial nos estados Ill e IV em concentragcdes mais
altas de BHT (50, 70 e 100 umol/L). Este fenbmeno afetou diretamente o controle
respiratério (RC), sendo que as concentracdes de 50 e 70 pmol/L diminuiram
significativamente o0 RC em 64%. Ja a concentracdo de 100 pmol/L diminuiu
significativamente o RC em 34%. Deve-se ressaltar que na concentracdo mais alta
de BHT (100 pmol/L) o RC obtido foi de 1,00+£0,001. Estes resultados nos permitem
concluir que o BHT interfere na respiracdo mitocondrial. Estes efeitos podem estar
relacionados a dois fenbmenos distintos: interferéncia no transporte de elétrons na
cadeia transportadora de elétrons e dissipacdo do potencial de membrana
mitocondrial.

Palavras-chave: BHT, antioxidante sintético, respiracdo mitocondrial.
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EFEITOS DO ADITIVO ALIMENTAR HIDROXITOLUENO BUTILADO (BHT)
SOBRE O METABOLISMO HEPATICO

CASTRO, Lorena; SIMOES, Mellina; FRANCO- SALLA, Gabriela; PATEIS, Vanesa;
PERALTA, Rosane; BRACHT, Livia;, BRACHT, Adelar

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

O hidroxitolueno butilado (BHT) € amplamente utilizado como antioxidante em
alimentos processados industrialmente, cosméticos, produtos farmacéuticos e
derivados de petrdleo. Estudos demonstram que o BHT inibe a peroxidacao lipidica,
agindo, portanto, contra os efeitos do estresse oxidativo. Entretanto, sabe-se que
este composto pode solubilizar as membranas lisossomais e desorganizar a
estrutura das mitocondrias, 0 que pode sugerir que este composto interfere no
metabolismo celular. Considerando os potenciais efeitos adversos associados a seu
uso e a escassez de estudos acerca de seu metabolismo, o objetivo do trabalho foi
realizar um estudo sistematico dos efeitos metabdlicos do BHT no figado de rato.
Para tanto, foi empregada a técnica de perfusdo de figado isolado de rato, utilizando
liquido de perfusédo livre de hemoglobina (tamp&o Krebs/Henseleit- bicarbonato, pH
7,4, saturado com 0O,:CO, na proporgéo 95:5). Ratos machos Wistar (200-250g) em
jejum de 18 horas foram utilizados. O BHT foi dissolvido no liquido de perfuséo e
infundido em concentragdes de 50 a 500 yM. Lactato e frutose foram utilizados como
substratos neoglicogénicos. De acordo com os experimentos realizados, foi possivel
observar que o BHT néo afetou a producao de glicose a partir de lactato ou frutose
em nenhuma das concentracfes testadas. Adicionalmente, nenhum dos outros
parametros analisados foram afetados, nomeadamente o consumo de oxigénio e a
producdo de piruvato e/ou lactato. Estes resultados divergiram dos resultados
obtidos por outros autores, que demonstraram que o BHT provoca um aumento na
respiracdo de células intactas, provavelmente devido ao seu efeito desacoplador em
mitocéndrias. Esta diferenca pode estar relacionada ao fato de que na técnica de
perfusdo de figado isolado o 6rgdo € mantido integro, mantendo-se as relacées
intercelulares e de microcirculacéo.

Palavras-chave: antioxidante sintético, figado, neoglicogénese.
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EFEITOS DO OLEO DE COPAIBA SOBRE PARAMETROS PLASMATICOS EM
RATOS ADULTOS

CASTRO-GHIZONI, Cristiane Vizioli; AMES, Ana Paula Arssufi; BARIZAO, Camila
de Lima; STAFUZA, Lucas Moreira; SA-NAKANISHI, Anacharis Babeto; BRACHT,
Adelar; COMAR, Jurandir Fernando

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringd, Parana, Brasil.

O Oleo de copaiba, um Oleo-resina extraido de plantas pertencentes ao género
Copaifera, € muito utilizado na medicina popular devido as suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do
Oleo de copaiba (C. reticulata Ducke) sobre alguns parametros plasméaticos em ratos
adultos com 8 meses de idade. Ratos Holtzman (8 meses de idade) foram tratados
via gavagem, diariamente, com o Oleo de copaiba nas concentracfes de 0,58g/Kg e
1,15 g/Kg durante 14 dias. Ratos controle receberam 6leo de milho nas mesmas
condi¢cBes. O sangue foi coletado (com EDTA) de ratos previamente anestesiados, e
o plasma foi utilizado para as seguintes determinacdes: niveis de proteina total,
albumina, globulina, bilirrubina total, bilirrubina direta, bilirrubina indireta e creatinina.
Também foi determinada a atividade das seguintes enzimas plasmaticas: alanina
transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST) e fosfatase alcalina (ALP). Para
dosagens foram utilizados kits comerciais (Gold Analisa Diagnostica® LTDA). A
atividade da AST e ALT aumentaram (34% e 50% respectivamente) em ratos
tratados com Gleo de copaiba na concentracdo de 0,58g/Kg em relacdo ao controle.
O 6leo de copaiba na concentracdo de 1,15g/Kg elevou a atividade da ALT e ALP
em 50% e 206% respectivamente, em relacdo ao controle. O tratamento com 6leo
de copaiba na dose de 1,15¢g/Kg aumentou os niveis de albumina (+16%), a razéo
albumina/globulina (+24%), o contetdo de bilirrubina total (+312%), bilirrubina direta
(+465%) e indireta (+165%) e a concentracdo de creatinina (+76%) em relacdo ao
controle. Desse modo, pode-se concluir que o tratamento com o 6leo de copaiba,
principalmente na dose de 1,15¢/Kg, apresenta efeito hepatotéxico podendo o seu
uso por si sé contribuir para o desenvolvimento de um quadro inflamatério.

Palavras-chave: parametros plasmaticos, efeito toxico, 6leo de copaiba.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE MICELIO
OBTIDOS POR FERMENTACAO SUBMERSA

CONTATO, Alex Graca; BRUGNARI, Tatiane; de AZEVEDO, Milena; NOLLI,
Mariene Marques; FREITAS, Emanuelle Neiverth de; LEAL NETO, Miguel,
MORIYAMA, Caio Tatsuo; PERALTA, Rosane Marina; de SOUZA, Cristina Giatti
Marques

Departamento de Bioguimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

Existem diferentes variedades de cogumelos comestiveis, cada um com seu sabor,
cor, odor e textura. Alguns estudos evidenciam a capacidade de cogumelos de
produzir substancias antioxidantes, antimicrobianas e antitumorais. Considerando o
namero de espécies descritas, ainda sdo poucas as que foram investigadas quanto
ao seu conteudo em metabdlitos secundarios, atividade antioxidante, antimicrobiana
e demais propriedades. O objetivo deste projeto foi avaliar a capacidade
antimicrobiana, por meio do método de disco difusdo, seguida da identificacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentragdo bactericida minima (CBM),
de nove isolados de basidiomicetos do Laboratério de Bioquimica e Fisiologia de
Microrganismos do DBQ/UEM, cedidos pela Embrapa, fazendo o uso de seu micélio
como material primario de estudo. Os fungos estudados foram Flaviporus venustus
EF30, Hydnopolyporus venustus EF41 e EF44, Inonotus splitgerberi EF46, Lentinula
boryana EF48, Oudemansiella canarii EF72, Perenniporia sp. EF79, Phellinus linteus
EF81 e Pleurotus albidus EF84, enquanto que as bactérias foram cedidas pelo
Departamento de Ciéncias Basicas da Saude (DBS) da Universidade Estadual de
Maringd (UEM). As cepas utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus subtilis ATCC 6051, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 15442, Salmonella enterica ATCC 13076 e Klesbisiella
pneumoniae ATCC 7006. Poucos extratos apresentaram atividade antimicrobiana.
No entanto, no ensaio feito a partir da analise antimicrobiana, dois resultados sdo
significantes: a inibicdo de S. aureus por P. linteus (CIM de 50 mg/mL e CBM de 75
mg/mL) e a de P. aeruginosa por P. albidus (CIM de 100 mg/mL e CBM >100
mg/mL). As bactérias B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae e S. enterica ndo foram
inibidas por nenhum dos extratos testados. Contudo, a continuidade dos estudos é
necessaria para comprovar os efeitos, assim como o isolamento das substancias
gue possuem o principio ativo.

Palavras-chave: antimicrobiano, basidiomicetos, micélio.
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DIFERENTE SENSIBILIDADE DAS PLANTAS DANINHAS Amaranthus hybridus,
Digitaria horizontalis E Alternanthera tenella AOS COMPOSTOS TOXICOS DA
PALHADA DE Urochloa ruziziensis

CONTESQOTO, Isabela de Carvalho'; MANTOVANELLI, Gislaine Cristiane?;
MENEZES, Paulo Vinicius Moreira da Costa ; MITO, Mércio Shigueaki ; EMORI,
Mauricio Tatsuo?; FIORUCCI, Letycia Lopes Ricardo?; OLIVEIRA JUNIOR, Rubem

Silvério de3; ISHII-IWAMOTO, Emy Luizat

'Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil; “Departamento de
Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil; 3Departamento de Agronomia,
Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil.

Plantas usadas como culturas de cobertura em sistema de plantio direto podem
reduzir a emergéncia de plantas daninhas pela liberacdo de compostos téxicos
podendo contribuir para reducdo do uso de herbicidas. O objetivo desse trabalho foi
explorar a acao herbicida de compostos existentes na fracdo butandlica (FBut) da
palhada de Urochloa ruziziensis sobre trés plantas daninhas: Amaranthus hybridus
(caruru-roxo), Digitaria horizontalis (capim-colchédo) e Alternanthera tenella (apaga-
fogo). A extracdo das partes aéreas de U. decumbens foi feita com butanol. Foram
avaliados parametros de germinacdo e crescimento inicial das plantulas e a
morfologia radicular por microscopia estereoscopica. As sementes foram germinadas
em gerbox com meio agar a 30 °C por 7 dias. A FBut foi testada nas concentracées
de 250, 500 e 1000 pug mL™. A FBut de U. ruziziensis alterou a germinagéo e o
desenvolvimento inicial das plantas daninhas com diferentes intensidades. Em
relacdo aos parametros de germinacdo, D. horizontalis apresentou maior
sensibilidade, A. hybridus foi pouco afetada, enquanto que A. tenella néo foi sensivel
a nenhuma concentracdo. As plantulas apresentaram alteracfes significativas no
crescimento inicial. A A. hybridus foi a espécie mais sensivel, com acentuada
inibicdo do crescimento das raizes e ICs, de 189 pg mL™. Em A. tenella, o ICso foi
de 245 pg mL™ e em D. horizontalis foi de 275 ug mL™. A morfologia radicular das
trés espécies foi substancialmente alterada. Houve escurecimento e aparecimento
consideravel de raizes secundarias precoces. Os compostos presentes em FBut
podem exercer efeitos espécie-especificos e é dificil precisar todos os fatores que
determinaram essas diferengas entre espécies. Assim, este estudo forneceu
informagbes importantes para a utilizacdo de palhadas de U. ruziziensis na
supressédo de plantas daninhas no campo apontando as espécies mais sensiveis ou
tolerantes aos compostos ativos existentes na fragéo butandlica.

Palavras-chave: Amaranthus hybridus, Digitaria horizontalis, Alternanthera tenella,
microscopy.
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OBTENGAO DE EXTRATO RICO EM B-CAROTENO UTILIZANDO ULTRASSOM
EM SEMENTES DE UVA CABERNET SAUVIGNON

DIORIO, Alexandre®: LIU, Fernanda'; PEREIRA, Nehemias Curvelo: MENZES,
Maraisa Lopes de?

'Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil;
’Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Brasil.

O B-Caroteno é um importante precursor da vitamina A, sendo esta responsavel pela
formacdo de pigmentos cromoéforos do olho humano. A hipovitaminose A pode
induzir a xeroftalmia, cegueira e morte prematura, por iSsO a ingestdo de
carotenoides é importante para suprir as deficiéncias de vitamina A especialmente
em regifes subdesenvolvidas. A quantidade de carotenoides presente nos alimentos
varia de acordo com o tipo de alimento, maturacdo do vegetal, clima e geografia do
terreno de plantio, método de colheita empregado e posteriores tratamentos,
ademais, a sua composicdo nas partes constituintes do fruto também nédo é
uniforme. Devido aos beneficios sobre o organismo humano e ao fato da literatura
apresentar poucas informacdes referentes a presenca de carotenoides em uvas este
trabalhou objetivou quantificar por meio de espectrofotometria UV/VIS (450 nm) a
quantidade de [B-caroteno presente no extrato de sementes de uva da variedade
Cabernet Sauvignon extraido com solvente e auxiliado por ondas sonicas de baixa
frequéncia e pelo processo de extracdo apenas com percolagcédo do solvente. A fim
de verificar uma condigao 6tima de obtencao do [3-caroteno fez-se um planejamento
experimental do tipo Box-Behnken. Nos extratos obtidos pelo processo ultrassonico
foram constatados valores de B-Caroteno na faixa de 0,22 — 0,54 MQg-caroteno Para
cada 100 gramas de extrato e, aproximadamente, 0,22 — 0,37 Mgg-caroteno Para cada
100 gramas de extrato apenas com percolacao do solvente. Concluiu-se, finalmente,
qgue o uso do ultrassom foi capaz de fornecer extratos com maiores quantidades de
B-caroteno do que somente a extracdo por solvente. Os valores obtidos foram de 11
a 26% maiores do que a quantidade de [-caroteno reportada pela literatura para a
casca de outras variedades de uvas sendo, portanto, a semente uma melhor fonte
para obtencédo deste componente.

Palavras-chave: beta-caroteno, extragdo, ultrassom, Cabernet Sauvignon.
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EXPRESAO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE UMA LIPASE E UMA
PEPTIDASE IDENTIFICADAS A PARTIR DO SEQUENCIAMENTO DE DNA
METAGENOMICO

EMORI, Mauricio Tatsuo!: PINHELLI, Fernanda?; TESSMANN, lone Parra Barbosa®:
OLIVEIRA, Marco Aurélio Schulert

'Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil; >Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal do Parana, Parand, Brasil.

A metagenbmicaconsiste em uma metodologia que permite o acesso a informacéao
genética (0 metagenoma) de microrganismos de diversos habitats, incluindo
microrganismos que nao podem ser cultivados, que representam mais de 95% do
total, sem a necessidade de técnicas prévias de isolamento.Lipases e proteases
vém sendo massivamente estudadas, pois podem ser utilizadas como catalizadores
biolégicos em processos industriais, como na producdo de sabdo e de alimentos.
Anteriormente, durante a prospecc¢ao por lipases em uma biblioteca metagenémica
construida a partir de amostras de solo da floresta atlantica, foi identificado um clone
com atividade lipolitica. A analise através de mutagénese com transposon e
desaparecimento de fenétipo indicou que a atividade depende de dois genes: um
que codifica uma proteina hipotética, possivelmente uma lipase (LipAP), formando
um operon com outro gene, que codifica uma provavel peptidase (PepAP). O
objetivo deste trabalho foi superexpressar e purificar as proteinas LipAP e PepAP e
caracteriza-las bioquimicamente.Plasmideos recombinantes contendo 0s genes
codificadores da lipase e da peptidase clonados no vetor de expressao pET28a
foram transformados na estirpe Escherichia coli BL21para a superexpressdo das
enzimas. Devido a insolubilidade apresentada pelas enzimas ao tampdo 50mM de
Tris-HCI pH 8,0, foi adicionado 8M de uréia para aumentar a solubilidade. As
enzimas foram purificadas utilizando cromatografia de afinidade em coluna de niquel
e seu grau de pureza foi verificado por eletroforese em gel de poliacrilamida 12%.
Foi avaliada a cinética de autodigestdo da peptidase ao longo dos tempos de 2 a 30
minutos a 37°C. Os resultados demonstraram que a protease possui atividade auto-
hidrolitica, chegando a cerca de 50% de autodigestdo ap6s 30 minutos. Estudos
posteriores serdo realizados para avaliar a atividade das enzimas e a ativacao da
lipase pela peptidase.

Palavras-chave: metagendmica, lipase, peptidase, purificagéo.
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ALTERNATIVA EFICIENTE PARA ANALISE HISTOQUIMICA EM TECIDOS
VEGETAIS LIGNIFICADOS UTILIZANDO POLIETILENOGLICOL (PEG 6000)
COMO MEIO DE INFILTRACAO
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2Departamento de Biologia, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

Andlises histoquimicas em tecidos vegetais, sdo rotinas em laboratérios de anatomia
vegetal, e fornecem informacdes importantes a respeito de 6rgdos e tecidos. Testes
histoquimicos com floroglucinol-HCI (Wiesner), Maule bem como as coloracées com
safranina e azul de astra/fucsina sao utilizados na deteccdo de lignina. Contudo a
maioria dos testes devem ser feitos com material fresco ou fixados, a méo livre, de
modo a ndo perder informacdes. Todavia, se¢cdes a mao livre sdo dispendiosas e
nao apresentam cortes padronizados. Os processos que utilizam parafina ou metil-
metacrilato sdo toxicos, de custo elevado e ndo fornecem subsidios para testes
histoquimicos. Desse modo propomos um método rapido, barato e de baixa
toxicidade para teste histoquimico de lignina. Para tanto, secbes de caule de
Nicotiana tabacum L. (cv. Hav. 425) foram fixados em solug¢do Karnovsky, infiltrados
em PEG 6000, 20%, 50%, 90% (m/v) a 60°C e os blocos confeccionados com PEG,
levados ao congelador (-20°C) e cortados em micrétomo rotacional. Os cortes foram
distendidos em uma placa de petri com agua e submetidos a testes histoquimicos de
Wiesner, Maule, e azul de astra e safranina/fucsina, sendo esse ultimo visto sob luz
fluorescente (460nm). Foi também realizado um controle sem coloracdo e
analisados sob luz branca, UV (380nm) e azul (460nm). Os testes histoquimicos
para lignina (Wiesner e Maule) ndo sofreram alteracfes quando infiltrados em PEG.
Ademais foram evidenciadas células lignificadas quando coradas com azul de astra
e safranina/fucsina e analisadas em microscopia de fluorescéncia (460nm). Lignina é
auto-fluorescente (380nm), mas com o método proposto as andlises de fibras e
elementos de vaso do xilema tornam-se mais intuitivas. Dessa forma, a metodologia
proposta neste trabalho fornece informacdes rapidas e precisa da lignificacdo das
células vegetais. Para tecidos lignificados recomenda-se o uso do PEG para testes
histoquimicos ou associados a anélise em microscopia de fluorescéncia.

Palavras-chave: fluorescéncia, lignina, anatomia vegetal.
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AUMENTO DA FREQUENCIA DE FIBRAS EM CAULES DE TABACO QUANDO
SUBMETIDAS A VARIACAO DO CONTEUDO DE GA; E LUZ
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As plantas estdo constantemente submetidas as variagdes ambientais tais como luz,
nutrientes, CO,, temperatura, dentre outros fatores. Além disso, as vias de
sinalizacdo hormonais, tais como o &cido giberélico (GAs), acarretam em
modificacdes da estrutura e arquitetura das plantas, como aumento do comprimento
do caule, didmetro e area foliar. Desse modo, testamos a hipdtese de que alta
irradiancia (ARr) associado a alta concentracdo de GA, promove aumento da
frequéncia de fibras xilematicas e elementos de vaso do xilema. Para tanto, secdes
de caule de Nicotiana tabacum L. (cv. Hav. 425) foram cultivadas em ambiente de
AR e submetidas a concentracdo de 100uM de GA, um inibidor da biossintese GA
(paclobutrazol — 50 mg L.;) e GA+PAC. Secbes de caule foram colocados em fixador
Karnovsky, infiltrados em PEG 6000 e os blocos montados com PEG e goma
arabica, corados com azul de astra/safranina e analisados em microscépio de
fluorescéncia (460nm). Em alta disponibilidade de luz e GA3 ocorre estimulo para o
crescimento e desenvolvimento do feixe vascular do xilema, aumento da frequéncia
e espessura das fibras xilematicas. Com efeito antagénico, PAC reduziu a espessura
e frequéncia das fibras do xilema, mas ndo o niumero dos elementos de vaso. Além
disso, plantas submetidas a interacdo GA+PAC apresenta-se com fenétipo entre o
controle e GA100. Possivelmente luz seja um fator que atua de forma sinérgica com
GA de modo a promover alteracdes nas fibras do xilema, tanto na frequéncia quanto
na espessura delas, em resposta ao balanco de C da planta.

Palavras-chave: fibras xileméticas, anatomia vegetal, GA vs luz.
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AVALIAQAO DA PERDA DE COMPOSTOS BIOATIVOS DURANTE A
PURIFICACAO DE ADOCANTES DE Stevia rebaudiana
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Stevia rebaudiana é um arbusto perene pertencente a familia asteraceae e é
mundialmente conhecida por possuir em suas folhas, caules e ramos, glicosideos de
esteviol com poder edulcorante superior ao da sacarose em média 300-400 vezes.
Além dos glicosideos, possui em sua constituicdo compostos bioativos de interesse
e de valor comercial que sdo muitas vezes perdidos no processo de extracdo dos
glicosideos ou destinados como residuo. Devido a isto, 0 objetivo deste trabalho foi
fazer um levantamento da capacidade antioxidante (AA) do extrato de estevia apos
cada etapa do processamento para rastreamento de onde estes compostos estariam
ficando retidos. Para a clarificacdo do extrato, utilizou-se filtracdo em filtro Zetaplus®,
em membranas de ultrafiltracdo e nanofiltracdo e colunas de troca i6nica e adsorcao.
Apés o fim de cada etapa recolheu-se uma aliquota para posterior analise de
atividade antioxidante, fendlicos e flavondides. P6de-se notar que durante as etapas
de filtracdo ndo houve perda significativa de atividade antioxidante (=90%AA). No
entanto, apds a etapa de troca ibnica esta perca foi consideravel (=40%AA).
Concluiu-se que durante as etapas de clarificacdo para obtencdo de glicosideos de
esteviol com alto teor de pureza, a maior perda de compostos bioativos se da nas
colunas de troca ibnica e nem todos os compostos ficam retidos durante o processo.

Palavras-chave: Stevia rebaudiana, compostos bioativos, extracdo, purificacao.
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AVALIAC}AO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE UM EXTRATO ETANOLICO
OBTIDO A PARTIR DE FOLHAS DE Stevia rebaudiana
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Stevia rebaudiana € um arbusto perene nativo da regido da América do Sul, mais
frequente em paises como Paraguai e Brasil. E conhecido mundialmente por possuir
em sua constituicdo glicosideos de esteviol, que sdo edulcorantes naturais com
poder de dulcor de, em média, 400 vezes maior que o da sacarose. Além dos
edulcorantes, varios estudos vém demonstrando a importancia de outros compostos
de interesse, muitos deles, por proporcionar beneficios a salde. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de compostos bioativos em extratos
etandlicos obtidos a partir de folhas de Stevia rebaudiana. Investigou-se fendlicos
pelo método de Folin-Ciocalteu, atividade antioxidante pelo método de captura do
radical DPPH" e teor de flavonoides. Através das analises, para compostos fenolicos
obteve-se 40,87 pug/mg de extrato, para atividade antioxidante, alcancou-se uma
porcentagem de inibicdo média de 56,34%, e para flavondides, 552,5 pg/mg de
extrato. Estes resultados evidenciam uma consideravel presenca de compostos
bioativos em folhas de estévia, e ressalta que, além dos seus edulcorantes, existem
outros produtos de valor comercial que podem ser extraidos e reaproveitados na
folha, com utilizacdo tanto na industria de alimentos quanto em farmacéutica pelo
potencial efeito benéfico ao organismo.

Palavras-chave: Stevia rebaudiana, compostos bioativos, extracdo, beneficios a
saude.
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PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA EXTRAC}AO DE FOLHAS DE Stevia
rebaudiana TRATADAS COM ETANOL
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Stevia rebaudiana é um arbusto perene nativo da América do sul encontrado em
regides como Paraguai e Brasil. Suas folhas contém edulcorantes naturais de valor
comercial com capacidade de dulcor em média 300 vezes maior que a da sacarose.
Visando determinar as condi¢cfes 6timas e a maxima extracao destes edulcorantes,
o objetivo deste estudo foi a elaboracdo de um planejamento experimental 32
alternando tempo (60-90), temperatura (25-30) e relacéo folha solvente (1:10-1:30)
em folhas de Stevia rebaudiana pré-tratadas com etanol, definir a influéncia de tais
variaveis no rendimento de extracdo de adocantes e quais seriam 0s parametros
otimos de processo. Através do planejamento experimental com auxilio de programa
estatistico utilizando superficie de resposta com planejamento composto central,
notou-se que a relacdo folha solvente e temperatura influenciou diretamente no
rendimento de extracdo e que o tempo nao tem influéncia significativa no processo.
Com as analises, estipulou-se que para esta folha tratada, as condi¢cdes 6timas de
extracdo seriam tempo de 60min, temperatura de 60°C e relacdo folha solvente
(1:27) e que quando comparado a quantidade de adocante presente na folha com o
teor extraido, obteve-se 0 maximo de extracéo de glicosideos de 85%.

Palavras-chave: Stevia rebaudiana, planejamento experimental, extracao,
rendimento.
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EFEITO DO DINOSEB SOBRE O METABOLISMO ENERGETICO NO FIGADO DE
RATO
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O dinoseb (2-sec-butil-4,6-dinitrofenol) € um herbicida utilizado na agricultura para
controlar o crescimento de gramineas de folha larga e ervas daninhas anuais. Tem
longa persisténcia no solo, podendo permanecer ativo no ambiente por meses ou
anos, sendo considerado um risco para o solo. Além disso, € altamente téxico e a
exposicao a este composto pode causar lesées no figado, pulmé&o e rim. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito de dinoseb sobre varios parametros metabdlicos no
figado de rato. Para medir a glicélise e as vias associadas, a técnica de perfusdo do
figado isolado de rato com liquido livre de hemoglobina foi realizada (tampao Krebs-
Henseleit-bicarbonato, pH 7,4, saturado com 02:CO2 na proporcdo 95:5), utilizando
ratos machos Wistar (200-250 g), alimentados com racdo balanceada e agua ad
libitum. O dinoseb foi dissolvido diretamente no liquido de perfusdo e infundido em
concentracbes de 2,5 a 15 umol/L. A cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC) em coluna de fase reversa com detector UV-Vis também foi utilizada para
medir os teores de adenina nucleotideos (ATP, ADP e AMP) em figado de rato
clampeado. O dinoseb estimulou o consumo de oxigénio, a glicogendlise e a
glicdlise de maneira dependente da concentragdo. Na maior concentracdo utilizada
(15 umol/L) o consumo de oxigénio foi estimulado em 29%, a liberacdo de glicose a
partir de glicogénio hepatico (glicogendlise) foi estimulada em 17,8% e o aumento da
via glicolitica chegou a 94%. Além disso, houve aumento significativo da razéo
lactato/piruvato  (NADH/NAD®). O dinoseb (15 pmol/L) também reduziu
significativamente o contetdo de ATP (-62%), e aumentou os de ADP (+39%) e AMP
(+227%). Estes resultados demonstram que o dinoseb interfere com o metabolismo
energético do figado, sendo que este efeito estd provavelmente relacionado a sua
acao desacopladora da respiragédo mitocondrial.

Palavras-chave: herbicida, perfusédo hepatica, glicdlise.
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AVALIACAO DA EFICIENCIA DAS LACASES DE Pleurotus ostreatus, Pleurotus
pulmonarius e Ganoderma lucidum LIVRES E IMOBILIZADAS EM SUPORTE
IONICO MANAE-AGAROSE NA DEGRADAQAO DE BISFENOL A
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Bisfenol A (BPA, 4,4'-dihidroxi-2,2-difenilpropano) é amplamente utilizado na
industria de plasticos como mondmero para producdo de policarbonato e resinas
epoxis para acondicionamento de alimentos. Esse composto é conhecido por ser
uma molécula disruptora do sistema enddécrino (CDES). Seu uso € apenas proibido
no ramo de produtos infantis. Parte do BPA utilizado nas industrias acaba
contaminando aguas, sedimentos, solos e biota. Como alternativa de tratamento de
ambientes contaminados estd o uso de enzimas como a lacase, que ao degradar
BPA gera produtos insoluveis que podem ser facilmente removidos da fase aquosa e
nao apresentam efeito estrogénico. O objetivo desse estudo foi avaliar a eficiéncia
da lacases de Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius e Ganoderma lucidum
livres e imobilizadas na degradagéo de Bisfenol A. As enzimas foram imobilizadas
em suporte idnico (MANAE- agarose). Para a avaliacdo da eficiéncia na degradacéo
de BPA das lacases livres e imobilizadas, as enzimas (3 U/mL) foram incubadas
com 100 mg/L de BPA por 60 minutos. Os experimentos foram conduzidos a 28°C,
em tampdao acetato (pH 5) e com agitacao de 120 rpm. BPA residual foi quantificado
por HPLC. 77,86%, 88% e 93% do BPA foram degradados apds 60 minutos pelas
lacases de P. ostreatus, P. pulmonarius e G. lucidum, respectivamente. Quando se
utilizou as enzimas imobilizadas, os percentuais de degradacao foram 98%, 96,7% e
94% para as lacases de P. ostreatus, P. pulmonarius e G. lucidum, respectivamente.
Os dados obtidos mostram que as lacases dos trés fungos foram eficientes na
degradacdo do BPA. As enzimas imobilizadas mostraram pequeno aumento na
eficiéncia. Enzimas imobilizadas séo preferencialmente utilizadas em processos de
biodegradacéo pela possibilidade de re-uso, o que diminui 0 custo operacional do
processo.

Palavras-chave: biodegradacao, imobilizagdo de enzimas, lacase, bisfenol A.
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APLICACAO DO SISTEMA LACASE DE GANODERMA LUCIDUM-MEDIADOR
NA DESCOLORAGCAO DO AZO CORANTE VERMELHO DO CONGO
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A grande maioria dos corantes sintéticos € liberada no ambiente através de
efluentes decorrentes de industrias téxteis. Muitos destes corantes persistem na
natureza, pois sao estaveis a luz, temperatura e ataque microbiano. A oxidoredutase
lacase encontrada em fungos ligninoliticos tem sido empregada em processos
biolégicos de descoloracéo e detoxificacdo de diversos corantes. Sua acado pode ser
melhorada pela adicdo ao sistema reacional de moléculas organicas que atuam
como mediadores do processo oxidativo. Este trabalho teve como objetivo aplicar a
lacase de Ganoderma lucidum no processo de descoloracdo do corante azo
Vermelho do Congo e avaliar o efeito do mediador acido violUrico na reacdo. Para
obtencdo da lacase, G. lucidum foi cultivado em meio em estado sélido utilizando
bagaco de laranja como substrato. Para o estudo in vitro, utilizou-se 50 ppm de
vermelho do congo e 4U/mL de lacase, na auséncia e presenca do mediador nas
concentragdes de 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 mM. Os resultados demonstraram descoloragao
maxima do vermelho do Congo de 64,54% quando usado a lacase na auséncia de
mediador apos 6 horas de incubacdo. Esta porcentagem mostrou-se melhorada na
presenca de mediador alcancando a mesma porcentagem em apenas 90 min de
incubacdo e 71,94% de descoloracdo ap6s 6 h na presenca de 0,25 mmol/L de
acido violarico. Observou-se também concentragcdes maiores de 0,25 mmol/L de
acido violurico, houve inibicdo da descoloracdo. Conclui-se que o mediador acido
violurico atua de forma a tornar mais eficiente e rapido o processo de descoloracéo
do vermelho do congo pela lacase de G. lucidum.

Palavras-chave: sistema lacase-mediador, biorremediacdo, vermelho do congo,
acido violurico, Ganoderma lucidum.

38



Semana de
III Bioquimica

SBQ28

EXTRACAO DE PIGMENTOS NATURAIS DE Scytalidium dimidiatum PARA
APLICACOES NA INDUSTRIA TEXTIL
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A producdo de corantes naturais € de extrema relevancia devido ao potencial
carcinogénico e teratogénico de alguns compostos que atualmente séo utilizados na
formulacdo de corantes sintéticos. Atualmente, estima-se que 20% dos corantes
utilizados pela industria téxtil sdo descartados em efluentes, que se nao tratados de
forma correta podem agredir e modificar o efluente, o ecossistema ao redor e
interferir na satude da populacédo. Os fungos filamentosos tém se mostrado eficientes
produtores de pigmentos, pois a antraquinona € um importante metabdlito
secundario responsavel pelo fenbmeno da cor. O presente estudo avaliou o
potencial de producdo de pigmentos por Scytalidium dimidiatum (isolado da
interdigital do pé de paciente atendido no LEPAC-UEM) e sua possivel aplicacdo no
tingimento de algoddo. Em meio semissdlido de batata foi inoculado uma suspenséo
em solucdo salina de 1x10’ conidios/ml e incubado a 27 e 20°C, sob condi¢des
estacionarias de 4 a 6 semanas. Apoés este periodo, foi observado a producao de cor
no meio de cultura que foi filtrado em gaze esterilizada, adicionado etanol 95% (v/v),
agitado, centrifugado e recuperando o sobrenadante o qual foi novamente filtrado
em papel filtro. O biocorante foi concentrado em rotaevaporador e em seguida
liofilizado. Para observar o potencial de coloracéo do biocorante, amostras de tecido
de algoddo cru medindo 5 cm x 5 cm foram imersas a um banho contendo o
pigmento liofilizado diluido em uma por¢éo de etanol e agua deionizada e mantido a
60 °C por 30 min. Uma solucdo mordente de vinagre 40% foi adicionado ao banho e
deixado por 30 min. Terminado o processo de tingimento os tecidos foram lavados
em agua corrente e detergente e postos para secar em estufa a 80°C. A partir dos
resultados obtidos, pode-se concluir que S. dimidiatum €é capaz de produzir
pigmentos Uteis industrialmente na coloracéo de tecidos de algodao.

Palavras-chave: biocorante, fungo, industria.
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OS EFEITOS BENEFICOS DA MELATONINA SOBRE A ESTEATOSEE O
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A melatonina € um classico mensageiro hormonal do fotoperiodo que apresenta
potencial efeito antioxidante. Assim, pode ser util no tratamento de algumas
patologias associadas a sindrome metabdlica. Dessa forma, o objetivo do trabalho
foi avaliar se o tratamento com melatonina é capaz de reverter alteracdes
metabdlicas decorrentes da deficiéncia estrogénica em ratas ovariectomizadas. Para
tanto, ratas Wistar foram divididas em quatro grupos: controle ndo tratadas (CON);
controle tratadas com melatonina (CON+MEL); ovariectomizadas nédo tratadas
(OVX) e ovariectomizadas tratadas com melatonina (OVX+MEL). O tratamento foi
realizado 13 semanas apos a cirurgia, sendo que uma dose de 10 mg/kg de
melatonina dissolvida em solucdo salina (0,9%) foi administrada diariamente, via
sonda esofégica, as ratas dos grupos CON+MEL e OVX+MEL durante 3 semanas.
As ratas dos grupos CON e OVX foram tratadas com solugéo salina (0,9%) durante
0 mesmo periodo. A seguir, foram determinadas as concentracdes de lipideos totais
(LT), colesterol total (CT) e triglicerideos (TG) no figado. Para avaliar os indicadores
de estresse oxidativo, os conteudos de malondialdeido (MDA) e proteinas
carboniladas (PC) foram medidos em homogenatos totais e as concentracdes de
glutationa reduzida (GSH) foram avaliadas no citosol. Nas ratas OVX, os conteddos
de LT e TG no figado foram maiores quando comparados com o grupo CON,
caracterizando a esteatose. Adicionalmente, houve aumento dos contetdos de PC e
MDA nos figados do grupo OVX, enquanto que o conteido de GSH foi reduzido,
indicando a presenca de estresse oxidativo. No grupo OVX+MEL, nenhum desses
efeitos foi observado. Conclui-se que a melatonina foi capaz de proteger o figado de
ratas OVX contra a esteatose hepatica e o estresse oxidativo celular. Tais efeitos
provavelmente derivam das propriedades antioxidantes da melatonina (eliminacao
direta de radicais livres). No entanto, ndo se excluem outros efeitos, tais como a
ativacdo de enzimas antioxidantes.

Palavras-chave: melatonina, antioxidante, sindrome metabdlica.
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BIOPROSPECCAO DE FUNGOS BASIDEOMICETOS PARA PRE-TRATAMENTO
DE BIOMASSA LIGNOCELULOSICA: CONTRIBUICAO PARA BIORREFINARIAS
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Marques de; PERALTA, Rosane Marina
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O foco em torno de fontes renovaveis de energia estd em ascensao, sendo que a
utilizacdo de fungos para o pré-tratamento de biomassa lignocelulésica tem um
grande potencial para biorrefinarias, pois esses fungos podem converter esta
biomassa em etanol de segunda geracao, por meio do processo de sacarificacao.
Esse trabalho teve como objetivo bioprospectar fungos basideomicetos capazes de
produzir enzimas lignoliticas para pré-tratamento de residuos, sendo que o usado
nesse trabalho foi 0 bagaco de cana Saccharum officinarum L. Foram estudados os
fungos Pycnoporus sp. (isolado da natureza), Oudemansiella canarii EF 72,
Phellinus linteus EF 81, Pleurotus ostreatus, Inonotus splitgerberi EF 46, Xylaria
globosa e Pleurotus djamor, cedidos pela Embrapa Floresta-PR. Para producdo das
enzimas ligninoliticas (lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase), os
mesmos foram cultivados em fermentacdo em estado solido, sendo mantidos a 28°
C por 9, 13, 16, 19 e 21 dias. A determinacdo da atividade enzimatica da lacase foi
pelo método com ABTS; Manganés peroxidase, método com MnSO, e Lignina
peroxidase, método com alcool veratril, analisando no espectrofotbmetro nos
comprimentos de onda de 420, 310 e 270 nm, respectivamente. Os melhores
resultados obtidos foram com o O. canarii, quando comparado ao nosso controle (P.
ostreatus), chegando a 1000 U/L de Manganés peroxidase em 13 e 16 dias de
cultivo, enquanto o P. ostreatus atingiu 200 U/L em 9 dias. Para a lacase, O. canarii
produziu 6000 U/L em 9 dias, sendo que o P. ostreatus obteve 8000 U/L em 16 dias
de cultivo. Para a lignina peroxidase, o O. canarii atingiu 9 U/L em 16 dias e o
controle chegou a 7 U/L em 16 e 21 dias de cultivo. Assim, concluiu-se que O.
canarii € promissor para producdo de coquetel enzimatico com foco em pré-
tratamento de biomassa lignocelulésica.

Palavras-chave: basideomicetos, pré-tratamento, lacase, manganés peroxidase,
lignina peroxidase.
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COMPARACAO DOS PRE-TRATAMENTO QUIMICO, BIOLOGICO E
ENZIMATICO DO BAGACO DA CANA-DE-ACUCAR: CONTRIBUICOES PARA A
OBTENCAO DO ETANOL CELULOSICO
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Jéssica Amanda; PERALTA, Rosane Marina
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Acucares fermentaveis podem ser obtidos a partir da hidrélise enzimatica dos
polissacarideos da biomassa lignocelulosica. A eficiéncia desse processo depende
diretamente do pré-tratamento ao qual a biomassa é submetida. Este trabalho teve
como objetivo avaliar os pré-tratamentos biolégicos e enzimaticos do bagaco de
cana utilizando o fungo Pleurotus ostreatus e seus extratos enzimaticos ricos em
lacase. Para fins comparativos, um pré-tratamento quimico foi conduzido em
paralelo. No tratamento bioldgico, P. ostreatus foi inoculado em bagaco da cana-de-
acucar e as culturas foram mantidas a 28°C por 30 dias. Material soluvel foi extraido
com agua e as fibras insollveis foram secas e trituradas. Para o pré-tratamento
enzimatico, bagaco de cana triturado foi incubado com 50 mL de lacase por 24 h. O
pré-tratamento quimico alcalino foi realizado adicionando-se ao bagaco de cana,
peréxido de hidrogénio 2% e NaOH 1%, sendo a mistura mantida sob agitacdo a
50°C por 60 min. O pré-tratamento quimico e o enzimatico foram repetidos quatro
vezes. O controle (sem pré-tratamento) e os bagacos submetidos aos trés pré-
tratamentos foram hidrolisados utilizando-se coquetéis enzimaticos comerciais Htec2
e Ctec2, gentilmente cedidos pela empresa Novozyme. AcUcares redutores foram
quantificados pelo método do acido 3,5 dinitrosalicilico. Nossos resultados mostram
gue todos os pré-tratamentos foram eficientes, gerando um aumento na liberacéo de
acucares redutores em relacdo ao controle de 334%, 901%, 983%, para 0S pré-
tratamentos biolégico, enzimatico e quimico, respectivamente. O pré-tratamento
enzimatico com lacase de P. ostreatus mostrou-se interessante visto que liberou
praticamente a mesma quantidade de acucar redutor que o pré-tratamento quimico,
com a vantagem de ndo gerar subprodutos téxicos que podem inibir a posterior
fermentacao por leveduras.

Palavras-chave: bagaco de cana-de-agucar, laccase, Pleurotus ostreatus, preé-
tratamentos.
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AVALIACAO DA PRODUCAO DE LACASE EM CULTURAS DE TRAMETES SP
CONTENDO TRIMETOPRIMA
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Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

Farmacos tém sido detectados frequentemente em efluentes das estacdes de
tratamento de esgoto, efluentes industriais e hospitalares, aguas superficiais e
subterraneas. Varias dessas substancias podem causar efeitos adversos a saude
humana, animal e aos ecossistemas mesmo em concentracbes reduzidas. A
presenca desses farmacos deve-se em grande parte a ineficiéncia dos processos
convencionais de tratamento. A biorremediacdo tem surgido como uma alternativa
eficaz. Fungos da podriddo branca da madeira tem se destacado nesse processo
por produzirem enzimas ligninoliticas, que por serem inespecificas podem degradar
compostos xenobidticos e recalcitrantes como os farmacos. O antibiético
trimetoprima (TMP) é encontrado com frequéncia em aguas residuais e tem se
mostrado bastante resistente aos tratamentos mais utilizados. Este estudo teve
como objetivo avaliar a producdo de lacase por Trametes sp. C3 em culturas
liquidas contendo o TMP. Trés discos de micélio foram inoculados em frascos
contendo meio mineral e glicose a 1%, que permaneceram em estufa a 28°C. No
terceiro dia o antibiético TMP (5mg/L) foi adicionado as culturas. Os cultivos foram
interrompidos diariamente por até 8 dias e a biomassa separada por filtracdo a
vacuo e seca em estufa a 60°C até peso constante. A atividade da lacase foi
realizada utilizando ABTS como substrato, tendo sua oxidagao avaliada em 420nm.
O fungo produziu lacase na auséncia do TMP em maiores niveis no terceiro dia
(234,21U/L). Quando o antibiético foi acrescentado no meio de cultivo, a atividade
enzimatica diminuiu (44,4U/L) demonstrando que o farmaco teve influéncia negativa
na producdo da enzima. A enzima manganés peroxidase foi detectada em baixos
niveis. Os espectros de absorcdo dos filtrados contendo TMP, na faixa de 190-
260nm, apontam para uma remocdo do TMP do meio, porém inconclusiva com o
método empregado neste estudo até o momento. Estudos da remocao estdo sendo
realizados com a finalidade de complementar os resultados.

Palavras-chave: lacase, farmacos, remocéao, antibioticos, trimetoprima, fungos da
podridao branca da madeira.
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AMPLIFICACAO, CLONAGEM E EXPRESSAO DO GENE DA GLUTAMINA
SINTETASE (gIinA) DE HERBASPIRILLUM SEROPEDICAE
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A bactéria fixadora de nitrogénio Herbaspirillum seropedicae coloniza tecidos
internos de gramineas de interesse econémico. O nitrogénio fixado por essa bactéria
€ incorporado a biomassa da planta hospedeira, contribuindo para o crescimento da
mesma.Além disso, H. seropedicae também pode induzir o crescimento da planta
pela producdo de fitohorménios. Assim, H. seropedicae tem alto potencial para
substituir a fertilizacdo nitrogenada, que € mais cara e mais agressiva ao meio
ambiente. Por isso, essa bactéria tem se destacado como um modelo para o estudo
do metabolismo de nitrogénio em diazotrofos. A enzima glutamina sintetase (GS),
codificada pelo gene gInA, é responsavel pela assimilacdo no nitrogénio fixado. O
mecanismo de regulacdo da enzima GS de H. seropedicae ainda € desconhecido,
mas parece envolver de alguma forma a enzima GInE, que adenilila GS, e as
proteinas do tipo PII, GInB e GInK. O conhecimento do mecanismo de regulagéo da
atividade de GS de H. seropedicae podera sugerir formas de manipular
geneticamente a bactéria com o objetivo de gerar estirpes capazes de fixar
nitrogénio de forma constitutiva e, consequentemente, de excretar amonio.O objetivo
deste trabalho € amplificar o gene gIlnA de H. seropedicae,clona-lo em vetor de
expressdo,e superexpressar a enzima GS, para que a mesma possa ser
posteriormente purificada. A enzima GS purificada podera ser usada para ensaios
de caracterizagao in vitro, levando a um entendimento refinado do mecanismo de
regulacdo da assimilacdo de nitrogénio em H. seropedicae e em outras bactérias.
Até o momento, os oligonucleotideos iniciadores foram desenhados e, apds sintese,
utilizados para amplificacdo do gene gIlnA através da reacdo da polimerase em
cadeia (PCR). A etapa de clonagem do gene amplificado em vetor de expressao ja
foi iniciada.

Palavras-chave: Herbaspirillum seropedicae, gInA, Glutamina sintetase.

44



Semana de
III Bioquimica

SBQ34

DEFICIENCIA ESTROGENICA LEVA A RESISTENCIA INSULINICA EM RATAS
OVARIECTOMIZADAS

LUCREDI, Naiara Cristinal; MORENO, Franciele Nevesl; SALGUEIRO, Clairce
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Fisiologia, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

A deficiéncia estrogénica na menopausa gera uma redistribuicdo da gordura
corporal, favorecendo o aumento da gordura visceral, e este aumento da
adiposidade pode gerar processos inflamatorios no tecido adiposo com a liberacéo
de citocinas inflamatdrias, que desencadeiam a resisténcia a insulina através da
diminuicdo dos receptores de glicose ou da reducéo da atividade dos receptores de
insulina. O objetivo deste trabalho foi mostrar que a deficiéncia estrogénica em ratas
ovariectomizadas (OVX) prejudica o metabolismo da insulina e, consequentemente,
da glicose. Para tanto, submeteu-se ratas Wistar com 45 dias a cirurgia de
ovariectomia ou Sham-operacdo (CON) e, ap6s 13 semanas o0s animais foram
sacrificados para a realizacdo dos experimentos. A dosagem plasmatica de glicose
foi feita utilizando um kit da Gold Analisa® e a determinacdo da concentracdo de
insulina no plasma foi realizada por meio de radioimunoensaio. O indice HOMA foi
calculado através da expressdo descrita por Matthews et al., 1985. Os resultados
foram expressos como meédia = erro padrdo e os valores de p<0,05 foram
considerados significativos. As concentragdes de glicose e insulina obtidas nas ratas
OVX foram respectivamente: 105,80+5,08 mg/dL e 1,00+0,19 ng/mL , enquanto que
para as ratas CON obteve-se 0s seguintes valores para 0s mesmos parametros:
103,10+4,34 mg/dL e 0,50+0,04 ng/mL. Os valores de indice HOMA calculados
foram, respectivamente, 8,42+2,12 e 3,10+0,4 para as ratas OVX e CON. Os
elevados valores de insulina plasmatica e de indice HOMA atribuidos as ratas OVX
encontrado no plasma de ratas OVX, indicam um desequilibrio entre a secrecéo e
depuracdo plasmatica da insulina e possivelmente um prejuizo no consumo da
glicose, essas caracteristicas sdo sinais da sindrome metabdlica. Todos os
experimentos foram realizados em observancia as orientagdes do Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa (Certificado n°
056/2011).

Palavras-chave: deficiéncia estrogénica, resisténcia a insulina, sindrome
metabdlica.
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Agaricus blazei MURRIL
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O Agaricus blazei Murrill, conhecido como cogumelo do sol, possui, dentre outras
propriedades, poderosa atividade antioxidante, que pode ser eficiente no tratamento
de vérias doencas mediadas por espécies de radicais livres. O objetivo deste
trabalho foi caracterizar a capacidade antioxidante do extrato hidroalcodlico de A.
blazei Murril pelo método de DPPH. Cogumelos desidratados, provenientes de
Ibema-PR, foram triturados para obtencdo de um pé fino sendo entdo submetido a
extragdo hidroalcodlica (etanol 70%) de seus componentes nutricionais. A atividade
antioxidante do extrato hidroalcodlico do A. blazei foi avaliada por meio do ensaio
DPPH (1.1-difenil-2-picril-hidrazil). A partir de uma solu¢do méae (0.024 g de DPPH
em 100 ml de metanol), foram obtidas aliquotas de 10 ml e adicionado, a este
volume, 45 ml de metanol com leitura da absorbancia a 515 nm. Em 2.85 ml da
solucéo resultante foram adicionados 0.15 ml da amostra. Apds 1 hora no escuro em
temperatura ambiente, a absorbancia foi determinada a 515 nm. A atividade
sequestrante foi expressa como % de eficiéncia do sequestro dos radicais livres: % =
(1 — Aamostra’ Acontrole) X 100. Foi calculada a concentracéo efetiva do extrato na qual a
atividade antioxidante é de 50% (ECsp) e o BHT (Butilatohidroxitolueno; 0.2 mg/ml)
utilizado como controle positivo. O valor de ECso obtido por meio da analise da
atividade sequestrante de DPPH para o extrato hidroalcodlico de A. blazei foi de
0.39 mg/ml, comprovando sua atividade antioxidante. O extrato hidroalcodlico de A.
blazei possui eficiente capacidade antioxidante de acordo com o método de DPPH.

Palavras-chave: antioxidante, cogumelo do sol, DPPH.
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Os cogumelos comestiveis sao considerados alimentos funcionais e grande fonte de
compostos bioativos. O Agaricus blazei Murrill, conhecido como cogumelo do sol, é
amplamente estudado devido ndo apenas as propriedades nutricionais, mas também
farmacoldgicas, bem como sua capacidade antioxidante e hipoglicemiante. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar a composicdo quimica do extrato
hidroalcodlico de A. blazei. Os basidiomicetos desidratados de A. blazei,
provenientes de um produtor de Ibema-PR, formam triturados para obtencédo de um
po fino o qual passou por extracdo hidroalcodlica (etanol 70%) dos componentes
nutricionais. Este extrato foi entdo analisado quanto a sua composi¢cdo quimica,
sendo determinadas as concentracdes dos compostos fendlicos, proteinas totais,
carboidratos totais, carboidratos redutores e.ndo-redutores. As analises foram
realizadas no laboratério de Biogquimica de Microorganismos da Universidade
Estadual de Maringa. Os resultados foram expressos em mg/g extrato + erro padrao.
O extrato hidroalcodlico apresentou concentracdo de compostos fendlicos de 28.60 *
0.55; proteinas totais 5.45 + 0.01; carboidratos totais 375.50 + 23.66; carboidratos
redutores 245.40 + 3.60 e ndo redutores 130.10, sendo este calculado pela
subtracdo da quantidade de carboidratos redutores dos carboidratos totais. Os
produtos da extracdo hidroalcodlica (% de peso seco liofilizado) apresentaram
rendimento médio de 41,61+1.01%. A extracdo de compostos fendlicos, carboidratos
totais e redutores do cogumelo A. blazei foi eficiente por meio da extracéo
hidroalcodlica.

Palavras-chave: carboidratos redutores, cogumelo do sol, compostos fendlicos.
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O diabetes mellitus (DM) é uma das doencas cronicas mais comuns na atualidade
que altera metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras. A nutricdo do
paciente diabético inclui dietas que auxiliem no controle glicémico e lipidico, e
desempenham um papel importante no seu tratamento. A Stevia rebaudiana € uma
planta que contem edulcorantes naturais ndo caloricos, e seus produtos isolados
com possiveis propriedades hipoglicemiantes foram estudados, porém ha poucos
trabalhos que avaliam o potencial antidiabético das folhas. Com a hip6tese de que
ratos diabéticos alimentados com racdo suplementada com folhas de estévia
pudessem apresentar melhor controle metabdlico, o objetivo foi formular uma racao
contendo folhas de estévia, e testar seus efeitos cronicos em ratos diabéticos.
Foram estabelecidos quatro grupos experimentais de ratos Wistar machos, dois de
animais normais (NC e NT) e dois de animais diabéticos (DC e DT). Os animais dos
grupos NC e DC foram alimentados com racdo Nuvilab contendo 2% de
carboximetilcelulose e os animais dos grupos NT e DT receberam a mesma racao
contendo 2% de folhas de estévia. Foram registrados o ganho de peso corporal, a
ingestdo alimentar e diversos valores da glicemia (em jejum e no estado
alimentado), triglicérides, colesterol e quantidade de glicogénio hepatico. A dieta
suplementada com folhas de Stevia ndo modificou a ingestédo alimentar. O peso néo
foi alterado em nenhum dos grupos. Os animais diabéticos que receberam a dieta
suplementada com folhas de Stevia apresentaram reducao significativa na glicemia,
na concentracdo de triglicerideos e de colesterol total. A quantidade de glicogénio
hepético foi maior nos animais diabéticos tratados quando comparado com seu
controle. Por fim, a racdo suplementada com 2% de folhas de estévia melhorou o
controle glicémico (em jejum e no estado alimentado) e o controle lipidico nos ratos
diabéticos, sem causar efeitos na ingestdo alimentar e no ganho de peso corporal.

Palavras-chave: folhas de Stevia rebaudiana, diabetes, ratos.
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Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, planta da familia Asteraceae, nativa da América do
Sul, apresenta principalmente em suas folhas glicosideos diterpénicos e, por seu
alto poder edulcorante, é empregada comercialmente desde a década de 70. No
Brasil, o inicio do processamento industrial da estévia aconteceu a partir da
tecnologia gerada na Universidade Estadual de Maringa (UEM), no Nucleo de
Estudos em Produtos Naturais (NEPRON), que apresenta uma série de clones e
variedades de estévia com alto teor de rebaudiosideo A. Novas pesquisas neste
mesmo laboratorio buscam caracterizar uma nova variedade seminal de fécil
reproducdo, cultivo e comercializacdo, denominada Stevia UEM-13. Assim, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar a variedade Stevia UEM-13 e determinar a
concentracdo de compostos bioativos e glicosideos desta variedade, bem como
comparar os perfis de glicosideos e de todos esses compostos com variedades
selvagens. Algumas das metodologias utilizadas para determinacdo e quantificacdo
dos seguintes compostos foram: glicosideos totais por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE); clorofila a e b pelo Método de ARNON; compostos fendlicos
utilizando o reagente Folin-Ciocalteu e determinou-se a atividade antioxidante pelo
ensaio DPPH. Os teores encontrados nas folhas e caules foram, respectivamente:
proteinas totais - 17,83 ¢g/100g e 7,3 g/100g; lipideos totais - 2,16 g/100g e 1,06
0/100g; cinzas - 7,74 g/100g e 4,88 g/100g; clorofila a - 1,25 mg/g e 0,48 mg/g;
clorofila b - 1,70 mg/g e 0,44 mg/g; antocianinas - 0,54 ug/100g e 0,21 pg/100g;
umidade - 6,79% e 7,6%; compostos fendlicos - 22,81 mg/g e 9,27 mg/g; flavonoides
- 123,27 pg/mg e 196,80 ug/mg e atividade antioxidante de 42,26% e 62,3%. Os
caules e ramos do gendtipo Stevia UEM-13 apresentaram concentracdes
importantes de proteinas, minerais e, principalmente, de compostos fendlicos,
fazendo com que seus subprodutos sejam considerados quanto a possibilidade de
adicao ou suplementacdo em alimentos.

Palavras-chave: Stevia rebaudiana, variedade seminal de estévia, glicosideos,
compostos fenolicos, atividade antioxidante.

49



Semana de
III Bioquimica

SBQ39

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE WHEY PROTEIN EM RATOS DIABETICOS

MILANI, Paula Gimenez'; PADILHA, Maria Eduarda Perina?, COSTA, Cecilia Edna
Mareze da*; FORMIGONI, Maysa®; MONTOIA, Daiane®; RODRIGUES, Willian do
Nascimento de Souza®; SILVA, Clér Jansen?; ZORZENON, Maria Rosa Trentin;

COSTA, Silvio Claudio da?

'Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringa, Parana,
Brasil; 2Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil;
*Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

O soro do leite pode ser reaproveitado para a producao de isolados proteicos (IPS)
que podem ser produzidos por processos de separacdo por membranas
(ultrafiltracdo, nanofiltracdo e diafiltracdo), os quais ndo sao agressivos ao meio
ambiente por ndo terem adicdo de compostos quimicos e por serem operados em
temperaturas e pressdo amenas. Os IPS sdo comercializados em produtos
conhecidos como “whey protein” e consumidos por atletas e obesos, os quais estédo
sendo estudados por terem potencial para serem usados como adjuvantes nas
complicacbes do diabetes mellitus. O Isolado produzido neste estudo foi obtido por
meio de ultrafiltracdo em membrana de 10KDa, seguido de 12 ciclos de diafiltragéo e
nanofiltracdo em membrana de 500Da e em sistema de osmose reversa (180Da). O
suplemento foi entdo testado em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina,
por meio do estabelecimento de dois grupos experimentais (n=10): um controle (DC)
e outro suplementado com IPS (DS). O grupo suplementado recebeu o isolado na
concentracdo de 100 mg/kg peso corporal/dia, por sonda esofagica, por um periodo
de 30 dias. Ao final do periodo de suplementacdo, os parametros plasmaticos e
séricos de glicose, colesterol, triglicérides, frutosamina, aspartato aminotransferase e
alanina aminotransferase, e de capacidade antioxidante total, foram avaliados. Os
processos de separacdo por membranas utilizados neste estudo proporcionaram a
obtencéao eficiente de um isolado proteico, com teor proteico importante (89%) e com
baixo teor de lactose, e os efeitos obtidos da sua suplementacdo em animais
diabéticos indicam propriedades funcionais importantes, reduzindo alguns disturbios
metabdlicos decorrentes do diabetes mellitus.

Palavras-chave: isolado proteico do soro do leite, diabetes mellitus, suplementacao.
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Os compostos fendlicos se caracterizam pela presenca de hidroxilas e anéis
aromaticos em suas estruturas, que podem se apresentar nas formas simples ou
como polimeros, 0s quais confere ao composto o poder antioxidante. Sendo uma
fonte natural de auto-oxidacdo, principalmente vegetal, esta caracteristica ocorre
nao somente pelo potencial em doar elétrons e hidrogénios, mas também devido aos
seus radicais intermediarios de alta estabilidade, o que impede, principalmente, a
oxidacdo de &cidos graxos e Oleos. Aliado as contribuicbes a saude, compostos
naturais apresentam importancia significativa para a aplicacao industrial, j& que os
antioxidantes sintéticos tém despertado preocupacdo quanto as doses de seguranca
e toxicidade. Diante disto, o objetivo deste estudo foi analisar o teor de compostos
fenodlicos totais em alho (Allium sativum), anis (lllicium verum), cravo (Syzygium
aromaticum), canela (Cinnamomum verum) e manjericdo (Ocimum basilicum) para
posterior aplicacdo como agentes antifungicos. Os 6leos essenciais foram obtidos
pelo processo de hidrodestilacdo simples, utilizando o aparelho de Clevenger, na
proporcao de 1:4 de planta/agua, por um periodo de trés horas. O teor de compostos
fendlicos totais foi determinado pelo método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau, utilizando acido galico como padrdo de referéncia. Este método envolve
a reducao do reagente pelos compostos fendlicos das amostras com formacédo de
um complexo azul. O 6leo essencial que apresentou maior contelddo de compostos
fendlicos totais foi o de cravo (170 ug de acido galico/ml de éleo), seguido do anis
(147 pg de acido galico/ml), manjericdo (124 pg de acido galico/ml de 6leo), alho (79
ug de &cido galico/ml de 6leo) e canela (30 pug de &cido galico/ml de 6leo). O bom
desempenho desses produtos deve-se a presenca de flavonoides, catequinas e
outros compostos fendlicos ja relatados na literatura como capazes de inibir os
radicais livres presentes no organismo.

Palavras-chave: Folin-Ciocalteau, 6leos essenciais, plantas medicinais e
aromaticas.
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Os Oleos essenciais de plantas medicinais e aromaticas tem se mostrado uma
alternativa viavel para o controle de pragas e doencas, permitindo um manejo
fitossanitario menos agressivo quando comparado aos fungicidas convencionais. A
busca por matrizes que apresentem atividade antimicrobiana e antioxidante séo de
grande importancia, visto que as fitotoxinas oferecem uma ampla gama de novos
sitios de acdo nos organismos alvo. O objetivo do trabalho foi avaliar o potencial
antimicrobiano e antioxidante dos 6leos essencias de alho (Allium sativum), anis
estrelado (lllicium verum) e cravo (Syzygium aromaticum). Os Oleos essenciais foram
obtidos pelo processo de hidrodestilacdo simples, utilizando o aparelho de
Clevenger, na propor¢céo de 1:4 de planta/agua, por um periodo de trés horas. Os
Oleos foram avaliados quanto a sua atividade antimicrobiana frente ao crescimento
micelial de Botrytis cinerea pelo método de difusdo em agar pelo disco de papel, e
capacidade antioxidante pelo método DPPH. Apenas o O6leo essencial de anis
estrelado mostrou um alto nivel de inibicdo contra o Botrytis cinerea (100,0%),
enguanto que o cravo permitiu crescimento moderado (12,5%) e o alho né&o inibiu o
crescimento do fungo (2,5%). A excelente propriedade fungicida do anis estrelado
pode ser atribuida ao anetol, que inibe a producdo de amilase e proteases pela
célula, bem como sua deterioracdo e lise. A atividade antioxidante avaliada
apresentou valores de 0,53, 1,59 e 1,97 umol equivalente de Trolox/ml de éleo
essencial para alho, anis e cravo, respectivamente. A atividade antioxidante dos
Oleos essenciais esta diretamente relacionada aos seus constituintes fendlicos, que
desempenham um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transicdo. A exploracdo das atividades biologicas de
compostos secundarios nos 6leos essenciais de anis e cravo pode se constituir, ao
lado da inducdo da resisténcia, uma alternativa ao desenvolvimento de
biofungicidas.

Palavras-chave: biofungicidas, capacidade antioxidante, 0leo essencial.
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Considerando a crescente inovacdo na industria de laticinios se faz necesséario o
estudo de ingredientes e/ou novos produtos para atender os consumidores. Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar sobremesa lactea
sabor misto: chocolate com maracuja, avaliando a influéncia da substituicdo do tipo
de leite (UHT ou em p6 reconstituido). Por meio de testes preliminares foram obtidas
trés formulacdes: 100% UHT integral (UHT) ou 100% em po reconstituido (PO) e
uma mistura (50/50%) dos dois (UHT + P0). A sobremesa sabor chocolate continha
em sua composicao 96,1% de leite, 2,7% de cacau e 1,2% de creme de leite e a
sabor maracuja 81,5% de leite, 15,5% de suco concentrado de maracuja e 3,0% de
creme de leite. As amostras foram produzidas separadamente e mantidas sob
coccdo a 80°C durante 30 minutos, logo apos resfriadas a 4°C e embaladas em
potes plasticos, sendo colocada primeiramente a de chocolate (10 g) e ap6s a de
maracuja (10 g). Provadores néo treinados avaliaram a aceita¢do sensorial por meio
de escala hedonica de 9 pontos, quanto aos atributos aparéncia, consisténcia e
sabor, a ainda a intencdo de compra por meio de escala de 3 prontos (certamente
compraria, talvez compraria/talvez ndo compraria e certamente ndo compraria). Os
dados foram submetidos a Anova e teste de Tukey (p<0,05). A amostra produzida
com leite em po (pod) foi a de menor preferéncia, e diferiu das demais em todos os
atributos obtendo média 6,0 para aparéncia, consisténcia e sabor; as amostras UHT
e UHT + pd, ndo apresentaram diferenca significativa e foram as preferidas obtendo
notas entre 7,8 e 8,0 em todos os atributos. Em relacéo a intencdo de compra, 40%
dos provadores certamente comprariam as formulacdes UHT e UHT + po, e apenas
20% comprariam a formulacdo com leite em p6. Portanto, as formulacdes com leite
UHT e UHT + p6 séao indicadas para fabricacdo por apresentarem maior aceitacao
sensorial.

Palavras-chave: chocholate, maracuja, leite UHT e leite em po.
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O sorvete € um produto que agrada aos mais variados paladares, sendo que o
emulsificante utilizado em sua formulacéo é responsével por manter a estrutura do
sorvete, principalmente em relacao a incorporacédo de ar. Aliado a este fato, grande
€ o interesse da populagdo por utilizagdo de produtos naturais em substituicdo aos
artificiais em alimentos. Assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver e
avaliar amostras de sorvete com substituicdo do emulsificante por mucilagem de
chia e psyllium. Por meio de testes laboratoriais preliminares foram obtidas trés
formulacdes, uma padréo, outra com substituicdo de emulsificante por mucilagem de
chia e outra por psyllium, sendo que as porcentagens dos ingredientes foram de
75,2% de leite, 18,8% de acucar, 4,5% de nata, 0,7% de liga neutra e 0,8% de
emulsificante ou chia/psyllium. Foram realizadas analises de rendimento do sorvete
(overrun), analise de derretimento e analise instrumental de cor. Os resultados foram
submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. Em relagdo a cor, as amostras se apresentaram bem claras, ou seja,
luminosidade entre 85,89 e 88,47, para 0 parametro a as amostras obtiveram
valores entre -6,78 e-5,40, ou seja, com maior tendéncia a cor verde e em relacéao a
b" maior tendéncia a cor amarela (valores entre 16,42 e 14,58), ndo sendo
observada grandes diferencas entre as amostras (P<0,05). Em relacdo ao overrun, a
formulacdo do sorvete adicionada do psyllium (31,39%) obteve maior porcentagem
quando comparada com a formulacao de chia (16,79%). Em relacdo a analise de
derretimento, a formulacéo adicionada de psyllium apresentou maior estabilidade, ou
seja, este derreteu mais lentamente. Com base nesses dados, pode-se concluir que
a utilizacdo do psyllium como emulsificante é mais eficaz do que a utilizacdo da
mucilagem da chia.

Palavras-chave: cor, derretimento, overrun.
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A artrite induzida por adjuvante é um modelo experimental que apresenta
caracteristicas semelhantes a artrite reumatoide. A progressdo dessa doenca é
atribuida a aumentos do conteddo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Evidéncias sugerem que o a-tocoferol impede os danos provocados por ROS
associados com doencas inflamatérias. O objetivo desse trabalho foi avaliar os
efeitos do a-tocoferol sobre o estado oxidativo do figado de ratos com artrite
induzida por adjuvante. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de
ética (CEUA n°6053280915). Ratos machos, Holtzman, (3 meses) foram tratados
com o a-tocoferol (500mg/kg), via intragastrica, por 23 dias. O tratamento foi iniciado
cinco dias antes da inducdo da artrite e foi mantido por mais 18 dias. Ratos controle
tratado receberam a mesma dose durante 23 dias. Animais controle, saudavel e
artritico, foram tratados com 6leo de milho. O figado foi isolado e utilizado para as
determinacdes dos seguintes marcadores do estado oxidativo: glutationa reduzida
(GSH), glutationa oxidada (GSSG), carbonilacéo de proteinas e TBARS. Também foi
determinado a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD). Figado de animais artriticos apresentaram maiores niveis de
proteina carbonilada e TBARS (+27%, 19,1% respectivamente) quando comparado
ao controle. Ja o a-tocoferol reduziu ambos parametros na artrite a niveis
semelhantes ao controle. O processo inflamatério promoveu diminuicdo dos niveis
de GSH e aumento do conteido de GSSG quando comparado ao controle, refletindo
em uma queda da razdo GSH/GSSG (40%) em animais artriticos. O tratamento nédo
influenciou em nenhum desses parametros. A atividade da enzima CAT foi reduzida
na condicdo artritica, mas nao foi influenciada pelo tratamento. Desse modo pode-se
concluir que embora o a-tocoferol ndo exerca influéncia sobre os sistemas
antioxidantes o tratamento foi capaz de reduzir as lesGes oxidativas relacionadas ao
processo inflamatorio artritico.

Palavras-chave: artrite reumatoide, estresse oxidativo, a-tocoferol.
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A producdo de residuos lignocelulésicos por industrias agroindustriais vem
crescendo no Brasil e, com isso, o desenvolvimento de novas tecnologias
relacionadas ao etanol de segunda geracdo e outros produtos de interesse
comercial. Dentre esses residuos, um dos mais abundantes € o bagaco de cana
(Saccharum officinarum L.), que apresenta quantidades consideraveis de
hemicelulose (20 a 26,5%) e celulose (35 a 40%). A prospeccao de fungos voltados
para a sacarificacdo e sua utilizacdo em consércios de enzimas é limitada pela
dificuldade de se encontrar, na natureza, um microrganismo que seja capaz de
produzir enzimas em niveis satisfatorios. Neste trabalho, foi realizada a prospecc¢éo
de enzimas hemiceluloliticas e celuloliticas de Fusarium sp. para sacarificacdo de
bagaco de cana (Saccharum officinarum L.), por ndo haver muitos estudos
relacionados ao Género, tanto endofiticos quanto fitopatogénicos. Foram utilizadas 6
cepas de Fusarium sp. endofiticos de cana de acgUcar e 16 cepas de Fusarium sp.
fitopatogénicos de diversos cultivares, cedidas por laboratorios parceiros e pela
Fiocruz-RJ. Os isolados foram inoculados, separadamente, para fermentacdo em
estado sélido contendo 4,5 g de bagaco de cana e 1,5 g de farelo de trigo e umidade
de 82% do meio com sais de Vogel 1/50 durante o periodo de 2 a 8 dias. Para
avaliacao do perfil enzimatico de cada isolado, foram determinadas as atividades de
endoglucanases e xilanases pelo método com DNS. Observou-se que em relacédo ao
controle F. oxysporum oxysporum, as cepas endofiticas AR 101, 132 (1,61 e 1.31
U/mL respectivamente) e fitopatogénica F. solani USP (1.51 U/mL) apresentaram
atividades de CMCase promissoras, assim como a endofitica 132 (33.63 U/mL) e as
fitopatogénicas F. sacchari subglutnans e F. lateritum majus (34.35 e 38.39 U/mL
respectivamente) para xilanases. Futuros trabalhos serdo realizados com o0s
isolados na preparacdo de coquetéis enzimaticos para sacarificacdo de bagaco de
cana.

Palavras-chave: Fusarium, celulase, xilanase, sacarificagdo, Saccharum officinarum
L..
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Estudos com o modelo de isquemia e reperfuséo (I/R) tém sido realizados a fim de
melhor compreender os danos teciduais causados pela isquemia e pela reperfusao.
Tais danos relacionam-se principalmente a formacédo de radicais livres e por isso
pesquisas tém intencionado encontrar substancias com acdo antioxidante que
possam ser utilizadas no tratamento das lesdes causadas no referido modelo. Nesse
contexto, o presente trabalho avaliou o suposto efeito antioxidante da Curcumina
sobre as células caliciformes do ileo de ratos submetidos a I/R. Para tanto, foram
utilizados animais da espécie Rattus norvegicus, linhagem albina Wistar, machos,
pesando entre 220 e 260g, os quais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos
(n=5): Controle (animais sem cirurgia e sem tratamento), isquémico-tratado (animais
submetidos a cirurgia com ocluséo da artéria mesentérica superior (AMS) e tratados
com curcumina) e sham-tratado (animais submetidos a cirurgia, mas sem oclusao da
AMS e tratados com curcumina). Apdés 7 dias de reperfusdo, os animais foram
eutanasiados com dose letal de Tiopental S6dico® via intraperitoneal (100 mg/kg de
peso corporal) para coleta do ileo distal, o qual foi lavado em tampao fosfato de
sédio (0,1M; pH 7,4), fixado por 3 horas em solucdo de paraformaldeido 4% e
incluido em parafina para realizagdo da microtomia. Cortes semi-seriados de 5 pm
foram corados com &cido periddico de Schiff. A contagem das células caliciformes se
deu com o auxilio de um microscépio Zeiss Primo Star® em objetiva de 40X,
considerando a proporcdo de células caliciformes em 2500 enterdcitos por animal.
Os resultados ndo mostraram alteracdes significativas na proporcdo destas células
entre 0s grupos. Segundo a literatura atual, tal fato pode estar relacionado ao
extenso periodo de reperfusdo ao qual os animais foram submetidos. Assim, conclui-
se que o tempo de reperfusdo pode ter influenciado nos danos teciduais causados
pela I/R no que se refere as células caliciformes.

Palavras-chave: antioxidante, intestino, modelo animal.
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As lipases sdo enzimas capazes de catalisar diferentes reacdes quimicas, tendo
como substratos naturais os triglicerideos. Estas podem ter origem microbiana,
animal ou vegetal, sendo que as ultimas sdo mais vantajosas por serem de facil
obtencéo de fontes naturais renovaveis, como a Moringa oleifera. Esta planta possui
uma composicao rica em proteinas e lipideos, o que a torna uma potencial fonte de
estudos para obtencao de lipase. Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo
avaliar as atividades lipolitica e especifica da lipase extraida de sementes de
Moringa oleifera em diferentes substratos, como 6leos de canola, oliva, soja e coco.
O extrato bruto enzimatico foi obtido a partir das sementes de moringa descascadas,
trituradas e homogeneizadas em tampédo fosfato de sédio (100 mM, pH 5,0) e
posteriormente centrifugadas a 250 rpm (25 °C), por 30 min. A razdo volume de
tampao/massa de semente foi de 4,5 (v/m). A atividade lipolitica foi determinada pelo
método titulométrico usando 6leos de canola, oliva, soja e coco como substratos.
Uma unidade de atividade (U) equivale a quantidade de enzima que libera 1 umol de
acido graxo por minuto. A quantificacdo de proteinas do extrato enzimatico foi feita a
partir do método de Lowry, e a atividade especifica calculada pela relagdo entre a
atividade lipolitica/contetdo de proteina. Os melhores resultados obtidos para as
atividades lipolitica e especifica foram usando o substrato 6leo de oliva, alcan¢ando
7,71+0,60 U.ml™ e 0,08+0,01 U.mg™, respectivamente. A maior produtividade por
semente foi alcancada para o 6leo de soja, com 15,42+0,32 U.g>. Com os
resultados obtidos é possivel concluir que o extrato bruto de sementes de Moringa
oleifera, & atraente para a producao de concentrados de acidos graxos, uma importante classe de
compostos intermedidrios para a indastria oleoquimica.

Palavras-chave: hidrélise, Moringa oleifera, 6leos vegetais.
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A beterraba pode ser utilizada como corante natural. O presente trabalho propfe a
microencapsulacdo do corante natural de beterraba a fim de avaliar a cor, teor de
antioxidantes e compostos fendélicos em diferentes agentes encapsulantes e formas
de secagem (liofilizacé@o e spray dryer), logo apds a obtencédo das microcapsulas. As
amostras obtidas foram: spray dryer com maltodextrina (S+Mal) e maltodextrina e
goma xantana (S+Mal+Xan); liofilizagdo com maltodextrina (L+Mal) e maltodextrina e
goma xantana (L+Mal+Xan). Foi utilizado um extrator para extrair o suco da
beterraba. Utilizou-se um colorimetro portatil Minolta® CR400, sistema CIE(L*a*b*), e
os dados foram avaliados por ANOVA e teste de Tukey (p<0,05). Para o parametro
a* os valores foram 39,97 (S+Mal), 42,94 (S+Mal+Xan), 31,05 (L+Mal) e 32,71
(L+Mal+Xan). Para b* os valores foram 12,15 (S+Mal), 11,54 (S+Mal+Xan), 7,45
(L+Mal) e 7,87 (L+Mal+Xan), assim nota-se que as amostras secas em spray dryer
apresentaram maior coloracdo vermelha e amarela quando comparadas as
liofilizadas. Os métodos de secagem diferiram entre si (p>0,05) nos parametros L*,
a* e b*. Em relacdo ao agente encapsulante, a adicdo de goma xantana
(L+Mal+Xan) néo diferiu significativamente da amostra apenas com maltodextrina
(L+Mal), porém na secagem por spray dryer (S+Mal) e (S+Mal+Xan), as amostras
diferiram entre si nos parametros a* e L*. A atividade antioxidante pelo método do
DPPH foi maior no corante liofilizado (de 69,72 a 73,04%) e diferiu significativamente
do corante seco por spray dryer (de 37,01 a 41,78%), pois a secagem ocorre em
baixas temperaturas. Ja os compostos fenolicos foram analisados pelo método de
Folin-Ciocalteu e ndo houve diferenca significativa e entre as amostras, variando de
382,51 a 478,58 mg/L. Sendo assim, conclui-se que as amostras secas por spray
dryer sdo mais vermelhas e amarelas que as liofilizadas, porém possuem menor
atividade antioxidante e mesma quantidade de compostos fendlicos (p>0,05).

Palavras-chave: colorimetria, spray dryer, liofilizacdo, atividade antioxidante,
compostos fendlicos.
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UTILIZACAO DE Lactococcus lactis sub sp. lactis NCDO 2118 NA
ELABORACAO DE IOGURTE POTENCIALMENTE PROBIOTICO

PARAISO, Carolina Moser'; RODRIGUES, Ana Karolina Fratucci 1; BAPTISTA, Aline
Takaoka Alves'; LUERCE, Tessalia Diniz %, AZEVEDO, Vasco %, GOMES, Raquel
Guttierres®

1Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil;
2Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Minas Gerais, Minas Gerais, Brasil.

O estudo de alimentos funcionais tem aumentado nos ultimos anos, assim como seu
consumo. Como exemplo de alimento funcional, podemos citar os iogurtes
adicionados de culturas probidticas, que sdo os mais comercializados dentre os
alimentos classificados como funcionais. O consumo regular de probioticos reverte
em beneficios & salude do hospedeiro, tornando seu uso cada vez mais frequente.
Este trabalho teve como objetivo elaborar iogurte potencialmente probidtico a partir
da linhagem de Lactococcus lactis sub sp. lactis NCDO 2118 isolada de ervilhas
congelas e avaliar caracteristicas fisico-quimicas e o processo de acidificacao
durante a fermentacdo dos produtos elaborados. Para tanto, foram elaborados
formulacbes de iogurte com cultura potencialmente probidtica (com concentracdes
de 3 e 6%) em comparacdo com cultura probiética comercial, em que foram
estudadas as caracteristicas fisico-quimicas e o processo de acidificacdo durante a
fermentacdo. Nas andlises fisico-quimicas observou-se que os valores de pH e
umidade dos iogurtes com cultura Lactococcus lactis sub sp. lactis NCDO 2118 nao
diferiram entre si (p<0,05), mas diferiram da amostra com cultura comercial,
enquanto que para a acidez e o teor de cinzas todas as amostras sao
estatisticamente semelhantes (p<0,05), e somente a amostra com cultura comercial
apresentou teores de proteinas de acordo com a legislacdo. Durante a producao dos
iogurtes observou-se um decréscimo do pH e aumento da acidez ao longo de todas
as formulacdes e o processo de fermentacéo foi dentro do esperado em relacédo ao
tempo. Assim, conclui-se, que é viavel a elaboracdo de iogurte potencialmente
probiético a partir da linhagem de Lactococcus lactis sub sp. lactis NCDO 2118.

Palavras-chave: alimento funcional, probiotico, fermentacéao.
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IMOBILIZACAO DE LACASE DE Pleurotus ostreatus EM BAGACO DE CANA

PINTO, Victor; VALE, Nicolas; SILVA, Idélcio; INACIO, Fabiola

Instituto Federal do Parana — Campus Jacarezinho, Parana, Brasil

O Brasil é o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, atividade que gera cerca
de 12 milhdes de toneladas de bagaco anualmente. A lacase € uma fenoloxidase
que pode ser sintetizada por diversas espécies de seres vivos como, por exemplo, o
basidiomiceto Pleurotus ostreatus. Por possuir uma ampla especificidade ao
substrato ela é comumente aplicavel em muitos processos biotecnoldgicos. O
meétodo de imobilizacdo em suportes soélidos vem sendo utilizado com frequéncia no
ramo da bioquimica. A imobilizacdo pode ser definida como a fixacdo de enzimas
dentro ou na superficie de um agente imobilizador de tal modo que a atividade
catalitica ndo seja afetada negativamente. O trabalho tem como objetivo determinar
a atividade de lacase oriunda do basidiomiceto Pleurotus ostreatus ap0s o processo
de imobilizacdo e avaliar o rendimento dessa fixacdo. Para a determinagédo de
lacase usou-se o reagente ABTS cuja reacdo ocorreu por 5 minutos a 40 °C seguido
por leitura a 420 nm. Purificou-se o bagaco de cana por fervura em acidos e bases
diluidos com posterior secagem em estufa de circulacdo de ar a 70 °C. O processo
de oxidacdo do bagaco consistiu na mistura com 0,03 mol/L de periodato de sodio a
90 °C por 200 rpm durante 15 horas seguido de lavagem com agua destilada. Para a
imobilizacdo da lacase concentrou-se o extrato bruto com acetona “over night”, que
logo foi adicionado ao bagaco de cana oxidado a 50 °C, por 30 minutos e com
agitacdo constante. A atividade enzimatica da lacase livre e concentrada foi de 321,3
U/L. ApGs o processo de purificacdo e oxidacdo do bagaco de cana-de-acUcar a
enzima foi imobilizada e os valores da atividade de lacase remanescente, do
primeiro e segundo filtrado apds o processo de lavagem foram de 13,9 U/L, 29,7 U/L
e 2,3 U/L, respectivamente. O rendimento da enzima imobilizada foi de 4,37%. Foi
possivel verificar que a lacase permaneceu imobilizada no bagaco de cana, porém é
necessario aprimorar esta técnica para a obtencdo de maiores rendimentos.

Palavras-chave: lacase, bagaco, imobilizacao.
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A EXOGLUCANASE DE Penicillium digitatum: PRODUCAO, PURIFICACAO, E
CARACTERIZACAO

SANTOS, Fabiane; SEIXAS, Flavio; OLIVEIRA, Marco; BARBOSA-TESSMANN,
lone

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

As celulases possuem muitas aplica¢des industriais. Um isolado do fungo Penicillium
digitatum produtor de celulase foi previamente isolado de sementes de milho com
sinais de podriddo. Neste trabalho, a producéo da celulase deste fungo foi estudada
e a enzima purificada foi caracterizada. Carboximetilcelulose (CMC) foi utilizada
como substrato para avaliar a atividade enzimatica pela liberacdo de acucares
redutores. A melhor producdo da enzima (800 U/mL de filtrado) foi obtida com
cultura estacionaria em meio liquido com pH inicial de 5,0, a 25 °C, por 5-6 dias,
utilizando lactose como fonte de carbono e peptona, extrato de levedura, sulfato de
amonio e ureia como fonte combinada de nitrogénio. A enzima foi purificada com
precipitacdo com sulfato de amonio, didlise e cromatografia de exclusao molecular.
Uma analise de SDS-PAGE mostrou que a enzima tem 74 kDa. O Ky para a CMC
de 10 mg/mL e a Vma de 12.500 pymol/mL.min™* de actcar redutor liberado foram
calculados com uma curva de concentracdo de substrato. A enzima purificada foi
inativada em temperaturas acima de 60 °C e foi estavel por 7 horas a 50 °C. A
temperatura e pH 6timos foram de 60 °C e 5,2, respectivamente. Dois peptideos
obtidos da enzima foram sequenciados por espectrometria de massa (MALDI-TOF).
Uma pesquisa BLAST das sequéncias obtidas dos peptideos no genoma ja
sequenciado do P. digitatum revelou que a enzima € uma 1,4-beta-D-glicano-
celobiohidrolase (exoglicanase). Zinco e cobalto ativaram a enzima e CTAB, Triton
X-100 e Tween 80 inibiram. Um modelo in silico da molécula foi gerado. Analises de
dicroismo circular (CD) revelaram a estrutura secundaria da enzima: a-hélice 12%,
curva B 23% e B-conformacdo 40%. Os seguintes dados termodinamicos foram
obtidos com analise de CD da desnaturacgéo térmica da enzima: AHy, = 260,2 kJ/mol,
AC, = 1,83 kJ/mol.K e T, = 58,3 °C. As propriedades bioquimicas da exoglicanase
de P. digitatum indicam que essa enzima possui potencial para aplicacbes
industriais.

Palavras-chave: celulase, exoglicanase, Penicillium.
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AMILASE DE Epicoccum nigrum: PRODUCAO, PURIFICACAO PARCIAL E
CARACTERIZAGAO

SANTOS, Fabiane; MARTIM, Damaris; BARBOSA-TESSMANN, lone

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringd, Parana, Brasil.

O amido é a principal molécula de reserva vegetal. Para uso industrial, é necessario
gue o amido seja degradado por meio da hidrolise enzimatica, com uso de amilases.
O Epicoccum nigrum é um fungo produtor de amilase, no entanto, ndo ha relatos de
estudos de producdo ou de caracterizagcdo da enzima produzida. Um isolado de E.
nigrum produtor de amilase foi anteriormente bioprospectado de sementes de milho
apresentando sinais de podriddo. A atividade enziméatica foi avaliada
espectrofotometricamente, com o desaparecimento do amido corado com iodo. A
enzima do filtrado nédo liberou acucares redutores do amido, indicando ser uma
endoamilase. A melhor producédo da enzima (1,0 U/mL de meio) ocorreu quando o
fungo foi cultivado com agitacdo (100 rpm), a 25 °C, por 3 dias, com um meio liquido
contendo extrato de levedura, peptona, NaH,PO,4, Na,HPO4-7H,0, pH 7,0, KCI 10
mM e amido soltavel 2 g/L como fonte de carbono, com um in6culo de 2 mL (8% v/v)
de um homogeneizado de uma cultura estacionaria de 5 dias nas mesmas
condicbes. A adicao de Tween 80, CuSO,4 e MgSO,4 ao meio inibiram a producao da
enzima. Para a purificagdo parcial, as proteinas de 225 mL de filtrado foram
precipitadas com sulfato de amonio (90%) e dialisadas. O Ky foi de 1,74 mg/mL de
amido e a Vs foi de 1,53 mg de amido degradado/mL.min™, calculados de uma
curva de concentracdo de substrato. A temperatura 6tima e o pH 6timo foram de 50
°C e 6.0, respectivamente. A enzima foi estavel a 40 °C por 30 minutos e a
temperatura em que a enzima perde 50% da sua atividade (Tso) calculada da curva
de desnaturacéo obtida foi de 46,25 °C. Cobalto e célcio atuaram como ativadores e
SDS e Tween 80 como inibidores da enzima. Analises de cromatografia em papel da
hidrélise do amido pela enzima parcialmente purificada evidenciaram a liberacao de
glicose, indicando a presenca de uma exoamilase associada a endoamilase
estudada. A atividade caracterizada representa uma alternativa para a hidrolise
enzimatica do amido.

Palavras-chave: fungo, amido, amilase.
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PRODUCAO DE HIDROLASES POR BACTERIAS ISOLADAS DE SEMENTES DE
MILHO COM SINAIS DE PODRIDAO

SANTOS, Fabiane; CASTRO, Fausto; APOLONIO, Thiago; YOSHIDA, Leonardo;
OLIVEIRA, Marco; TESSMANN, Dauri; BARBOSA-TESSMANN, lone

Departamento de Bioquimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

Os processos industriais biocatalisados sdo simples, possuem baixo custo e menor
impacto ambiental e consumo energético. As hidrolases sdo as enzimas mais
comumente empregadas e incluem amilases, proteases, celulases e lipases. As
enzimas microbianas sdo as preferidas, porque sdo mais estaveis. Este trabalho
propds a bioprospeccdo de bactérias produtoras de enzimas hidroliticas de
sementes de milho com sintomas de podriddo. Espigas com sementes deterioradas
foram coletadas na Fazenda Experimental de Iguatemi e no Centro de Tecnologia da
Irrigacdo da Universidade Estadual de Maring& e, de uma propriedade no municipio
de Marialva, PR. Estas espigas (amostras) foram tratadas com inseticida e
armazenadas a temperatura ambiente até analise. Sementes de sete amostras
foram analisadas pelo método da diluicdo seriada em agua peptonada estéril, com
in6culo em agar nutriente. Colbnias individualizadas foram transferidas para meios
seletivos contendo amido, celulose microcristalina, leite desnatado, ou trioleina. A
producdo de atividades hidroliticas foi evidenciada pelo aparecimento de halos ao
redor das coldnias, apos revelacdo. Colbnias (182) produtoras de alguma atividade
hidrolitica foram analisadas quanto ao perfil bioquimico por cultivo em meio TSI
(Triplice Sugar Iron), Citrato de Simmons e SIM (Sulfur Indol Motility Test).
Microscopia Gtica e coloracdo de Gram foram utilizadas para avaliar a morfologia. A
identificacdo molecular de 42 isolados de interesse foi feita por meio de DNA
barcoding. Uma porcdo do gene do rRNA 16S foi amplificada por PCR do DNA
molde, com iniciadores universais. Os amplicons obtidos foram purificados e
sequenciados. As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias em
bancos de dados. Uma analise filogenética foi conduzida para verificar o grau de
parentesco evolutivo dos isolados. Varias espécies de bactérias produtoras de
enzimas hidroliticas foram encontradas, sendo algumas produtoras ja& bem
caracterizadas e algumas novas produtoras.

Palavras-chave: bactérias, hidrolases, bioprospeccéo.
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INFLUENCIA DO ACIDO p-METOXICINAMICO SOB O METABOLISMO
ANTIOXIDANTE DE PLANTAS DE Glycine max (soja)

SILVA, Karla; SIQUEIRA-SOARES, Rita; MARCHIOSI, Rogério; FERRARESE-
FILHO, Osvaldo

Departamento de Bioguimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil.

A alelopatia refere-se a capacidade das plantas produzirem substancias quimicas
que, quando liberadas no ambiente, podem interferir de forma favoravel ou
desfavoravel no desenvolvimento de plantas vizinhas. Tal fenbmeno é relevante nos
sistemas de rotacdo de culturas, nos quais a palhada que permanece sobre a
superficie do solo pode liberar aleloquimicos e interferir no crescimento de plantas
daninhas e da cultura seguinte. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar os efeitos do acido p-metoxicinamico (AMC) sobre o metabolismo
antioxidante de plantas de soja (Glycine max). Em estudo preliminar nos
identificamos o AMC como um dos principais aleloquimicos da palhada de milheto,
uma graminea muito utilizada em sistemas de producao de soja no Brasil. Para isso
plantas de soja foram cultivadas em meio hidropénico durante 14 dias, sendo o0s
tratamentos com AMC (0, 50, 100 e 250 mg L™) realizados no 10° dia de cultivo.
Apoés o periodo de incubacéo foram determinadas as atividades da catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD) e peroxidase sollvel (SOD), além da peroxidacao
lipidica e teor de peroxido de hidrogénio (H,O,). Os tratamentos com 50 e 100 mg
L de AMC aumentaram a atividade da CAT. As atividades da SOD e POD, bem
como a peroxidacéo lipidica, foram reduzidas de forma dose dependente. O teor de
H,O, aumentou no tratamento com 50 mg L™, mas foi reduzido com 250 mg L™ de
AMC. Os resultados mostraram que o AMC influencia significativamente o
metabolismo antioxidante de plantas de soja.

Palavras-chave: aleloquimicos, estresse oxidativo, Glycine max.
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ANALISE DA ACEITACAO DE MANTEIGA COMERCIALIZADA EM DIFERENTES
EMBALAGENS

SILVA, Mariana OIiveiral; BAPTISTA, Aline Takaoka Alvesz; POPPI, Amanda Camila
de Oliveira®; PINTO, Laura Adriane de Moraes?; LAZARI, Jodo Paulo®; VIEIRA, Ana
Carolina?,

1Departamento de Engenharia de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil;
2Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil;
3Departamento de Zootecnia, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil.

As embalagens influenciam diretamente em diversos pontos da cadeia produtiva,
como no transporte e na vida de prateleira, além de funcionar como um atrativo para
o consumidor. No caso especifico da manteiga, a mesma ndo pode ser embalada
em materiais impermedaveis, evitando a transferéncia de odores e degradacdo do
produto por fatores externos. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
a aceitabilidade da manteiga em trés diferentes embalagens, através de pesquisa de
mercado e andlise sensorial. Primeiramente foi realizada uma pesquisa de mercado
com 65 consumidores, 0s quais responderam um questionario sobre o consumo de
manteiga, preferéncia de embalagem e custo do produto. Para a analise sensorial
foram utilizadas trés manteigas de uma mesma marca em embalagens diferentes:
aluminio, lata e polietileno, todas adquiridas no comércio de Maringad-PR. Foi
aplicado teste de Escala Hedbnica para 50 provadores néo treinados e as amostras
foram servidas juntamente com biscoito agua e sal. Mais de 95% dos entrevistados
declararam gostar de manteiga, sendo que cerca de 30% consomem todos os dias e
27% raramente. Pouco mais de 40% dos entrevistados disseram que consideram a
qualidade para comprar um mesmo produto em outra embalagem. O polietileno teve
maior preferéncia na pesquisa de mercado, mas 0s entrevistados disseram estar
dispostos a pagar mais pela lata. Houve pequena diferenca entre as amostras, mas
todas as notas se mantiveram entre 6 e 7. A preferéncia por compra foi apresentada
pela embalagem de polietileno, segundo 45% dos provadores.

Palavras-chave: manteiga, embalagem, analise sensorial, pesquisa de mercado.
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DESENVOLVIMENTO DE EMBALAGEM TIPO SACHE PARA O CONSUMO DE
CAFE
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1Departamento de Engenharia de Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parana, Brasil;
2Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil.

O Brasil € um grande produtor e consumidor de café, no entanto, temos a constante
busca pela praticidade e conveniéncia na alimentacdo aliada a falta de tempo,
fazendo com que as pessoas mudassem seus habitos alimentares. O
desenvolvimento do café em sache individual busca atender ao publico que busca
praticidade, mas ndo se identificam com o consumo de café soluvel e prefere o café
preparado tradicionalmente, ou seja, através do papel filtro preparado na hora. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver uma embalagem do tipo saché para porcdes
individuais de café torrado e moido, nos moldes das que séo utilizadas atualmente
para chas de diversos tipos. O trabalho consistiu em duas etapas: pesquisa de
mercado e analise sensorial. Desta forma, inicialmente foi realizada uma pesquisa
de mercado com 65 pessoas visando descobrir o0 interesse pelo produto. Em uma
etapa posterior foram desenvolvidas trés formulagdes diferentes de saché, contendo
diferentes proporcdes de café torrado e café soluvel. Com base nas formulacdes foi
realizada uma analise sensorial envolvendo o café em saché e o café preparado de
maneira tradicional utilizando uma escala hedbnica de 9 pontos para os atributos
cor, sabor, aroma e consisténcia, além de uma pesquisa de intencdo de compra. Os
resultados da pesquisa de mercado indicaram que o produto tem potencial e
mercado consumidor, caso seja lancado, sendo que a maioria dos entrevistados
(88%) aceitariam consumir café em saché. A andlise sensorial mostrou ndo haver
diferenca a um nivel de significancia de 5% para os atributos avaliados, ao comparar
o café tipo saché e o padrdo, sendo que todas apresentaram notas proximas a 6,
indicando a aceitacdo do produto. Desta maneira, o café tipo sache foi considerado
bem aceito pela populagcéo, apresentando viabilidade na insercdo do produto no
mercado alimenticio.

Palavras-chave: pesquisa de mercado, analise sensorial, embalagem.
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EFEITOS DO METILJASMONATO SOBRE O ESTADO OXIDATIVO DE CEREBRO
DE RATOS COM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE

SONI-NETO, Jamil; MOREIRA, Lucas Stafuza; GONCALVES, Geferson Almeida;
COMAR, Jurandir Fernando; PERALTA, Rosane Marina; BRACHT, Adelar;
SA-NAKANISHI, Anacharis Babeto de

Departamento de Bioguimica, Universidade Estadual de Maring4, Paran4, Brasil.

A artrite reumatdide humana € uma doenca inflamatéria crénica, sistémica, que
acomete 1% da populacdo humana. A artrite induzida por adjuvante (AIA) é um
modelo experimental em ratos que apresenta semelhancas fisiopatolégicas com a
doenca humana, e é caracterizada pelo acumulo de espécies reativas de oxigénio.
Devido a similaridade estrutural do metiljasmonato (MeJa) com prostaglandinas anti-
inflamatorias o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito do MeJa sobre o estado
oxidativo do cérebro de ratos com artrite induzida por adjuvante. Os ratos machos de
Holtzman com 3 meses, foram tratados com MeJa (300mg/kg) via intragastrica. O
tratamento foi iniciado cinco dias antes da indugéo da artrite e foi mantido por mais
18 dias. Ratos controle tratado receberam a mesma dose durante 23 dias. Animais
controle, saudavel e artritico, foram tratados com 6leo de milho. O cérebro foi isolado
e utilizado para a determinacédo dos niveis de peroxidacao lipidica (TBARS) e das
enzimas antioxidantes: catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD) Além da
capacidade antioxidante (FRAP). Cérebro de animais artriticos apresentaram
reducdo da atividade da CAT em 14% com relacdo ao controle. O tratamento nos
ratos AIA com MeJa impediu tal reducdo, mantendo a atividade da CAT no grupo
AIA com MeJa similar ao do grupo controle. O conteddo de TBARS aumentou com a
condicdo inflamatoria (48%) em relacdo a condicdo controle. No entanto, o
tratamento de AIA com MeJa foi capaz de reduzir TBARS para niveis semelhantes
ao controle. O desenvolvimento da artrite e o tratamento n&o modificaram a
atividade da SOD nem a FRAP. Desse modo, conclui-se que pelo fato do MeJa
modular o sistema antioxidante e reduzir as lesdes oxidativas relacionadas a
inflamacéo, esta pode ser considerada uma molécula promissora como coadjuvante
do tratamento da artrite reumatoide.

Palavras-chave: artrite reumatoide, estresse oxidativo, metiljasmonato, cérebro.
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AVALIACAO DA UTILIZACAO DA MUCILAGEM DE PSYLLIUM COMO AGENTE
ENCAPSULANTE DE BIXINA
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Céassia®; NETO, André Alvares Monge?
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A utilizacdo de técnicas de microencapsulacdo em corantes naturais pode protegé-
los da oxidacdo, aumentando a sua estabilidade e melhorando a solubilidade em
agua. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a utilizagéo do hidrocoléide extraido
do psyllium como material de parede na formacdo de microcapsulas do extrato da
semente de urucum. Para isso o extrato de urucum foi obtido mediante agitacdo de
sementes de urucum com de acetato de etila na proporcdo 1:4 (m/v). O gel de
psyllium foi extraido em solucdo aquosa 1:100 (m/v) a temperatura de 80 °C sob
agitacao constante durante 1,2 h. A amostra foi filtrada e uma aliquota retirada para
determinacdo da umidade e teor de carboidratos. A mucilagem extraida foi purificada
com etanol na proporcao 100:75 (v/v) (mucilagem:etanol). A solucéo foi agitada por
10 minutos, centrifugada em 3000 rpm por 3 minutos e o precipitado rotaevaporado
para remocao do solvente. Para a producdo da microcapsula, o etanol foi substituido
por solucdo etandlica do extrato de urucum. Aliquotas da amostra apls a
rotaevaporacdo foram removidas para quantificacdo do teor de umidade e de
carboidratos. As amostras foram encaminhadas para liofilizacdo e os pds obtidos
foram armazenados ao abrigo da luz para posteriores testes de estabilidade. Os
resultados apontaram que, no processo de producdo da microcapsula, a utilizacédo
de solucao etandlica do extrato de urucum propiciou menor teor de umidade e maior
teor de carboidratos que o gel purificado apenas com etanol. Quanto a estabilidade
térmica, constatou-se que a microcapsula foi eficiente na estabilizacdo do corante,
podendo aumentar esta em cerca de 60% comparado com o0 extrato puro. Nos
primeiros dias do teste de estabilidade a luminosidade, a microcapsula foi eficiente
em manter o teor de corante. Com isso pode-se dizer que microcapsula foi capaz de
manter a concentracao de extrato de urucum maior que o extrato sem protecdo em
todas as temperaturas testadas e na exposicao a luz.

Palavras-chave: gel, polissacarideo, corante natural, microcapsula.
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ACOMPANHAMENTO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE LIPASE VEGETAL DA
SEMENTE GERMINADA DE Moringa oleifera
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PASTORINI, Lindamir Hernandez?, VIEIRA, Marcelo Fernandes®; VIEIRA, Angelica
Marqueotti Salcedo®

'Departamento de Engenharia Quimica, Universidade Estadual de Maringa, Parané, Brasil;
2Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Maringa, Paran4, Brasil;
3Departamento de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Maringa, Parand, Brasil.

A rica composicdo proteica de Moringa oleifera faz com que a mesma se torne
potencial fonte para a obtencdo de enzimas, como as lipases. O trabalho teve como
objetivo obter lipases a partir de sementes germinadas de moringa, e verificar em
gue tempo de extracdo ocorreu a maxima atividade lipolitica. A germinacdo das
sementes foi realizada em camara de germinacao durante 7 dias a 25°C e a lipase
foi extraida usando as sementes descascadas, trituradas e homogeneizadas em
tampéao fosfato de sodio (100 mM, pH 7,0) e posteriormente centrifugadas a 250 rpm
(25° C). A razao volume de tampao/massa de semente foi de 4,5 (v/m). A atividade
lipolitica foi acompanhada a partir da retirada de aliquotas a cada 3 h, no intervalo
de 0 a 25 h, as quais foram filtradas e a atividade do extrato bruto enziméatico foi
mensurada através do método titulométrico, utilizando azeite de oliva como
substrato. Uma unidade de atividade (U) equivale a quantidade de enzima que libera
1 pmol de &cido graxo por minuto. A quantificacdo de proteinas do extrato
enzimatico foi feita a partir do método de Lowry, e a atividade especifica calculada
pela relacdo entre a atividade lipolitica/conteddo de proteina. Os melhores
resultados de atividade lipolitica, atividade especifica e produtividade de semente
foram alcancados no tempo de 9 h, com 5,84 U.mL™, 0,33 Umg™ e 2,42 U.g™,
respectivamente. Os resultados indicam que as sementes germinadas de Moringa
oleifera sdo promissoras fontes de obtencédo de lipases vegetais que podem ser
aplicadas em diversos processos.

Palavras-chave: enzimas lipoliticas, germinacao, propriedades cataliticas.
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