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MANTOVAN, Janaina. Modificacdo e Caracterizacdo da Levana de Alta Massa
Molecular Produzida por Bacillus subtilis natto para Potencial Aplicacao
Biomédica. 2016. 95f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina , 2016.

RESUMO

A levana é um exopolissacarideo (EPS) de frutose, constituido por ligacdes B-(2—6)
e ramificacdes B-(2—1), sintetizada pela enzima levanasacarase (LS), nas reacfes
de transfrutosilagdo, na presenca de sacarose. Pode ser produzida por diversas
bactérias, das quais se destaca o Bacillus subtilis natto, por sua eficiéncia e ser
reconhecido como seguro. Este EPS apresenta caracteristicas importantes que
permitem sua aplicacdo em diversas areas da industria, como alimenticia,
farmacéutica e cosmética. Para aplicacdo, é importante avaliar fatores que podem
interferir na producéo, assim € necessario o uso de metodologias estatisticas. Outro
parametro importante é a massa molecular, que pode interferir na aplicacdo do
produto. Além disso, modificacdes na estrutura quimica podem aumentar a atividade
biolégica do polissacarideo para aplicagdo na area da saude. Este trabalho teve
como objetivo produzir e avaliar a massa molecular da levana de B. subtilis natto em
Erlenmeyer, utilizando planejamento fatorial com analise por superficie de resposta e
aplicar a melhor condicdo em biorreator. A levana obtida na melhor condicdo em
Erlenmeyer (185 g.L™" de sacarose e pH 6,5) foi de17,17 g.L™, com 44,81% de
massa molecular de = 670 kDa. Nas fermentagdes em biorreator a maior produgao
foi de 19,3 g.L™* em B3 (185 g.L™ de sacarose, sem controle de pH, aeragéo 2 v.v’
! min) e a maior massa molecular (78,5% = 670 kDa) foi encontrada apés 6 h em
B2 (185 g.L™! de sacarose, sem controle de pH, aeracdo 0,5 v.vimin?). A levana
obtida em B2 6h foi submetida ao processo de acetilacédo, e avaliada quanto ao seu
potencial como agente antioxidante e antitumoral. A reacdo de modificacdo gerou
levana em dois graus de acetilacdo Lac1 (47,3%) € Lac2 (5,5%). As estruturas da
levana nativa e modificada foram confirmadas através RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear) e FT-IR (Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier). Laci
e Lac2 exibiram maior capacidade de eliminagéo do radical DPPH, enquanto a levana
nativa exibiu atividade inibitéria contra células de hepatoma humano (HepG2),
mostrando assim, que a levana nativa e seus derivados acetilados possuem
potencial aplicacdo na area da saude, como possiveis agentes antitumoral e
antioxidante.

Palavras-chave: Levana. Massa Molecular. Acetilagdo. Antioxidante. Antitumoral.



MANTOVAN, Janaina. Modification and Characterization of High Molecular
Weight Levan Produced by Bacillus subtilis natto for Potential Biomedical
Application. 2016. 95p. Dissertation (Master’s on Biotechnology) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Levan is a fructose exopolysaccharide (EPS) consisting of B-(2—6) bonds and B-
(2—1) branches, synthesized by levansucrase enzyme, by transfructosylation
reactions in the presence of sucrose. It can be produced by various bacteria, which
stands Bacillus subtilis natto, because of its efficiency and be recognized as safe.
This EPS has important features that allow its application in various areas of industry,
such as food, pharmaceutical and cosmetics industries. For application, it is
important to assess factors that can interfere with the production, so the use of
statistical methods is required. Another important parameter is the molecular weight,
which can interfere with the application of the product. In addition, changes in the
chemical structure can increase the biological activity of polysaccharide for use in
health care. This study aimed to produce and evaluate levan molecular weight of B.
subtilis natto in Erlenmeyer, using factorial design with analysis of response surface
and apply the best condition in the bioreactor. The levan obtained in the best
condition in flasks (185 g.L™ sucrose and pH 6.5) was del7,17 g.L™, with 44.81% of
molecular mass of 2 670 kDa. In the bioreactor fermentations the highest yield was
19.3 gL -1 in B3 (185 gL -1 sucrose without control of pH, aeration vv 2-1.min-1) and
higher molecular weight (78.5% = 670 kDa) was found after 6 h in B2 (185 g.L*
sucrose without control of pH, aeration 0.5 v.v'.min™). The levan obtained 6h B2 was
subjected to the acetylation process, and evaluated for their potential antitumor agent
and as an antioxidant. The modification reaction levan generated in two degrees of
acetylation Lac1 (47.3%) and Lac2 (5.5%). The structures of native and modified levan
were confirmed by NMR (Nuclear Magnetic Resonance) and FT-IR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy). Lacl and Lac2 exhibited higher scavenging
capacity of DPPH radical, while the native levan exhibited inhibitory activity against
human hepatoma cells (HepG2), thus showing that the native levan and their
acetylated derivatives have potential application in health care, as possible agents
antitumor and antioxidant.

Keywords: Levan. Molecular Weight. Acetylation. Antioxidant. Antitumor.
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1. INTRODUCAO

Os polissacarideos extracelulares (EPS) compdem uma ampla
diversidade de moléculas, que podem ser produzidas por bactérias, fungos e plantas
e apresentam diversas aplicacdes industriais. A levana € um EPS constituido
predominantemente por residuos de D-frutose, unidos por ligagdes glicosidicas -
(2—6), podendo ainda apresentar pontos de ramificacdes B-(2—1). E sintetizada pela
LS, uma enzima extracelular, através da reacao de transfrutosilacao.

A levana pode ser produzida por diversas familias de bactérias, mas
estudos demonstraram que B. subtilis natto € um dos microrganismos mais eficientes
na producédo de levana. O género Bacillus apresenta-se como um grupo de bactérias
Gram-positivas, de respiracdo aerobia ou anaerdbia facultativa. E considerado seguro
para salude (GRAS). A cepa de B. subtilis natto € utilizada no preparo de soja
fermentada, um alimento tradicional no Jap&o, conhecido por natto apresenta
potencial de produzir levana.

Devido as suas propriedades, tais como viscosidade, solubilidade em
agua e oleo, compatibilidade com sais e surfactantes, estabilidade ao calor, a acidos
e a bases pode atuar como agente estabilizador, emulsificante, espessante,
encapsulante e osmorregulador. Tais caracteristicas permitem sua aplicacdo nas
industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Pode agir como prebidtico,
auxiliando a microflora intestinal. Além disso, estudos mais recentes, tem mostrado o
potencial da levana na area da saude, em estudos in vitro e in vivo, como acao
antiviral, hipocolesterolémica, hipoglicemiante, imunomodulatéria, antioxidante e
antitumoral.

Para que o EPS possa ser utilizado em aplicacbes industriais &
preciso estabelecer processos viaveis de producdo em maior escala. Para isto, muitos
fatores importantes devem ser ajustados previamente, como pH, temperatura,
concentracdo de sacarose, agitacao e adicao de sais, sendo necessaria a utilizagao
de metodologias estatisticas, que permitem identificar e quantificar diferentes
interacdes entre os diferentes parametros e ainda reduzir o nUmero de experimentos.
A metodologia de planejamento fatorial associada a analise por superficie de resposta
(MSR) tem sido amplamente aplicada em processos fermentativos para obtencédo de
produtos de interesse industrial.

Assim como producgdo e atividade enzimatica, a massa molecular é

outro fator que deve ser analisado, ja que pode estar relacionado com a atividade
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biologica do polissacarideo obtido. A massa molecular da levana, produzida por
sintese enzimatica ou microbiana, pode variar de acordo com 0 microrganismo
produtor e as condi¢bes de cultivo, sendo que pH e sacarose sao algumas das
variaveis mais influentes. O Bacillus subtilis pode produzir, de acordo com o grau de
polimerizacdo, fruto-oligossacarideos e levanas, que apresentam maior massa
molecular. Essas sdo descritas na literatura em uma ampla faixa, variando entre 4 e
7.080 kDa. Na area da saude é relatado o uso de levanas com alta e baixa massa
molecular.

As modificagdes na estrutura quimica da levana podem interferir,
geralmente de forma positiva, na atividade biologica. As modificacbes em EPSs
descritas na literatura, acetilacéo, fosforilacdo, sulfatacdo e carboximetilacdo, tém
mostrado efeitos bioldgicos importantes. Durante estes processos, além da introducéo
dos novos grupos quimicos, podem ocorrer mudancgas estruturais, conformacionais,
expansfes na cadeia e diminuicdo do teor de proteinas e da massa molecular. A
levana modificada, através de diferentes processos pode apresentar maior
capacidade antioxidante e antitumoral.

Assim, este estudo teve como objetivo produzir e avaliar a massa
molecular da levana em diferentes condi¢des de cultivo, promover modificacbes
quimicas na molécula e avaliar o potencial biomédico de aplicacdo da levana nativa e

modificada.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Produzir, modificar e caracterizar a levana de Bacillus subtilis natto

para avaliar sua aplicacdo biomédica.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar processos de separacdo de levana de diferentes massas
moleculares;

Avaliar a producéo da levana de B. subtilis variando as concentragdes
de sacarose e pH, através de planejamento fatorial;

Produzir levana em biorreator na melhor condicéo obtida em batelada
e caracterizar quanto a massa molecular;

Modificar a levana produzida, através do processo de acetilacéo;

Avaliar a capacidade antioxidante da levana nativa e acetilada;

Avaliar o potencial citotoxico das levanas nativa e modificada em

células tumorais de hepatoma humano.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Levana: sintese, estrutura e propriedades

Um grande numero de polissacarideos bacterianos foi relatado nas
tltimas décadas, e sua composicao, estrutura, biossintese e propriedades funcionais
tém sido amplamente estudadas. Os polissacarideos microbianos podem ser
classificados de acordo com a sua localizacdo e fungédo na célula: (a) citosdlicos,
funcionam como fonte de carbono e energia, (b) componentes de parede celular,
como peptidoglicanos, acido teicdico e lipopolissacarideos e (c) exopolissacarideos,
gue compreendem polissacarideos excretados para o meio extracelular (DONOT et
al., 2012). A maior parte dos EPSs é sintetizada intracelularmente e exportada para o
meio extracelular, na forma de capsulas ou biofilme. Existem algumas excecdes
conhecidas, como a levana e dextrana, cuja sintese e polimerizacdo ocorrem fora das
células, através de enzimas que convertem o substrato para o polimero no ambiente
extracelular (FREITAS; ALVES; REIS, 2011).

A levana é sintetizada pela levanasacarase (LS) (sacarose: 2,6-3-D-
frutana-2,6-B-D-frutosiltransferase, E.C.2.4.1.10), uma enzima extracelular
classificada como glicosil hidrolase 68 (GH 68), um grupo de enzimas que hidrolisam
a ligacéo glicosidica entre dois ou mais carboidratos ou entre um carboidrato e uma
porcdo ndo carboidrato, segundo a base de dados das enzimas com atividade em
carboidratos (CAZY). A Figura 1 mostra a representacao esquematica e resumida da
formacdo da levana. Primeiramente, ocorre a biossintese da enzima na célula (Passo
1), que pode ser de forma constitutiva e indutiva no B. subtilis (ABDEL-FATTAH;
MAHMOUD; ESAWY, 2005), atraves da ativacdo do gene sacB
(ANANTHALAKSHMY, V.; GUNASEKARAN, P., 1999). A enzima adquire a
conformacao final no espaco periplasmatico (Passo 2) e entdo € excretada para o
meio extracelular (Passo 3). Este processo pode ser feito pela clivagem do peptideo
sinal, seguido pelo dobramento de proteinas ou por um mecanismo iniciado através
de um peptideo sinal, em uma via propria. A LS atua sobre as moléculas doadoras
(substratos) e a sintese de levana € iniciada, através das reagfes de transfrutosilagéo
(Passo 4). E por fim (Passo 5), a enzima continua adicionando as unidades de frutose
a cadeia da levana (SRIKANTH et al., 2015a).
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Figura 1 — Representacdo esquematica para sintese de levana.
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Fonte: Srikanth et al. (2015a), modificado.

A reacao de transfrutosilacéo (Figura 1 — Passo 4) é apresentada com
mais detalhes na Figura 2. Na presenca de sacarose (Sac), a LS (LS) inicia sua acao

com a formacao de um intermediario frutosil-enzima (Frutosil-LS) e pode transferir o
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residuo de frutose para agua (reacao de hidrélise) ou para outra molécula receptora
presente no meio de reacdo (reacdo de aceptor), sendo que estas moléculas podem
funcionar como substrato e produto da reacdo, em um mecanismo chamado ping-
pong (CHAMBERT; TREBOUL; DEDONDER, 1974). Quando a sacarose funciona
como aceptor, trés trissacarideos principais sdo formados, 1-Cestose, Neocestose e
6-Cestose, que podem funcionar como base para o alongamento da cadeia. A partir
da 1-Cestose (enzima ataca o O! da sacarose) pode ser formada a Nistose, e a 6-
Cestose (enzima ataca o O°® da sacarose) funciona como base para formacdo da
levana, quando mais unidades de frutose (Frutosil-LS) séo adicionadas a cadeia
atraves da LS (SANTOS-MORIANO et al., 2015).

Figura 2 —Reac0es para formacéo de levana e fruto-oligossacarideos.
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A levana foi identificada pela primeira vez pelos pesquisadores Greig
- Smith em 1901 através de observacdes de solu¢des contendo sacarose, como caldo-
de-cana, onde um microrganismo do género Bacillus produzia uma goma, deixando o
meio viscoso. Esta goma recebeu o nome de levana, por desviar o plano da luz
polarizada para a esquerda, em analogia a dextrana, uma goma ja conhecida na

época. Simms; Boyko; Edwards (1990), utilizando analises de oxidac&o por periodato,
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metilacdo, clivagem-redutiva, e posterior analise por cromatografia gasosa,
espectroscopia de massa e ressonancia magnética nuclear de C*3, determinaram que
a estrutura da levana € constituida por uma cadeia principal de residuos B-D-
frutofuranosidicos, unidos por ligagées B-(2—6) em aproximadamente 70% do
polissacarideo, e ramificagbes com ligagdes B-(2—1) em torno de 30% (Figura 3),
provavelmente o polimero de levana possui uma estrutura dendritica, produzindo uma

macromolécula de forma globular.

Figura 3 — Estrutura quimica de molécula de levana formada por ligagbes -(2—6) na
cadeia principal e ligagdes B-(2—1) nas ramificacdes.
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Fonte: Srikanth et al. (2015a).

Dahech et al. (2013) caracterizaram a estrutura quimica da levana
produzida por Bacillus licheniformis utilizando FT-IR (Espectroscopia Infravermelho
com Transformada de Fourier) e RMN (Ressonancia Magnética Nuclear). Para as
andlises em FT-IR, os espectros revelaram uma banda forte a 3300 cm-?, atribuida a
vibracdo de alongamento do grupo hidroxil; outra banda em 3000 cm-, devido a
vibracdo de alongamento da ligagdo C-H; banda larga a 1600 cm, devido a ligacédo
com agua; uma absorcao forte a 1000 cm relacionada com ligagéo glicosidica (C-O-
C) e ainda uma absorc¢éo caracteristica a 900 cm™ e 800 cm* indicando a presenca
de anéis furanosidicos das unidades de aclcar. As andlises de 'H RMN mostram,
principalmente a presenca dos hidrogénios glicosidicos na regiao entre 3,4 e 4,3 ppm,
referentes as unidades de frutose provenientes da levana (ESAWY et al., 2013b). A
Tabela 1 mostra alguns resultados obtidos por andlise de 3C RMN a partir de

diferentes microrganismos, incluindo o B. subtilis natto.
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Tabela 1 - Deslocamentos quimicos (ppm) de 3C RMN de levanas produzidas por
diferentes microrganismos.

Deslocamento
Quimico (ppm)

Atomo Carbono L. mesenteroides
B. licheniformis B. polymyxa B. subtilis Natto '

ATCC 8293
C-1 59.78 60.7 60.1 60.03
C-2 104.176 104.2 104.4 104.34
C-3 76.179 77.0 76.5 76.44
C-4 75.120 75.7 75.4 75.34
C-5 80.257 80.5 80.5 80.44
C-6 63.35 63.6 63.6 63.54

Fonte: Dahech et al.(2013).

A levana possui algumas caracteristicas importantes que a tornam de
grande utilidade para diversas aplicacfes. Entre as propriedades reologicas, estdo a
solubilidade em agua, baixa viscosidade intrinseca (n = 0,17 dL g*) e alta forca de
tensdo, 991 psi, tornando-a um polimero muito compacto, que pode conferir ao
microrganismo algumas vantagens como agregacao celular, tolerancia ao estresse
osmotico e dessecacdo (KASAPIS et al.,, 1994). Arvidson; Rinehart; Gadala-Maria
(2006) encontraram valor semelhante para levana produzida por Bacillus sp. (n = 0,14
dL g?1). No estudo de Bae et al. (2008), a levana produzida por Microbacterium
laevaniformans apresentou viscosidade intrinseca n = 0,38 dL g, esses resultados
indicam que tais propriedades podem variar de acordo com o microrganismo produtor
e condi¢des de cultivo, refletindo nas aplicacdes. Apresenta também compatibilidade
com sais e surfactantes, estabilidade ao calor, a acidos e a bases, capacidade de
formacao de filme, de retencdo de agua e de produtos quimicos (BEKERS et al.,
2005).

A levana pode ser produzida por diversas familias de bactérias como
Pseudomonas ssp., Acetobacter pasteurianus, Aerobacter levanicum, Leuconostoc
mesenteroides, Bacillus polymyxa, Bacillus amyloliquefaciens , ente outros (GHALY
et al., 2007). O género Bacillus apresenta-se como um grupo de bactérias gram-
positivas, com forma de bastonetes. Sdo organismos de respiragdo aerdbia ou
anaerobia facultativa. A maioria das espécies € mesofilica, porém podem ser
psicréfilas e termofilas (BARROS, 2004). A cepa de B. subtilis natto é utilizada no
preparo de soja fermentada, um alimento tradicional no Japéo, conhecido por natto
(HO et al., 2006). Para os microrganismos, a levana provavelmente funciona como
fonte de armazenamento de carboidratos, quando as fontes de carboidratos
intracelulares e extracelulares tornam-se baixas (MIASNIKOV, 1997; YUN, 1996).
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Estudos demonstraram que B. subtilis natto € um dos microrganismos mais eficientes
na producao de levana (SHIH et al., 2005; WU; CHOU; SHIH, 2013; MELO et al.,
2015).

3.2. Producéao de Levana

A levana pode ser produzida tanto por sintese enzimatica, quanto
microbiana (GONCALVES et al., 2013). A sintese microbiana, para producdo de
levana e LS, através de fermentacdo submersa € o método mais utilizado (SHIH et al.,
2011; ESAWY et al., 2013b; SILBIR et al., 2014). O sucesso do processo fermentativo
depende de muitos fatores importantes, como pH, tempo e concentracao de sacarose
no meio de cultivo, sendo assim as ferramentas estatisticas se tornam importantes em
processos biotecnolégicos. A metodologia de superficie de resposta (MSR), uma
colecao de técnicas estatisticas e matematicas para o desenvolvimento e otimizacédo
de processos, pode ser empregada para identificar e quantificar diferentes interagdes
entre os diferentes parametros. A MSR tem sido amplamente utilizada para otimizar
as condi¢cdes dos meios de cultivo e outros parametros em bioprocessos (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2007; GOKSUNGUR; UZUNOGULLARIA;
DAGBAGLIB, 2011; KAN et al., 2015).

No estudo de Esawy et al. (2013a) o uso de planejamento estatistico
permitiu a avaliacdo de quinze diferentes fatores, que podem afetar a producao da LS,
em um numero relativamente baixo de ensaios. Inicialmente, foi realizada uma pré-
selecdo das variaveis mais importantes utilizando a técnica de Plackett-Burman, e em
uma segunda etapa foi utilizado um planejamento fatorial fracionario com analise por
superficie de resposta, a fim de otimizar as varidveis que apresentaram efeito positivo
significativo para producéo da enzima. A maior produtividade enzimatica, 170 U/g, foi
encontrada na presenca de glucose, extrato de levedura e pH 8.

Berté et al. (2013) avaliaram a producgéo de LS e levana por Bacillus
subtilis ATCC 6633, atravées de dois planejamentos fatoriais sucessivos.
Primeiramente, para otimizar a concentragao de sacarose, pH, tempo de fermentacgéo
e agitacdo, foi realizado um planejamento fatorial completo 24, Com base nos
resultados obtidos, foi empregado um planejamento fatorial fracionado 33!, onde
foram avaliados a concentracdo de sacarose, pH e agitacdo. Os resultados,
analisados por MSR, mostraram que a concentracdo de sacarose, pH e agitacao

foram significativas, e a condicdo 6tima foi 300 g.L* de sacarose, pH 6,0, 180 rpm de



21

agitacdo em 24 h, onde a atividade da enzima foi de 6,57 UA (unidade de atividade
enzimatica) e producéo de levana foi 10,32 g.L*. A maior producéo de levana foi de
30,09 g.L e ocorreu no meio contendo 300 g.L* de sacarose, pH 5,0, 160 rpm de
agitacdo, em 24 h, e a atividade enzimatica foi 3,54 UA, indicando que as condicdes
Otimas para producéo do polissacarideo e da enzima podem ser diferentes.

Oliveira et al. (2007) estudaram a producéo de levana por Z. mobilis
ATCC 31821 empregando trés planejamentos fatoriais. Inicialmente foi utilizado um
planejamento fatorial completo 32 para otimizar a concentragéo de agtcar (150, 250 e
350 g.L ) e o tempo de fermentagdo (12; 18 e 24 h). Um segundo planejamento 24
para avaliar os efeitos dos constituintes do meio de cultivo (g.L): extrato de levedura
(0, 1 e 2), KH2PO4 (0; 1 e 2); (NH4)2SO4 (0; 0,5 e 1) MgSOa (0; 0,25 e 0,5) e um terceiro
planejamento 2° para estudar a influéncia do melacgo e caldo de cana-de-acUlcar. Foi
definido o tempo de fermentacdo de 24 h e concentracdo de aglcares de 250 g.L*
Pelos resultados houve um decréscimo da producgéo de levana em melago (2,53 g.L
1), quando comparado ao meio de sacarose comercial (21,68 g.L™!) e caldo de cana
(15,45 g.L1). Extrato de levedura e KH2PO4 foram significativos no meio contendo
sacarose comercial, assim como, o extrato de levedura e MgSO4 foram significativos
no meio contendo caldo.

Apbs uma pré-selecao dos fatores mais importantes para producéo
de levana de Pseudomonas fluorescens, através do delineamento Plackett-Burman,
Jathore et al. (2012) escolheram as variaveis, sacarose, NH4Cl, NaNOs e peptona de
caseina, para aplicar em um delineamento composto central. A melhor condicéo foi
encontrada em meio contendo (g.L!): sacarose, 60; NH4Cl, 1,5; NaNOs, 2,0; e peptona
de caseina, 15,0. O pH foi fixado em 6,0. A taxa de levana aumentou,
consideravelmente, de 5,27 para 15,42 g.L™*.

Apbés os processos de otimizacdo, geralmente realizados em
Erlenmeyer, a producdo de levana pode ser aplicada a uma segunda etapa, em
reatores. Para otimizar a producdo de levana de Z. mobilis B-14023 em uma
fermentacdo em batelada, um planejamento fatorial 33, foi utilizado, variando a
concentracdo inicial de agucar, tempo e pH. A maior producgéo de levana (40,20 g.Lt)
foi obtida em 299,10 g.L* de sacarose, pH 6,0, em 42,30 h. Esta condicao foi entdo
empregada em uma fermentacdo continua em reator de coluna, utilizando células

imobilizadas em Ca-alginato. Duas taxas de diluicao no reator foram determinadas: D
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= 0,22 hl, em que a produtividade de levana teve seu maior valor (6,56 g.L*.h"}) e na
taxa D = 0,14 h-*foi de 31,8 g.L* (SILBIR et al., 2014).

No estudo de Esawy et al. (2013b), a produc¢éo de levana foi avaliada
em Erlenmeyer e biorreator, com e sem controle de pH e aeracdo em 0,5 v.v-t.min™.
As condicGes para as fermentacdes foram (sacarose, 100 g.L! e pH 7,0). Em
Erlenmeyer as producdes de levana e biomassa foram de 18,60 g.L e 0,90 g.L, ap6s
15 e 9 h, respectivamente. Em biorreator, sem controle de pH, a producéao foi de 4,3
g.Ltapés 5 h a produgéo aumentou para 36,8 g.L e a biomassa para 1,60 g.Lt, ap6s
10 h. A fermentacédo com controle de pH apresentou os melhores resultados onde a
producdo de levana atingiu 59,40 g.L!, a biomassa 2,34 g.L'e atividade de LS
aumentou. Esse aumento foi atribuido, principalmente, ao aumento da aeracéo e

agitacao.

3.2.1. Avaliagdo da Massa Molecular

A massa molecular do polissacarideo obtido € um parametro
importante, que junto com a producdo e atividade enzimatica, pode influenciar na
aplicacdo. Levanas de alta e baixa massa molecular tém sido relatadas por
apresentarem efeitos positivos na area da saude (CALAZANS et al., 2000; ESAWY et
al., 2013b). A massa molecular e o grau de ramificacdo da levana podem variar de
acordo com o microrganismo produtor e as condicfes de cultivo. S&o encontradas
massas moleculares em uma ampla faixa, variando de 4 kDa e 7080 kDa (ZHANG et
al., 2013; PAUL et al., 2011).

Segundo Li; Seo; Karboune et al. (2015), a partir das reacdes de
transfrutosilacdo, trés produtos podem ser gerados, fruto-oligossacarideos (FOS),
oligolevanas e levanas, que possuem grau de polimerizacédo (GP) de 2 <GP <10, 10
< GP = 30 e GP = 30, respectivamente. Wu; Chou; Shih. (2013) relatam que valores
elevados para pH e sacarose favorecem EPSs de menor massa molecular, enquanto
valores menores resultam em EPSs de maior massa molecular. Outro parametro que
interfere na massa € o tempo de fermentacado, Shih et al. (2005) encontraram levana
de maior massa molecular em 7 h, e a massa decaiu ao longo da fermentagao.

A levana é produzida como uma mistura com diferentes massas e 0
processo de separagao da levana do meio de fermentacao, pode selecionar massas
moleculares diferentes, com as diferentes propor¢cbes de solventes utilizados na

precipitacdo. Porras-Dominguez et al. (2015) descreveram que a proporcédo 1:1,5


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0144861713010667

23

(meio fermentado:etanol) na separagédo da levana do meio de cultivo, resulta na
obtencdo de EPSs de maiores massas moleculares ja em propor¢cfes mais elevadas
de etanol os EPSs precipitados apresentam menor massa molecular.

A atividade enzimatica de LS para hidrdlise da sacarose ou sintese de
FOS e levana de Z. mobilis foi avaliada variando concentracbes de sacarose e
temperatura. A formacéo de levana atingiu o valor mais elevado a 4 °C e 100 g.L* de
sacarose. O aumento de temperatura (40 °C) e a concentracdo de sacarose (600 g.L-
1) causaram uma reducéo significativa da concentracdo de levana e uma maior
producdo de FOS. Entre os tipos de FOS formados estavam FOS do tipo inulina (1-
cestose, nistose, F-frutosilevanaistose), neoFOS e FOS do tipo levana (6-cestose,
6,6-nistose) (SANTOS-MORIANO et al, 2015). Raga-Carbajal et al. (2015) estudaram
a sintese enzimética de levana e FOS de Bacillus subtilis e concluiram que a formacao
de levana e/ou FOS é regulada apenas pela quantidade de enzima, e ndo pela
concentracéo de sacarose, sendo que em altas concentracdes de enzima predomina
a sintese de FOS e em baixas concentracdes predomina a formacéao de levana.

Abdel-Fattah, Mahmoud; Esawy (2005) estudaram a sintese
enzimatica de levana e frutoligossacarideos, a partir da LS parcialmente purificada de
Bacillus subtilis NRC 33a em meio contendo sacarose. A concentracdo da enzima na
mistura de reacdo, que variou de 5 a 1000 pg.mL-, influenciou pouco na massa
molecular da levana, mas aumentou a conversdo de frutose em levana. A
concentracdo de sacarose interferiu em ambos. Quando 5% de sacarose foram
adicionados na mistura de reacao, obtiveram-se massas moleculares mais altas, mas
em concentracfes acima, esta diminuiu em até 40%. As variac6es de temperatura
também influenciaram, sendo a maior massa molecular (58,52 kDa) na temperatura
de 15 °C e gradualmente decresceu em temperaturas mais altas.

Paul et al. (2011) estudaram o efeito de diferentes sais metélicos na
atividade hidrolitica de LS de Acetobacter nitrogenifigens RG1T, como o NaCl; CaClz;
FeClz; FeCls; CuSOa; NiClz; ZnCl2; MgClz; CdClz; e HgClz. O HgClzfoi o unico sal que
se mostrou positivo, com 133% no aumento da atividade em relagdo ao controle,
aumentando a atividade de polimerizacédo da enzima de 5 a 7 vezes. Este sal foi capaz
de estabilizar a enzima, e a levana produzida apresentou uma massa molecular de
7080 kDa.

Para obter as condigBes 6timas para biossintese de levana pela LS,

Zhang et al. (2013) testaram entre outros fatores, a presencga de diferentes ions
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metdlicos, como Ba?*, Ca?*, Cu?*, Fe?*, Zn?*, Mg?*, Mn?*, Na*, e K*. A LS foi incubada
nesses sais na concentracdo de 20 mM. O Mg?* promoveu aumento em cerca de 15%
na sintese de levana em comparacdo com o controle. A levana produzida apresentou
massa molecular entre 4 e 5 kDa.

El-Refai; Abdel-Fattah; Mostafa (2009) estudaram fatores que afetam
a massa molecular da levana produzida por sintese enzimatica pela LS de Bacillus
circulans. A quantidade de enzima, 300 a 900 U.mL?, ndo influenciou
significativamente, mas o aumento da sacarose diminuiu a massa molecular em até
32%. Quando a temperatura aumentou de 25 para 30°C houve um aumento, mas
temperaturas acima de 30°C diminuiram a massa molecular da levana. O aumento do
tempo de reacéo, de 6 para 24 h, aumentou a massa molecular de 10 para 38 kDa.

Batista et al., 2010 avaliaram a producado e distribuicdo da massa
molecular da levana produzida por Z. mobilis CP4 (ATCC 31821) em caldo de cana-
de-acucar. Foi utilizado um delineamento central composto com dois blocos
ortogonais e rotacionais: (1) fatorial completo 23 para avaliar o efeito do pH, tempo de
cultivo e concentracdo de acucar (2) mesmas variaveis do bloco 1 foram testadas em
um bloco ortogonal ao primeiro, com pontos estrelas (a = + 1,8). Os resultados
mostraram que a massa molecular, determinada em coluna de Sepharose 6B, foi
influenciada apenas pelo pH.

Santos et al. (2013) encontraram, a partir de dois delineamentos
fatoriais, a condicdo o6tima para producdo de levana (111,6 g.L''), obtida por
precipitacdo na proporcdo 1:3, em 400 g.L*' de sacarose, tal condi¢do foi entéo,
submetida a uma andlise da massa molecular e apresentou duas faixas
caracteristicas, 568 e < 50 kDa, correspondendo a 13,39% e 86,61%,
respectivamente.

A producdo de levana por Bacillus subtilis (natto) Takahashi foi
investigada por fermentagédo em batelada e batelada alimentada em biorreator. Na
fermentacdo em batelada, as concentracdes de sacarose variaram entre 20, 160, 200,
250 e 400 g.L?, o pH foi controlado em 3,0, 6,0, 7,0 e 9,0, e a temperatura foi a 20,
25, 37 e 50°C, a velocidade de agitacéo foi aumentada para 50, 100, 175 e 250 rpm.
A melhor producgéo de levana foi de 61 g.L"*em 24 h, com um produtividade de 3,4
g.Lt h't em sacarose a 250 g.L, pH 7,0, temperatura 37°C e 175 rpm. A massa
molecular teve influéncia, principalmente, da concentracdo de sacarose, onde em

baixa concentracdo de sacarose (20 g.L!), predominou levanas de alta massa
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molecular, em alta concentracéo de sacarose (400 g.L?), as levanas de baixa massa
molecular predominaram. Em pH 6 e 7, ambas levanas estavam presentes
simultaneamente, em pH 9 ocorreu sintese de uma pequena concentracao de levana
de baixa massa molecular, e ndo houve producdo em pH 3. Na batelada alimentada
a sintese de levana atingiu 100 g.L* em aproximadamente 100 h (WU, CHOU; SHIH,
2013).

Nos estudos de Poli et al. (2009), as fontes de carbono glicose,
frutose, galactose e sacarose foram testadas para producédo de EPS e biomassa de
Halomonas sp. AAD6 em mesa agitadora. A producdo maxima de EPS obtida foi 1,073
g.L'! em sacarose, e para a biomassa a glicose foi mais eficiente. O meio contendo
sacarose foi entdo, aplicado em uma fermentacdo em biorreator, e a producao atingiu
1,844 g.L! na fase pré-estacionaria. O EPS foi identificado como levana através de
andlises de RMN e FT-IR e através de andlise por coluna de Sepharose CL-6B, foi
constatada que a levana produzida apresentou massa molecular acima de 1000 kDa.

Melo et al. (2015) produziram levana de Bacillus subtilis natto, a partir
de dois delineamentos Box e Behnken, onde foram avaliadas as variaveis pH, tempo
e temperatura. De acordo com o modelo, a melhor condicdo para produtividade de
levana foi em pH 8, 39,5°C em 21 horas, na qual obteve-se 5,82 g.L1.h"l. A levana
apresentou duas faixas de massa molecular, 72,37 e 4146 kDa, equivalente a 95 e

5% da amostra, respectivamente.

3.3. Modifica¢Bes na Estrutura Quimica de Polissacarideos

Os polissacarideos podem ser caracterizados quanto a estrutura
molecular, ligacao glicosidica da cadeia principal, grau de ramificacdo, composicdo de
acucar e conformacao das principais cadeias. Tais caracteristicas sdo amplamente
exploradas, pois interferem na atividade biolégica, e com o objetivo de aumenta-la,
estudos recentes buscam manipular a estrutura molecular dos polissacarideos atraves
de modificagbes quimicas. Entre estas estdo a acetilacdo; benzoilagdo; aminagéo;
fosforilacdo e sulfatacdo, que podem conferir algumas vantagens ao polissacarideo,
como acao antioxidante e antitumoral. Os novos grupos quimicos, provenientes das
modifica¢des, podem ser introduzidos na cadeia em diferentes graus de substituicdo
(DS) (QI et al., 2006; SHI et al., 2007; WANG et al., 2009; YANG et al.; 2011;).

Para estudar a estrutura molecular do EPS, em sua forma nativa ou

modificada, podem ser utilizados diferentes métodos, como RMN e FT-IR (MA et al.,
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2012). Em estudo com diversas modificacdes na estrutura da levana, como acetilacao,
fosforilacdo e benzoilacdo, as andlises em FT-IR e RMN revelaram que 0s grupos
ibnicos foram introduzidos com sucesso. No espectro de FT-IR para levana acetilada,
uma nova absorcdo apareceu em 1735 cm, que foi atribuida a vibracdo de
estiramento da ligagdo C=0, e um forte aumento da absorcdo a 1250 cm,
demonstrando que o derivado acetilado foi sintetizado. No derivado fosforilado, véarias
novas bandas apareceram, a banda em 1248 cm™ foi devido a vibracdo de
estiramento de P=0, enquanto que o sinal fraco em 988 cm! correspondeu a ligacédo
P-O, assim, os resultados indicaram que ocorreu a fosforilacdo. Nos espectros de
RMN de 'H da levana acetilada, o sinal a 2,17 ppm foi atribuido aos hidrogénios
metilicos dos grupos acetoxilas. Para levana fosforilada os picos na regido de 0,4 a
2,5 ppm foram atribuidos aos sinais de grupos fosfato (LIU et al., 2012; ZHANG et al.,
2009).

Além da levana, diversos polissacarideos estdo sendo submetidos a
processos de modificagdes quimicas, ja que a forma modificada pode apresentar
melhores resultados em suas aplicacdes, principalmente na area da saude, quando

comparada com a forma nativa, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 —Polissacarideos modificados de diversas origens com atividade biol6gica na
area da saude.

Polissacarideo/Origem Modifica¢éo Atividade Bioldgica Referéncia
Lactococcus lactis I L
subsp. lactis Fosforilagédo Antioxidante GUO et al., 2013
. , Sulfatagéo
Seda dp milho soldvel Acetilacéo Antioxidante CHEN et al., 2013
em agua (CSPS) SOOI
Carboximetilacdo
Algas ma,r|r_1has Sulfatagéo Antioxidante COSTA et al., 2010
11 espeécies
Lachnum YM405 Sulfatacao Antioxidante HE et al., 2014
Fosforilagédo Antitumoral
Ganoderma atrum Ace_t|laggo ~ Anutumoral’ . CHEN et al., 2014
Carboximetilacdo Imunomodulatéria
Sargassum horneri Sulfatacéo Antioxidante SHAO; CHEN; SUN,
9 & Antitumoral 2014

Fonte: o proprio autor.

Um polissacarideo extraido de Ganoderma atrum foi quimicamente
modificado para gerar derivados acetilados e carboximetilados, sendo confirmados
por FT-IR e 13C RMN. A massa molecular dos derivados diminuiu devido a uma ligeira
degradacéao durante a reacéo. Os resultados mostraram que o derivado acetilado com

grau de substituicAo adequado e baixa massa molecular exibiu capacidades
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antioxidantes mais fortes sob DPPH. Além disso, aumentou a capacidade
imunomodulatéria, através de fagocitose de macrofagos, e secrecdo de fator de
necrose tumoral a. O derivado carboximetilado mostrou ser menos eficaz. Estes
resultados indicaram também que o tipo de grupo e o seu grau de substituicdo, tém
um papel essencial nas atividades biolégicas dos derivados (CHEN et al., 2014).

Guo et al. (2013) isolaram e purificaram um polissacarideo produzido
por Lactococcus lactis subsp. lactis. O EPS foi fosforilado através de hexametafosfato
de sodio, gerando assim o derivado. A espectroscopia de absorcédo UV-vis foi usada
para medir a pureza do EPS e os espectros de infravermelho foram utilizados para
analisar a estrutura dos EPSs. Ambos exibiram acdo antioxidante in vitro, através da
eliminacdo do anion superoxido O?%, radical hidroxila OH® e DPPH. Em um
experimento in vivo, também aumentaram a atividade da catalase, superéxido
dismutase e da glutationa peroxidase no soro e figado de ratos, bem como, diminuiram
0s niveis de malondialdeido. Além disso, altas doses do EPS nativo e modificado
podem prevenir a progressao do estresse oxidativo induzido por D-galactose em
hepatdcitos, sendo que o EPS fosforilado se mostrou mais eficaz que o EPS nativo na
acao antioxidante in vivo e in vitro.

Chen et al. (2013) testaram a atividade antioxidante e inibitéria da a-
amilase de um polissacarideo da seda do milho solivel em 4gua em sua forma nativa
e seus derivados, sulfatado, acetilado e carboximetilado. Os espectros de FT-IR foram
utilizados para analisar e comparar as modificagcdes. Novos picos de absorcéo
surgiram para os derivados, sugerindo a introdu¢do dos novos grupos quimicos. O
polissacarideo carboximetilado demonstrou maior solubilidade, distribuicdo de massa
molecular mais estreita, menor viscosidade intrinseca, conformacao hiperramificada,
e maior capacidade antioxidante e inibitéria da a-amilase, em compara¢cdo com o
polissacéarido nativo e outros derivados, assim, o derivado pb6de ser considerado um
novo agente nutracéutico para consumo humano.

Polissacarideos provenientes de Inonotus obliquus foram submetidos
aos processos de sulfatacdo, acetilacdo e carboximetilagdo, apresentando graus de
substituicdo equivalente a 0,44, 0,31 e 0,35, massa molecular (kDa) de 5,22, 10,32,
2,68, e viscosidade intrinseca (n), 1,38, 1,22 e 0,82, respectivamente, enquanto o
polissacarideo nativo possui massa molecular em 12,20 e viscosidade intrinseca,
7,69, havendo assim, uma diminuicdo nestes valores ap0s a modificacdo. Quando

testados quanto a atividade antioxidante, pelo método de reducéo do ferro e inibicéo
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dos peroxidos lipidicos do figado, o polissacarideo nativo e seus derivados exibiram

capacidade de inibicdo dos radicais livres (MA et al., 2012).

3.4. Aplicacdes da Levana

Para a industria, a levana pode desempenhar diversas funces, de
acordo com suas caracteristicas, sendo utilizada como agente estabilizador,
emulsificante, espessante, encapsulante, osmorregulador e crioprotetor (BEKERS et
al., 2005). Pode ser usada como substituinte do acucar devido as baixas calorias e
também atua auxiliando a microflora intestinal, ja que € um estimulante da proliferacao
de bactérias probidticas. Destacam-se as aplicacdes nas industrias alimenticia,
farmacéuticas e cosméticas (CHUNG-JEN et al., 2009). A Tabela 3 apresenta

algumas aplicac6es em diversas areas.

Tabela 3 — Aplicac¢des industriais da levana.

Aplicacéo Uso Referéncias
Promover viscosidade Shih et al., (2005)
Industrial Capacidade dg sea ligar agua e a Ramsay, (1987)
compostos quimicos
Agente tamponante Gabitto et al., (2001)
Substituto do plasma sanguineo (Slrggle)t al., (2005) e Kirk et al.,
Agente hipocolesterolémico Ammar et al., (2002)
Médico/Farmacéutico  Modificagdo da membrana celular Shih et al., (2005) e Ahmed et al.,
(células tumorais) (2005)
Substancia aglutinante Ammar et al., (2002), Shih et al.,
(2005) e Ahmed et al., (2005)
Adocante Kirk et al., (1991)
Alimentos Substituto da goma arabica Kir_k etal., (1991)
Agente volumoso Shih et al., (2005)
Emulsificante Shih et al., (2005)
Outros Agente encapsulante Shih et al., (2005)
Cosmeéticos Han, (1990) e Ammar et al., (2002)

Fonte: Ghaly et al. (2007).

3.4.1. Aplicacdes na Area Biomédica

Estudos tém mostrado o potencial da levana na area da saude, como
acao antiviral (ESAWY, et al., 2011), antidiabética e hipocolesterolémica (DAHECH et
al.,, 2011; BELGHITH et al.,, 2012), antipatogénica (BYUN; LEE; MAH, 2014) e
imunoestimulante (DONG et al, 2015). O EPS mostrou ser biocompativel, quando
testado em células de osteoblastos e macréfagos de rato, e ainda apresentou efeito
protetor contra a atividade toxica do avarol, indicando uma possivel utilizagdo como

agente anticitotoxico (POLI et al., 2009). Em estudo in vivo, com ratos, a levana
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mostrou ser segura, ndo apresentando nenhuma alteragdo maléfica (MELO; ZAIA;
CELLIGOI, 2012).

Foram avaliados os efeitos da levana sintetizada pelo B. licheniformis
sob o estresse oxidativo e hiperglicemia. O polissacarideo foi adicionado a agua de
ratos diabéticos (5% m/m) durante dois meses e apresentou um aumento significativo
do nivel de glicogénio de 52% e uma diminui¢cdo do nivel de glicose no plasma em
52%. Também causou uma diminuicdo das substancias reativas ao acido tibarbitdrico
de 31%, 41%, 39% e 25%, um aumento na atividade antioxidante da superoxido
dismutase de 40%; 50%, 44% e 34%, e da catalase, em 18%, 20%, 12% e 18% no
figado, rim, coragdo e pancreas, respectivamente. Também foi notada uma diminuigdo
significativa nos indices de toxicidade hepatica e renal, como a atividade das
fosfatases alcalinas, aspartato e lactato transaminases, bilirrubina total, e niveis de
creatinina e uréia. Mostrando assim, que a levana foi capaz de levar o indice oxidativo
bem préximo do normal (DAHECH et al., 2011).

Dahech et al. (2013) estudaram uma possivel influéncia da levana
contra o estresse oxidativo associado a aterosclerose. Para o estudo, um grupo de
vinte e quatro ratos machos foi dividido em quatro subgrupos: (1) grupo de dieta
normal (controle); (2) ratos normais que receberam levana; (3) grupo de dieta rica em
colesterol e (4) grupo com dieta rica em colesterol que receberam levana 5% (w/w). O
polissacarideo foi adicionado a agua de ratos durante dois meses. Os resultados
mostram que o tratamento com levana aumentou as atividades das enzimas
antioxidantes no plasma através de aumento da superéxido dismutase e catalase em
40% e 28%, respectivamente, no coracdo. Da mesma forma, os ratos do grupo (4)
obtiveram uma mudanca positiva no perfil lipidico, diminuindo o colesterol total, LDL-
colesterol e triglicérides, em 50%, 38,33% e 64%, respectivamente.

No estudo de Srikanth et al (2015b) a levana obtida de Acetobacter
xylinum NCIM2526 foi avaliada quanto a capacidade antioxidante, utilizando o radical
DPPH. As concentrac¢des avaliadas foram 0, 50, 100, 150, 200, 250, 500, 1000 e 1250
ug.mLt. A levana apresentou capacidade de eliminacdo dos radicais DPHH bem
préoximas ao acido ascorbico, utilizado como padrao, atingindo 100% em 1250 pg.mL-
1. Apresentou ainda potencial atividade anti-inflamatéria, em um teste in vitro realizado
pelo método de desnaturacdo da proteina albumina do soro bovino, utilizando

Diclofenaco de s6dio como padréo.
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As atividades antitumorais tém sido atribuidas, principalmente, aos
seus efeitos potencializadores no sistema imune. Alguns polissacarideos podem
possuir efeitos citotoxicos diretos sobre as células tumorais, porém alguns ndo atacam
diretamente estas células, mas produzem os seus efeitos através da ativacdo de
diferentes respostas imunoldgicas (CHA et al., 2012). Melo et al. (2015) aplicaram a
levana, 1000 pg.mL?t, em células de hepatoma humano (HepG2) e avaliaram os
efeitos causados através de uma analise metabol6mica. A levana promoveu aumento
de acetato, alanina, lactato e fosfocreatina, que sugerem uma alteracdo nas vias
metabdlicas e o acumulo do lactato poderia levar a morte celular.

Dahech et al. (2012) testaram a atividade antitumoral de levana
produzida a partir de LS parcialmente purificada de Bacillus licheniformis, e
confirmada por RMN. As células testadas foram HepG2 (hepatoma humana), CaCo2
(linha do Colon) e WRL68 (célula de figado fetal humana). A levana foi adicionada as
culturas nas concentracdes de 25 a 200 mg.mL. Apds o periodo de incubacéo foi
analisado o efeito citotoxico, e inulina foi utilizada para comparacdo, sendo que em
maiores concentracdes exibiu atividade antitumoral contra células HepG2.

Em determinados estudos onde a levana apresentou atividade
antitumoral, os autores relacionaram sua atividade biol6gica com a massa molecular.
Para Calazans et al. (2000) quanto maior a massa molecular da levana, maior a
inibicdo das células tumorais. Yoo et al. (2004) produziram levanas por
Gluconoacetobacter xylinus, Microbacterium laevaniformans, Rahnella aquatilis e
Zymomonas mobilis, com massas moleculares iguais a 40, 710, 380 e 570 kDa,
respectivamente, e aplicaram em carcinoma estomacal humano (SNU-1) e figado
(HepG2) na concentracdo de 1000 ug.mL 1. Apenas G. xylinus mostrou fraca atividade
antitumoral e os autores consideraram que isto esta relacionado a sua menor massa
molecular (40 kDa), enquanto que as levanas produzidas pelos outros microrganismos
apresentaram maior atividade, variando entre 39 e 68% na reducao da massa tumoral.

Em outro estudo, a levana bruta (levE) produzida por Bacillus subtilis
M foi fracionada em F1, F2 e F3, e obteve-se diferentes massas moleculares: 21.8,
13.118, 9.53 kDa, respectivamente, sendo determinado em um viscosimetro. As
células utilizadas para o estudo foram de figado humano (Hepalclc7). LevE e F3
possuiram maior afinidade de eliminacdo de radicais ROO e OH e os resultados
mostraram uma atividade quimio-preventiva do cancer: levE e suas 3 fragfes foram

promissores inibidores da atividade do citocromo P-450 redutase (catalisa a formacao
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de metabdlitos pro-carcinogénicos), e indutores da atividade de glutationa-S-
transferase (catalisa a desintoxicagdo enzimatica destes metabdlitos pro-
carcinogénicos). Foi testado também, em esplendcitos, o efeito da levana bruta, suas
fracOes, e paclitaxel na fragmentacéo do DNA (%) e no tipo de morte celular (apoptose
e necrose), sendo monitorado através da coloragdo laranja de brometo de
etidio/acridina. As fracdes 1 e 3 inibiram a fragmentacdo do DNA e nenhuma das
amostras testadas desencadeou apoptose ou necrose em esplendcitos, exceto F2
(ESAWY et al., 2013Db).

Além da massa molecular, estudos tem demonstrado que as
modificagbes na estrutura quimica podem influenciar a atividade antitumoral da
levana. No estudo de Liu et al. (2012) a levana produzida por Paenibacillus polymyxa
EJS-3 foi purificada por cromatografia de DEAE-52 e Sephadex G-100, gerando duas
fragbes de levana. A fragdo EPS-1 (1218 kDa) foi escolhida para gerar as
modificagcdes na levana: benzoilagdo (BL), acetilagdo (AL) e fosforilacdo (PL). As
modificacdes foram confirmadas por RMN e FT-IR e levaram a uma diminuicdo na
concentracdo de aclUcares e na massa molecular, resultando em fragdes com 260
(BL), 973 (AL) e 348 (PL) kDa. A levana foi aplicada em células tumorais gastricas
humanas em concentra¢gfes variadas, 50, 100, 200 e 400 pg.mL*. Os resultados
sugeriram que as modificacdes na levana foram promissoras como agente antitumoral
e antioxidante.

Nos estudos de Abdel-Fattah et al. (2012), a levana produzida por B.
subtilis NRC1laza, confirmada por cromatografia de papel e HPLC, apresentou massa
molecular L1, 85.23 e L2, 31.95 kDa, determinado em um viscosimetro. A levana foi
sulfatada gerando dois derivados: SL1 e SL2. Ambas, levana nativa (L1 e L2) e
derivada (SL1 e SL2) apresentaram atividade antioxidante, com uma forte atividade
de eliminacgdo de radicais livres utilizando DPPH. As células tumorais testadas em SL1
foram carcinoma hepatocelular (HepG2), carcinoma do célon (HCT-116), carcinoma
cervical (HeLa), linfoma histiocitico e adenocarcinoma da mama (MCF-7) (ATCC, VA,
EUA) e leucemia linfoblastica (1301). A morte celular foi explorada através de uma
avaliacdo da relacdo de apoptose/necrose; fragmentacdo do DNA; atividade de
histona deacetilase; potencial de membrana mitocondrial (Awym); liberacdo do
citocromo C; total de caspases, caspase-3 e caspase-9; e ciclo celular. SL1
apresentaram alta citotoxicidade seletiva contra células HepG2 e levou ao dano e

fragmentacao do DNA, que foi associada com apoptose induzida pela via mitocondrial.
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A levana produzida por Bacillus subtilis NRS1laza foi confirmada por
cromatografia de papel e RMN e utilizada na forma bruta e derivada por quaternizagao.
A atividade antiproliferativa de ambas foi avaliada contra linhagem de células de
cancer de mama humano MCF-7; linhagem de células de cancer de figado humano
HepG2 e cancer de pulmdo A549, usando o método colorimétrico sulforodamina B
(SRB), em comparagdo com cisplatina, como referéncia de drogas. As atividades
antiproliferativas foram expressas por concentracéo inibitéria do crescimento mediano
(Clso), os resultados mostraram uma potente atividade inibidora de crescimento contra
as linhas de células MCF-7 e HepG2, mas sem efeito sobre células A549. A levana
derivada pode ser considerada potente e eficaz em comparacdo com cisplatinina,
tanto em células MCF-7 e HepG2 (ESAWY et al., 2013a).

Sarilmiser; Oner (2014) produziram derivados da levana de
Halomonas smyrnensis AAD6"T contendo grupos aldeidos, para isso, a levana foi
submetida a um processo de oxidacdo com periodato de potassio (KIO4). De acordo
com o tempo de exposicao ao KlOg4, diferentes graus de oxidacao (OD) foram obtidos
para levana: OL | (1 dia), OL Il (2 dias) e OL Il (3 dias). O teste in vitro WST-1 para
proliferacao e viabilidade celular foi utilizado para avaliar a capacidade antitumoral da
levana nativa e seus derivados, que foram aplicados, nas concentracdes entre 10-
1000 pg.mLt, em quatro linhagens de células tumorais: adenocarcinoma de pulméo
humano (A549); Carcinoma Hepatocelular de figado humano (HepG2/C3A);
adenocarcinoma gastrico humano (AGS) e adenocarcinoma de mama humano (MCF-
7). Quando comparada com a levana nativa, os derivados, principalmente com maior
grau de oxidacado (OLIIl), obtiveram maior atividade antitumoral, sendo que para
ambas, a melhor concentracdo encontrada foi 1000 pg.mLt. A diminuicdo da
viabilidade das células tumorais foi atribuida a apoptose devido ao aumento da

atividade da caspase-3/7.



33

4, MATERIAL E METODOS
4.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado foi o Bacillus subtilis natto CCT 7712,
isolado no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia do alimento japonés natto e
identificado pela Fundacdo André Tosello de Pesquisa e Tecnologia. Para
preservacdo, o B. subtilis natto foi crescido em meio composto por (g.L™1): peptona,
50; extrato de carne, 30; agar, 20, durante 24 h a 37°C, e mantido a 4°C em camara
refrigerada. O repique das células foi realizado a cada 45 dias. A verificacdo da pureza

foi observada por coloracao de gram.

4.2. Inoculo

Para o preparo do inéculo foi realizada uma fermentacédo em batelada,
utilizando meio de cultivo composto por (g.L?): sacarose, 100; extrato de levedura, 2;
KH2POu4, 2; (NH4)2S04, 1; MgSOa4 (7H20), 0.5 (CALAZANS et al., 2000), ao qual foi
inoculado o microrganismo preservado (item 4.1). Os cultivos foram realizados em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL, com 25 mL de meio de indculo, incubados em
shaker orbital a 37° C, 150 rpm durante 24 h e interrompidos por centrifugacéo a 9050
X g durante 15 min. As células foram suspensas em solucdo salina e a concentracdo
foi determinada por turbidimetria em espectrofotémetro (A=600 nm) e os valores
obtidos, correlacionados com a curva de biomassa em g.L*. O inéculo foi padronizado

em 0,2 g.L! para todas as fermentacgdes.

4.3. Meios e Condi¢Oes de Cultivo

Foram realizadas fermentacdes sem frascos de Erlenmeyer e
biorreator. O meio de cultivo utilizado nas fermentacGes foi composto por(g.L™?):
extrato de levedura 2,0; KH2POa4 1,0; (NH4)2SO4 3,0; MgSOa4 (7H20) 0,6; MnSO4 0,2 e
citrato de amoénio, 0,25 (EUZENAT, GUIBERT, COMBES, 1997, modificado). A
interrupcdo dos cultivos foi realizada por centrifugagdo a 9050 x g por 15 minutos a
4°C. No sobrenadante foram determinadas a biomassa (item 4.4.1), os acUcares totais
para a verificacdo do consumo (item 4.4.2), a producdo de levana (item 4.4.4) e
avaliacdo da massa molecular (item 4.4.6), e atividade enzimatica (item 4.4.5).
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4.3.1. Fermentagdes em Erlenmeyer

Para produzir levanas com maiores massas moleculares, as
fermentacdes foram realizadas utilizando frascos Erlenmeyer de 125 mL com 25 mL
de volume de trabalho incubados a 37°C e 160 rpm, por 24h. A concentracdo de
sacarose variou entre 80 e 220 g.L%, de acordo com o planejamento fatorial (Tabela
4). Foi realizado um delineamento composto central rotacional 22, incluindo 4 pontos
axiais e 2 repeticdes no ponto central (Tabela 4) as variaveis independentes foram:
(X1) concentracOes de sacarose (80 a 220 g.L-1) e (X2) pH (5,1 a 7,9). A escolha dos
niveis e fatores utilizados neste delineamento foi baseada em experimentos prévios,
dados obtidos anteriormente pelo grupo de estudo, e também de acordo com a
literatura. Desse delineamento a melhor condicdo obtida de producéo de levana foi

submetida as fermentacdes em biorreator (item 4.3.2).

Tabela 4 - Delineamento composto central rotacional 2?para avaliar a influéncia das variaveis
independentes: (X1) concentragdes de sacarose, (X2) pH na producdode levana de B. subtilis
natto. As fermentagdes foram realizadas por 24 h, a 37° C e 160 rpm.

Variaveis Codificadas Variaveis Decodificadas
Ensaios x1 X2 Sacarose pH
1 -1 -1 100 55
2 -1 1 100 7,5
3 1 -1 200 55
4 1 1 200 7,5
5 -1,41 0 80 6,5
6 1,41 0 220 6,5
7 0 -1,41 150 51
8 0 1,41 150 7,9
9 0 0 150 6,5
10 0 0 150 6,5
11 0 0 150 6,5

Os resultados foram analisados utilizando o programa STATISTICA
7.0 para analise de variancia (ANOVA) com indice de confianca de 0,05 e metodologia
de superficie de resposta (MRS) (STATISTICA Inc. Tulsa - USA, 2006).

4.3.2. FermentacOes em Biorreator

A melhor producdo obtida no item 4.3.1 foi transferida para um
biorreator de bancada. O biorreator utilizado foi Bio-tec (Tecnal), equipado com sensor
de pH (Mettler Toledo) e temperatura (Pt-100 classe A, Mettler Toledo) com



35

capacidade para 4,5 L, com 2 L de volume de trabalho. A agitagao foi ajustada em 150
rpm, a formagédo de espuma foi contida pela adicdo de 6leo de canola, e o pH foi
ajustado com adicao de HCI ou NaOH, através das bombas peristalticas conectadas.
Foram realizadas trés fermentacdes: Fermentacdo 1 (B1l), realizada com pH
controlado e fixo (6,5) durante todo o processo, Fermentagéo 2 (B2), o pH inicial foi
ajustado, porém sem controle durante o processo (as fermentacdes 1 e 2 tiveram a
aeracao definida em 0,5 v.vl.mint) e Fermentagéo 3 (B3), na melhor condicdo de pH
obtida das fermentacdes anteriores e com a aeragéo de 2 v.v:l.min'l. Foram coletadas
amostras das fermentagcOes a cada duas horas e avaliadas a producao de levana,
atividade enzimética, biomassa e consumo de agucar, e a cada seis horas, foi avaliada

a massa molecular da levana.

4.4. Determinacfes Bioquimicas e Analiticas
4.4.1. Quantificagdo da Biomassa

Os cultivos foram interrompidos por centrifugacdo nos tempos
estipulados, o sedimento celular foi ressuspenso em solucdo salina (0,9%) e
determinada a biomassa a A = 600 nm. Os valores obtidos foram correlacionados com

a curva de biomassa.

4.4.2. Dosagem dos AcuUcares Totais (AT)

Os acucares totais dofinal das fermentacdes e as amostras coletadas
na coluna de exclusdo molecular (item 4.3.3.6) foram quantificados pelo método fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956) e as absorbancias medidas a A = 490 nm. Para a
confeccdo das curvas padrbes, foram utilizados padrdes de glicose variando as

concentracées entre 0 a 100 ug mL1.

4.4.3. Separacgéo e Purificagdo da Levana

Apbs a interrupcdo dos cultivos, a levana foi obtida do sobrenadante
através de precipitagdo com etanol absoluto. Para isto, foram testadas trés proporgoes
de etanol (meio fermentado:etanol), 1:0,75, 1:1,5 e 1:3, sendo escolhida a proporcao
1:1,5 (PORRAS-DOMINGUES et al., 2015). Em seguida, foi mantida em repouso por
12 horas a 4°C e centrifugada a 18620 x g durante 20 minutos. O precipitado obtido
foi dialisado contra 4gua destilada por 48 horas para remover residuos provenientes

da fermentag&o com baixa massa molecular. O dialisado foi congelado e liofilizado.
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4.4.4. Quantificacao de Levana

Ap0s a separacao da levana, o precipitado foi submetido a hidrolise
acida com HCI 0,1 M durante 1 h, a 100° C (VIIKARI e GISLER, 1986). A solucéo foi
neutralizada com NaOH 1 M e a frutose resultante foi quantificada através de acucares

redutores segundo Somogyi (1952) e Nelson (1944).

4.4.5. Atividade Enzimatica

A atividade de LS foi determinada atravées da formacao de levana sob
condi¢cbes controladas. Em um eppendorf foram pipetados 250 uL do extrato bruto
(sobrenadante) e 250 pL de sacarose 1 M em 500 uL de tamp&o acetato 50 mM, pH
5,0 e foram incubados a 30° C durante 2 h. A reacao foi interrompida em banho
fervente por 10 min. A levana resultante foi precipitada na proporcdao 1:1,5 (meio
fermentado: etanol) e quantificada segundo o item 4.3.3.4. Uma unidade de atividade
(UA) é expressa pela quantidade de enzima necessaria para a polimerizacdo de 1
pmol de frutose em 1 min sob as condicdes experimentais (ANANTHALAKSHMY;
GUNASEKARAN, 1999).

4.4.6. Estimativa da Massa Molecular da Levana

Apos a obtencdo da levana (item 4.3.3.3), esta foi submetida a
uma cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sepharose 6B. Este gel é de
agarose a concentracao 6%, com particulas de diametro de 45-165 um, tem intervalo
de fracionamento para polissacarideos 1x10% — 1x108 (COLLINS, 1995).

Uma coluna cromatografica, de 1.6 cm de didmetro X 40 cm
comprimento e volume total de 80,43 mL foi preenchida com o gel de Sepharose 6B.
O tampao fosfato 50 mM em pH 7,0, previamente desaerado em Kitassato, a vacuo,
foi usado como eluente. A vazédo do eluente foi de 14 mL.h, controlada por bomba
peristaltica. Para célculo do volume morto, foi usado blue dextrana, 1mg.mLt. As
amostras de 0,5 mL foram aplicadas a 4 mg.mL"1. Os acUcares eluidos foram dosados
pelo método fenol-sulfdrico (item 4.3.3.2). Cada tubo de eluicdo correspondeu a um
volume de 3,5 mL coletados a cada 15 minutos. A partir de padrbes de dextrana de
Leuconostoc mesenteroides, com massas de 50, 150, 410 e 670 kDa foi

confeccionada uma curva de calibracao.
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4.5. Modificacao da Levana por Acetilagéo

Foram realizadas duas reacdes de modificacdo. A primeira reagéo
para obter levanas com alto grau de acetilacao foi realizada conforme descrito por
Grondahl; Teleman; Gatenholm (2003), com algumas modificacdes. A levana (1.5 g)
foi dissolvida em 200 mL de piridina, que também foi utilizada como catalisador da
reacdo, e 70 mL de anidrido acético foram adicionados. O sistema foi submetido a
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 h, e em seguida, 100 mL de
agua destilada foi adicionada para interromper a reacdo. A solucéo resultante foi
neutralizada com solugcdo de HClI 1 M. O precipitado obtido foi separado por
centrifugagéo a 14000 rpm por 20 min e dialisado durante 96 h contra agua destilada.
O remanescente foi liofilizado para obter a levana acetilada 1 (Lac1). A segunda reacéo
para obter levanas com menor grau de acetilacdo, foi realizada segundo Liu et al.
(2012), com algumas modificagdes. A levana (1.5 g) foi solubilizada em 75 mL de
formamida e 37.5 mL de anidrido acético foram adicionados. A mistura foi deixada sob
agitacdo magnética na temperatura de 45°C durante 6 h, e em seguida, 50 mL de
agua destilada foi adicionada para interromper a reacdo. A mistura foi submetida a
dialise durante 96 h contra agua destilada a temperatura ambiente. O remanescente
foi liofilizado para obter a levana acetilada 2 (Lac2).

A acetilagédo foi confirmada com base na analise dos espectros de
RMN?!H e FT-IR. O grau ou percentual de acetilacéo foi obtido a partir dos espectros
de RMN?H, através da razdo entre o valor de integracdo dos sinais referentes aos
grupos acetoxilas e a integracéo dos sinais referentes aos hidrogénios carbindlicos da
levana. Considerando que, se a acetilagdo for completa, a razéo entre a integragcao
dos 9 hidrogénios das acetoxilas disponiveis e a integracdo dos 7 hidrogénios

carbindlicos resultara em um valor de 1,29 (fator de 100% de acetilacdo).

4.6. Caracterizagao da levana por RMN e FT-IR

As amostras de levana e seus derivados, apos liofilizacdo, foram
confirmadas através de espectros de RMN!H e FT-IR. Os espectros de ressonancia
magneética nuclear foram registados em 25°C, utilizando espectrébmetro 400 MHz
(frequéncia de hidrogénio) NMR Bruker Avance lll. Os deslocamentos quimicos (d)
foram expressos em ppm. A levana nativa e Lac2 foram dissolvidas em solucao de
agua deutereda (D20), e Lac1 foi dissolvida em piridina deuterada (CsDsN), devido a

diminuicdo da polaridade. Os espectros IR vmax KBr cm* das amostras de levana foram
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obtidos com IRPrestige-21 (Shimadzu®, Kyoto, Japao).

4.7. Potencial Biomédico da Levana Nativa e Modificada
4.7.1. Atividade Antioxidante

O ensaio para investigar a atividade antioxidante da levana nativa
(Levana) e acetilada (Lac1 € Lac2) foi realizado utilizando o método in vitro do DPPH,
baseado na captura do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), conforme
descrito por Srikanth et al. (2015b), com algumas modificagbes. O DPPH foi dissolvido
em etanol para obter a concentracao de 0,1 mM. As solucdes teste foram preparadas
a partir da dissolucao de diferentes concentracdes de levana (0,05; 0,25; 0,5; 1; 2; 3;
4 e 5 mg.mL1) em solvente DMSO (GERHAUSER et al., 2003). A mistura de reagao
foi composta por 1 mL da solucéo teste e 0,3 mL da solugcdo de DPPH, que foi
incubada em ambiente escuro por 30 min em temperatura ambiente. Apds, foram
realizadas leituras em espectrofotdbmetro a 517 nm. Para o branco, utilizaram-se todos
0s componentes e etanol ao invés da solu¢cdo de DPPH. Para o controle utilizaram-se
todos os componentes e agua ao invés da solucdo teste. Uma solucdo de acido
ascorbico (Vit. C) foi utilizada como padréo do ensaio. A taxa de inibi¢éo (%) do radical
livre foi calculada pela formula:

Abs. do controle — Abs. da amostra

04 inibigio = ( ) ®x100

Abs. do controle

4.7.2. Avaliagcado dos Efeitos Citotoxicos

Para avaliar o efeito citotoxico da levana, foi utilizada a linhagem
celular de hepatoma humano (HepG2/C3A), obtida do banco de células do Rio de
Janeiro, cultivada em frascos de cultura de 25 cm? contendo meio DMEM (Dulbecco
Modified Eagle Medium) (Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA), suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF) (Gibco, BRL, Grand Island, NY, USA). Os frascos
foram mantidos em estufa de CO25% com atmosfera umida a 37°C.

A investigacdo dos efeitos citotdxicos foi realizada apenas com a
levana nativa (Levanaat) e acetilada 2 (Lac2), devido as limitagées quanto a solubilidade
de Laci, utiizando o reagente MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio). Este método permitiu verificar citotoxicidade e viabilidade celular.
Nas células vivas, o sal de tetrazolium MTT é reduzido a formazan (1-[4,5-dimetiltiazol-

2-il]-3,5-difenilformazan) e apds sua diluicdo, pode ser analisado colorimetricamente.
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A reducdo do sal MTT é geralmente atribuida a atividade mitocondrial. Dessa, forma
quanto maior o numero de células viaveis, maior € o valor da absorbéancia. O ensaio
de citotoxicidade com o uso do MTT foi baseado no protocolo descrito por Mossmann
(1983), com modificacdes.

Para este experimento, foram semeadas 2x10* células diluidas em
100 pyL de meio por poco em placas de 96 pogos, com posterior incubacao destas a
37°C por 24 horas para estabilizacdo do ciclo celular. Decorrido o periodo, os
tratamentos foram adicionados, sendo a levana nativa e acetilada 2 (Lac2), nas
concentracdes de 0,1, 0,15, 0,25, 0,5, 0,75, 1 e 3 mg.mL. As células HepG2/C3A
foram encubadas por um periodo de 24 horas. ApoOs o periodo de exposicdo, todo o
contelido dos pocos foi retirado e 100 pL de MTT 0,5 mg.mL™? (diluido em meio de
cultura sem soro) foi adicionado por poc¢o. As células foram novamente incubadas a
37° C por 4 horas com posterior retirada do MTT, seguido pela adicdo de 100 pL de
DMSO, para completa dissolugéo dos cristais de formazan. A analise foi realizada em
espectrofotometro (Thermoplate) a 540 nm e o sistema foi avaliado a partir de trés
repeticdes bioldgicas com trés replicatas técnicas. O percentual de Viabilidade Celular
foi obtido através do seguinte calculo: Percentual de Viabilidade Celular =
(Absorbancia Média de Tratamento / Absorbancia Média de Controle) X 100. Foram
realizados trés experimentos contendo triplicatas para cada experimento.
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados obtidos neste trabalho estao apresentados na forma de

artigo cientifico e resultados complementares:

5.1. Artigo 1: Modificacao da levana de alta massa molecular produzida

por Bacillus subtilis natto para potencial aplicacdo biomédica

5.2. Resultados complementares: Producao e caracterizacao de filmes

de amido de mandioca e levana de alta massa molecular
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5.1. Artigo1

MODIFICACAO DA LEVANA DE ALTA MASSA MOLECULAR PRODUZIDA POR
Bacillus subtilis natto PARA POTENCIAL APLICACAO BIOMEDICA

Janaina Mantovan, Gabrielly Terassi Berssaneti, Adrivanio Baranoski, Mario Sérgio
Mantovani, César Cornélio Andrei, Dionisio Borsato e Maria Antonia Pedrine
Colabone Celligoi
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Carbohydrate Polymers

Modificacdo da levana de alta massa molecular produzida por Bacillus subtilis
natto para potencial aplicacdo biomédica

Janaina Mantovan?, Gabrielly Terassi Berssaneti!, Adrivanio Baranoski2, Mario
Sérgio Mantovani®, César Cornélio Andrei?, Dionisio Borsato? e Maria Antonia
Pedrine Colabone Celligoit

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar a producdo, massa molecular e potencial
aplicacéo biomédica da levana de B. subtilis natto, em sua forma nativa e acetilada.
Através de um planejamento fatorial, foi determinada a melhor condi¢cdo para
producdo de levana (185 g.L* sacarose e pH 6.5), obtendo-se 17.17 g.L! de levana
com 44.8% da massa molecular 2 670 kDa. Esta condic¢ao foi aplicada em biorreator,
onde foram realizadas trés fermentacfes, variando pH e aeracdo. A maior massa
molecular da levana foi 78.5% = 670 kDa, obtida na condicdo sem controle de pH,
aeracdo 0.5 v.vi.m, 6 h. A levana foi acetilada em dois graus (%): Lac1 (47.3%) e Lac2
(5.5%). A levana nativa e modificada foram confirmadas por RMN e FT-IR. Lac1 € Lac2
exibiram maior capacidade antioxidante, enquanto levana exibiu atividade inibitoria
contra células de hepatoma humano, indicando que a levana e seus derivados
apresentam amplo potencial de aplicacdo na area da saude.

Palavras-chave: Levana. Massa Molecular. Acetilacdo. Antioxidante. Antitumoral.

1Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de
Londrina, Brasil.

2Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Londrina, Brasil.
3Departamento de Biologia Geral, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina,
Brasil.

*Autor correspondente: Tel.: +55 43 33714270. E-mail: macelligoi@uel.br
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1. Introducao
A levana €é um exopolissacarideo (EPS) constituido

predominantemente por residuos de D-frutose, unidos por ligagcbes glicosidicas B-
(2—6), com pontos de ramificagbes B-(2—1). Sintetizada pela levanasacarase (LS),
uma enzima extracelular que catalisa reacao de transfrutosilacédo (SRIKANTH et al.,
2015a). Pode ser produzida por sintese enzimética e por fermentagdo microbiana
(GONCALVES et al., 2013), sendo que a fermentacdo submersa € sistema mais
utilizado (SHIH et al., 2011; SILBIR et al., 2014) e destaca-se o B. subtilis como um
dos microrganismos mais eficientes (MELO et al., 2015).

Para aplicacdo da levana € preciso estabelecer processos de
producdo viaveis em maior escala e importantes fatores devem ser avaliados
previamente, neste caso a metodologia de planejamento fatorial associada a analise
por superficie de resposta (MSR) tem sido amplamente utilizada (BERTE et al., 2013).
A massa molecular (MW) do EPS produzido também €& um importante fator que deve
ser analisado, uma vez que pode estar relacionado com a sua atividade biolégica
(YOO et al.,, 2004). B. subtilis pode produzir, pela acdo da enzima, fruto-
oligossacarideos (FOS) e levanas (Fig. 1), sendo que as levanas apresentam maior
massa molecular (LI; SEO; KARBOUNE et al, 2015).

O direcionamento da fermentacao para producédo de EPSs com maior
MW envolve a escolha do microrganismo produtor e as condi¢cdes de cultivo, sendo
gue pH e sacarose sao algumas das variaveis influentes e o B. subtilis natto é capaz
de produzir levana em uma distribuicdo bimodal de MW (WU; CHOU; SHIH, 2013).
Na etapa de separacédo da levana, a proporcéo de etanol empregado na precipitacao,
também pode selecionar produtos com diferentes massas moleculares (PORRAS-
DOMINGUEZ et al., 2015).
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Fig. 1. Formagéo de levana e FOSs: a sacarose funciona como doador e aceptor de
grupos frutosil, gerando fruto-oligossacarideos, através da acédo da LS. A levana pode
ser formada pelo alongamento da 6-Cestose (enzima ataca O° da sacarose).

A levana apresenta diferentes aplicacdes na area da saude, como
acao antiviral (ESAWY, et al., 2011), antidiabética, hipocolesterolémica (DAHECH et
al.,, 2011; BELGHITH et al., 2012a), antipatogénica (BYUN; LEE; MAH, 2014),
imunoestimulante (DONG et al, 2015) e também mostrou boa capacidade
antioxidante. O estresse oxidativo contribui para o desenvolvimento de diversas
doencas, inclusive formacéo de tumores (LIU et al., 2010; DAHEC et al., 2013). As
modificacdes na estrutura quimica dos EPSs também podem resultar em efeitos
positivos para a saude. Alguns processos descritos, como acetilacao, fosforilagéo e
sulfatacdo resultam em um aumento da atividade biolégica, como maior capacidade
antioxidante e antitumoral (ABDEL-FATTAH et al., 2012; LIU et al., 2012).

O objetivo deste estudo foi direcionar a fermentacéo para a producao
de EPSs de alta massa molecular por B. subtilis natto, bem como promover

modifica¢cdes quimicas nessas moléculas para potencializar sua aplicacdo biomédica.
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2. Material e métodos
2.1. Microrganismo e condi¢des de cultivo

B. subtilis natto (CCT 7712) foi isolado no Departamento de
Bioquimica e Biotecnologia, Universidade Estadual de Londrina, identificado pela
Instituicdo André Tosello de Pesquisa e Tecnologia e mantido em meio de
preservacdo contendo (g.Lt): peptona 5.0; extrato de carne 3.0 e 4gar 2.0a 4 °C. O
indculo foi preparado por fermentacdo em batelada com meio de cultura contendo (g.L"
1): sacarose 100; extrato de levedura 2; KH2POa4 2; (NH4)2S04 1; MgSOa4 (7H20) 0.5,
a 37 °C, 150 rpm, durante 24 h. As fermentac6es foram padronizadas com in6culo de
0.2 g.L! de células. O meio de cultivo das fermentagdes foi composto por (g.L™):
extrato de levedura 2.0; KH2POa4 1.0; (NH4)2SO4 3.0; MgSOa4 (7H20) 0.6; MnS0Oa4 0.2,
citrato de amodnio 0.25 e a concentracdo de sacarose variou de acordo com o
planejamento estatistico (EUZENAT, GUIBERT, COMBES, 1997, modificado).

2.1.1. Fermentacfes em frascos Erlenmeyer

Um delineamento composto central rotacional 22 (DCCR 22) com as
variaveis: (X1) concentracdo de sacarose (80 a 220 g.L ) e (X2) pH (5.1 a 7.9) foi
empregado para avaliar a producao de levana, utilizando frascos Erlenmeyer 125 mL
com 25 mL de meio de cultivo, incubados a 37°C, 160 rpm por 24 h (Tabela 1). A
escolha dos niveis e fatores foi baseada na literatura e experimentos prévios, visando
a obtencéo de EPSs de maior MW. Os resultados foram analisados pelo STATISTICA
7.0 para analise de variancia (ANOVA) e metodologia de superficie de resposta (MRS)
(STATISTICA Inc. Tulsa - USA, 2006).

2.1.2. Fermentacfes em biorreator

O biorreator utilizado foi 4,5 L Bio-tec (Tecnal), equipado com sensor
de pH (Mettler Toledo) e temperatura (Pt-100 classe A, Mettler Toledo) com 2 L de
volume de trabalho. Agitacdo em 150 rpm, formacao de espuma contida pela adigéo
de 6leo de canola, e pH controlado por HCI ou NaOH. Trés fermentacdes foram
realizadas: B1, pH controlado em 6.5 e aeracdo 0.5 v.v:1.mint; B2, pH inicial 6.5, sem
controle durante o processo e aeracdo 0.5 v.vi.min'e B3, melhor condicdo de pH
obtida das fermentacGes B1 e B2 e aeracéo 2 v.vi.mint. Amostras foram coletadas a
cada duas horas para avaliar a producédo de levana, atividade enzimatica, biomassa e

consumo de agucares, e a cada seis horas foi avaliada a massa molecular da levana.
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2.2. Determinag¢fes biogquimicas
2.2.1. Quantificacdo da biomassa e consumo de agucar

Os cultivos foram interrompidos por centrifugacéo a 9000 rpm por 15
min a 4°C, o sedimento celular foi ressuspenso em solugdo salina (0.9%) e
determinada a biomassa a A = 600 nm. No sobrenadante foi determinado o consumo

de acucar pelo método fenol-sulfarico, A = 490 nm (DUBOIS et al., 1956).

2.2.2. Separacao, purificacdo e quantificacdo de levana

A levana foi obtida do meio por precipitacdo, utilizando trés
proporcdes de etanol (meio:etanol), 1:0.75 (75%), 1:1.5 (150%) e 1:3 (300%). Em
seguida, foi mantida em repouso por 12 horas a 4°C e centrifugada a 14000 rpm
durante 20 min. O precipitado foi dialisado contra agua destilada por 48 horas,
congelado e liofilizado. Para quantificacdo, o precipitado foi submetido a hidrélise
acida com HCI 0.1 M durante 1 h, a 100°. A solucao foi neutralizada com NaOH 1 M
e a LEVANA foi quantificada em frutose, através de acUcares redutores Somogyi
(1952) e Nelson (1944).

2.2.3. Atividade enzimatica

A atividade de LS foi determinada através da formacéo de levana. A
mistura reacional foi: 250 L de extrato bruto (sobrenadante), 250 uL de sacarose 1
M e 500 uL de tampao acetato 50 mM, pH 5.0, 30° C durante 2 h. A levana foi estimada
e a unidade de atividade (UA) foi expressa pela quantidade de enzima necessaria para
a polimerizacdo de 1 pmol de frutose em 1 min sob as condi¢bes experimentais
(ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999).

2.2.4. Estimativa da massa molecular da levana

A massa molecular da levana foi estimada em uma coluna de
Sepharose 6B. As amostras de 0,5 mL foram aplicadas a 4 mg.mL! de LEVANA,
tampéo fosfato 50 mM, pH 7.0 foi usado como eluente, a vazao controlada em 14
mL.ht. Amostras de 3.5 mL foram coletadas a cada 15 min. As amostras eluidas foram
dosados pelo método fenol-sulfurico (DUBOIS, 1956). Uma curva de calibracao foi
confeccionada padrdes de dextrana de Leuconostoc mesenteroides (50, 150, 410 e
670 kDa).
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2.3. Acetilacao

Foram realizadas duas reacdes de modificacdo. A primeira reacao
para obter levanas com alto grau de acetilacao foi realizada conforme descrito por
Grondahl; Teleman; Gatenholm (2003), com algumas modificacdes. A levana (1.5 g)
foi dissolvida em 200 mL de piridina, que também foi utilizada como catalisador da
reacdo, e 70 mL de anidrido acético foram adicionados. O sistema foi submetido a
agitacdo magnética a temperatura ambiente durante 24 h, e em seguida, 100 mL de
agua destilada foi adicionada para interromper a reacdo. A solucéo resultante foi
neutralizada com solugcdo de HClI 1 M. O precipitado obtido foi separado por
centrifugagéo a 14000 rpm por 20 min e dialisado durante 96 h contra agua destilada.
O remanescente foi liofilizado para obter a levana acetilada 1 (Lac1). A segunda reacéo
para obter levanas com menor grau de acetilacdo, foi realizada segundo Liu et al.
(2012), com algumas modificagdes. A levana (1.5 g) foi solubilizada em 75 mL de
formamida e 37.5 mL de anidrido acético foram adicionados. A mistura foi deixada sob
agitacdo magnética na temperatura de 45°C durante 6 h, e em seguida, 50 mL de
agua destilada foi adicionada para interromper a reacdo. A mistura foi submetida a
dialise durante 96 h contra agua destilada a temperatura ambiente. O remanescente
foi liofilizado para obter a levana acetilada 2 (Lac2).

A acetilagédo foi confirmada com base na andlise dos espectros de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN*H) e no infravermelho (FT-IR). O
grau ou percentual de acetilacéo foi obtido a partir dos espectros de RMN*H, através
da razéo entre o valor de integracdo dos sinais referentes aos grupos acetoxilas e a
integracdo dos sinais referentes aos hidrogénios carbindlicos da levana.
Considerando que, se a acetilacdo for completa, a razdo entre a integracdo dos 9
hidrogénios das acetoxilas disponiveis e a integracdo dos 7 hidrogénios carbindlicos

resultard em um valor de 1,29 (fator de 100% de acetilagéo).

2.4. Caracterizacdo da levana por RMN e FT-IR

As amostras de levana e seus derivados, apos liofilizacdo, foram
confirmadas através de espectros de RMN'H e FT-IR. Os espectros de ressonancia
magneética nuclear foram registados em 25°C, utilizando espectrébmetro 400 MHz
(frequéncia de hidrogénio) NMR Bruker Avance lll. Os deslocamentos quimicos (d)
foram expressos em ppm. A levana nativa e Lac2 foram dissolvidas em solucdo de

agua deutereda (D20), e Lac1 foi dissolvida em piridina deuterada (CsDsN), devido a
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diminuicdo da polaridade. Os espectros IR vmax KBr cm™ das amostras de LEVANA
foram obtidos com IRPrestige-21 (Shimadzu®, Kyoto, Japé&o).

2.5. Potencial Biomédico da levana nativa e modificada
2.5.1. Atividade antioxidante

O ensaio para investigar a atividade antioxidante da levana e seus
derivados foi realizado utilizando o método in vitro do DPPH, baseado na captura do
radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), conforme descrito por Srikanth et al.
(2015b), com algumas modificacdes. O DPPH foi dissolvido em etanol para obter a
concentracdo de 0.1 mM. As solucdes teste foram preparadas a partir da dissolucéo
de diferentes concentragdes de levana (0.05; 0.25; 0.5; 1; 2; 3; 4 e 5 mg.mL!) em
solvente DMSO (GERHAUSER et al., 2003). A mistura de reacao foi composta por 1
mL da solucéo teste e 0.3 mL da solu¢cdo de DPPH, que foi incubada em ambiente
escuro por 30 min em temperatura ambiente. Apés, foram realizadas leituras em
espectrofotometro a 517 nm. Para o branco, utilizaram-se todos 0os componentes e
etanol ao invés da solucdo de DPPH. Para o controle utilizaram-se todos os
componentes e solu¢do de DPPH ao invés da solugéo teste. Uma solucao de acido
ascorbico (Vitamina C) foi utilizada como padrdo do ensaio. A taxa de inibicdo (%) do
radical livre foi calculada conforme a equacéo 1:

% inibicdo = ((Abs. do controle — Abs. da amostra) / Abs. do controle) x 100 (Eq. 1)

2.5.2. Avaliacao dos efeitos citotoxicos

O efeito citotoxico na linhagem celular HepG2/C3A da levana e Lac2
foi determinado pelo ensaio de 3- o(4-5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil (MTT) baseado
no protocolo descrito por Mosmann (1983), com modificacdes. As células foram
semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 2x104 células/poco em 100 pL
de meio de cultura, cultivadas durante 24 h em atmosfera Umida a 37° C e 5% de CO2
para estabilizacdo. Apds este periodo, foi adicionado 100 pL de meio de cultura
contendo separadamente levana e Lac2 para as concentracdes finais de 0.1, 0.15,
0.25, 0.5, 0.75, 1.0 e 3.0 mg.mL1. Apds 24 horas todo o conteldo dos pocos foi
removido e 100 pL de solucédo de MTT (0.5 mg.mL™?) foi adicionado. As células foram
novamente incubadas a 37° C por 4 horas com posterior retirada do MTT, seguido

pela adicdo de 100 pL de DMSO, para completa dissolugéo dos cristais de formazan.
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A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Thermoplate) a 540 nm e o sistema foi
avaliado a partir de trés repeticées biolégicas com trés replicatas por tratamento. O

percentual de viabilidade celular foi obtido através do seguinte célculo:

Percentual de viabilidade celular = (Absorbancia Média de Tratamento / Absorbancia
Média de Controle) x 100 (Eq.2)

3. Resultados e Discusséo
3.1. Producdo e avaliacdo da massa molecular da levana

Para obter EPSs de maior MW neste estudo, em uma primeira etapa,
foi utilizado um planejamento fatorial e um gradiente de etanol para precipitacao.
Assim a levana produzida em 150 g.L* de sacarose e pH 6.5, condigdo referente ao
ponto central do DCCR 22 (Tabela 1), foi submetida a diferentes precipitacdes e

analise da MW.
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Fig. 2. Analise do perfil cromatografico (A1) e producdo e avaliacdo da massa
molecular (A2) do EPS produzido por B. subtilis em meio contendo 150 g.L!, pH 6,5 e
precipitado em diferentes proporc¢des de etanol (75, 150 e 300%).

A Fig. 2 demonstra que levanas de diferentes MW podem ser
separadas por diferentes proporc¢des de etanol e que a quantidade de levana total (A2)
aumenta proporcionalmente ao aumento de etanol. Duas faixas principais de MW
foram encontradas, < 50 kDa (LMWL) e = 670 kDa (HMWL). Na proporgao
(meio:etanol) 1:3 (300%) houve predominéancia de LMWL. As levanas com maiores
MW foram encontradas na proporcdo 1:1.5 (150%), obtendo-se 39% (= 1,78) de
HMWL. Dados semelhantes aos obtidos por Shih et al. (2005) e Porras-Dominguez et

al. (2015). Assim, para as futuras etapas foi utilizada a proporcéao 1:1.5.
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A Tabela 1 mostra a producédo de levana e atividade da LS (UA)
consumo de acucares e biomassa de B. subtilis variando a sacarose e pH. As maiores
producgdes ocorreram no ponto central (150 g.L? e pH 6.5), atingindo a média de 16.20
g.L! e os ensaios 3 e 8, 15.87 e 15.69 g.L!, respectivamente. Maiores producgdes de
biomassa sao favorecidas em menores concentracfes de acgucar e a atividade
enzimatica é favorecida por maiores concentracfes de sacarose, mas concentracdes
muito elevadas poderiam inibir a atividade LS (BELGHITH et al., 2012).

Tabela 1 - Producao de levana, LS, consumo de aclUcares e biomassa por B. subtilis
natto variando sacarose e pH (DCCR 22).

Ensaios Niveis Resposta
Sacarose  pH  LEVANA LS anzgg‘ro Biomassa
(@.LY)  Inicial QL) (UA) (SILJ) (g.LY)
1 100 5,5 767 1,16 2548 1,09
2 100 7,5 12,14 1,44 44,48 1,78
3 200 5,5 15,87 1,43 49,59 1,01
4 200 7.5 13,03 2,14 49,35 1,42
5 80 6,5 11,05 1,32 37,59 1,23
6 220 6,5 13,85 221 44,53 1,10
7 150 5,1 9,78 1,19 33,97 1,07
8 150 7.9 15,69 2,03 54,59 1,71
9 150 6,5 16,44 2,08 53,56 1,30
10 150 6,5 16,53 1,97 50,94 1,14
11 150 6,5 15,65 1,91 51,90 1,22
Niveis Reais
1,41 1 0 1 1,41
X S"’(‘;al‘_r_?)se 80 100 150 200 220
X» pH 5,1 5,5 6,5 7,5 7.9

A andlise de variancia (ANOVA) para a producao de levana (Tabela
2) mostrou que o modelo nédo apresenta falta de ajuste (p = 0.073) e o R? obtido foi
0.89, indicando que o modelo € preditivo e pode explicar satisfatoriamente os efeitos
da concentragdo de sacarose e pH na producéo de levana pelo B. subtilis. A andlise
de regressdo mostrou que as variaveis independentes X1 e X2 apresentaram efeito
significativo, para producédo de levana (p < 0,05), assim como a interagéo entre elas,
X1.X2. O coeficiente linear de X1 e X2 indica que eles interferem positivamente na
producéo de levana. O modelo quadrético ajustado para a producéo de levana por B.
subtilis natto, contendo as variaveis independentes codificadas, esta representado

pela equacéo 3:
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Y =16.21 + 1.63.X1 — 1.98.X12 + 1.25.X2 -1.84.X2%2 — 1.83.X1.X2 (Eq. 3)

Onde Y representa a producéo de levana (g.L!) e X1 e X2 sdo as

variaveis sacarose (g.L?) e pH.

Tabela 2 — Andlise de variancia (ANOVA) para producéo de levana de B. subtilis natto.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado = p-

Variacéo Liberdade Quadrados Médio valor
X1 (L) 1 21.26 21.26 10.88 0.02*
X1 (Q) 1 22.15 22.15 1133 g gox
Xa (L) 1 12.44 12.44 636 .05+
X2 (Q) 1 19.09 19.09 976 g o3+
X1X2 1 13.38 13.38 6.84 0.05*
Erro 5 9.78 1.96
Total 10 88.77

Lack of fit = 0.072, R? = 0.89, (L) = Linear, (Q) = quadratico.

A partir do modelo obtido foi possivel gerar a superficie de resposta,
relacionando sacarose e pH (Fig. 3), que indica que a maior producéo de levana ocorre
em pH 6.5 e sacarose a 185 g.L. A validacgéo foi conduzida de acordo com a condigédo
6tima predita pelo modelo polinomial. A producéo de levana obtida (17.17 g.L?) foi
proxima do valor predito (16.38 g.L™t). De acordo com a andlise estatistica, ndo existe
diferenca significativa (p = 0.33) entre 150 e 185 g.L* de sacarose para producéo de
levana, porém a porcentagem de HMWL variou de 39 a 44,81%, respectivamente,
aumento de 15%. De acordo com resultados anteriores (dados ndo mostrados),
concentracdes muito elevadas de sacarose (acima de 250 g.L!) levam a uma reducéo
na MW. Assim foi empregada a condi¢do de 185 g.L! de sacarose e pH 6.5 para
producdo em biorreator.

Em estudo anterior deste grupo de pesquisa (MELO et al., 2015),
obteve-se apenas 5% de levana de alta massa. O aumento encontrado no estudo
atual pode ser devido a diminuicdo na concentracéo de sacarose (WU; CHOU; SHIH,
2013) e do pH inicial (BATISTA et al., 2010), bem como 0 processo de precipitagao
que foi seletivo para EPSs de alta MW.
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Fig. 3. Superficie de resposta da producéo de levana de B. subtilis natto relacionando
pH e sacarose.

3.1.1. FermentacGes em biorreator

A andlise do perfil cromatografico (Fig. 4A1) permitiu demonstrar que
a levana produzida em biorreator apresentou duas faixas principais de MW, =2 670 kDa
(HMWL) e < 50 kDa (LMWL). Conforme mostra a Fig. 4A2, as proporcdes (%) de
HMWL e LMWL e a producéo (g.L™t) variaram em B1, B2 e B3, de acordo com o tempo
de fermentacdo e as condi¢bes. A Fig. 5 mostra os dados de atividade da LS,
produtividade de levana (g.Lt.h'), biomassa e consumo de agUcar.

Em B1, as maiores producdes de levana (média de 13.32 g.L?)
ocorreram entre 20 e 24 h. Houve predominancia de LMWL. Na fermentacdo sem
controle de pH (B2), as producdes foram maiores em relagéo a B1 com 15.21 g.L* em
20 h, no entanto, cerca de 11% inferior a fermentagcdo em frascos de Erlenmeyer.
Maior por¢cao de HMW.L foi obtida nesta fermentacao, 78.5% em 6 h, caindo para 66.2
e 57% em 12 e 18h, respectivamente. Apds 24 h as propor¢des encontravam-se
aproximadamente equilibradas. Assim, a condi¢cdo B2 foi empregada a uma terceira
fermentacdo (B3). A producao de levana aumentou 27% em relacdo a B2, e 12%
comparado a fermentagdo em frascos de Erlenmeyer. A produtividade foi a maior
encontrada (2.6 g.L".h). A maior producdo (19.3 g.L!) ocorreu em 16 h, tempo
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inferior as outras fermentacdes, assim como a atividade enzimética, média de 2.35
UA entre 12 e 18 h. Em 6 h a por¢do LMWL representava 58.3% da levana total,
passando para 63.4, 71.0 e 77.8% em 12, 18 e 24 h, respectivamente.

A maior produtividade de B1, B2 e B3 ocorreu em 6 h, com queda
bastante acentuada nas horas seguintes. As maiores producdes de levana e biomassa
levaram a um maior consumo de agucar em B3 e B1, respectivamente. Em B1, o pH
controlado durante todo o processo favoreceu a producédo de biomassa. Valores de
pH em torno de 7.0 sdo favoraveis ao microrganismo, mas a producdo da enzima e

da levana ocorrem em valores de pH mais baixos (DONOT et al., 2012).
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Fig. 4. Perfil cromatogréafico (Al), avaliacdo da massa molecular, producédo de levana
por B. subtilis e pH (A2) em diferentes tempos (6, 12, 18 e 24 h) através das
fermentacdes em biorreator nas diferentes condicdes (B1, B2 e B3).
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Nas fermentacdes estudadas pode ser observado que a porcao
HMWL é maior nas primeiras horas (6 h), e diminui em 24 h. Em B3 houve uma queda
de 46.8% apds 24 h, 41% em B2 e em B1 4.3%. Dados também reportados por Shih
et al. (2005), onde a levana de alta massa foi predominante em 7 h. Neste estudo, a
HMWL foi sintetizada primeiro, mas degradada com o aumento do tempo de
fermentacdo. Dogsa et al. (2013) relatam que o microrganismo pode utilizar a propria
levana como fonte de energia.

Em estudo conduzido através de sintese enzimatica, Raga-Carbajal
et al. (2015), constataram que a levana de alta massa molecular de B. subtilis pode
surgir primeiro, porque nao depende da levana de baixa massa molecular como
precursor. Assim como Porras-Domingues et al. (2015), os autores defendem ainda
gue concentracfes baixas de enzima favorecem a sintese de EPSs maiores e a
concentragéo de sacarose nao influencia. No entanto, sob condi¢des microbianas, a
alta concentracdo de sacarose pode levar a maior sintese de LS, que poderia,
portanto, levar a sintese de EPSs de baixa massa molecular.

No estudo de Abdel-Fattah, Mahmoud; Esawy (2005) a MW da levana
produzida por sintese enzimatica sofreu influéncia da concentracdo de sacarose e a
qguantidade de enzima influenciou pouco, mas aumentou a atividade de
transfrutosilacdo. O alongamento da cadeia de levana depende das reacdes de
transfrutosilacdo e o aumento da concentracdo de glicose, devido a hidrélise da
sacarose ao longo do processo fermentativo pode inibir a atividade da LS (DONOT et
al., 2012). Além disso, com a hidrélise da sacarose, diminui o principal substrato da
enzima, diminuindo a atividade da enzima (VEGA; ZUNIGA-HANSEN, 2014). No
estudo atual, a producao de levana e atividade enziméatica mostraram tendéncia para
diminuir ao final da fermentacao.

Em B2 a diminuigdo do pH contribuiu para formacdo de HMWL nas
primeiras horas, comparativamente a Batista et al. (2010). O aumento da aeragédo em
B3 favoreceu a producdo, mas néo a formacdo HMWL. Os mecanismos exatos que
levam a formacdo de EPSs maiores ou menores ainda ndo estdo completamente
elucidados. O microrganismo produtor também pode influenciar. Em geral, uma
mesma cepa sintetiza levanas em uma distribuicdo bimodal de MW, podendo ocorrer
excecoes (AMMAR et al., 2002; BELGHITH et al. 2012b; ZHANG et al., 2013)

O tempo, aeracéo e pH influenciaram na producao e massa molecular

da levana. Sendo que a condicao B3, 16 h favorece maiores producdes de levana e a
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condicdo B2, 6 h favorece o aumento da HMWL. Esses resultados indicam que a
producéo em biorreator é favoravel, sendo que a condi¢do B2, 6 h foi utilizada para as
proximas etapas, conferindo a maior obtencdo HMWL em um tempo bastante
reduzido.

Esawy et al. (2013b) também observaram vantagens na producao de
levana realizada em biorreator, comparada com frascos de Erlenmeyer, sob as
mesmas condicbes. No entanto, contrario a este estudo, na fermentacdo com pH
fixado em 7.0, obteve-se a maior producdo de levana, e assim como em Bl, a
producéo de biomassa também foi favorecida. O aumento da producdo em biorreator
pode ser atribuido ao aumento da aeracdo e agitacdo, ja que Bacillus sp. é um
microrganismo altamente aerdbio. Estes dados corroboram com os obtidos neste
estudo em B3, onde o aumento da aeracdo para 2 v.v_'.min™" ocasionou a maior
producao de levana.
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Fig. 5. Avaliacdo da atividade enzimatica (Al), produtividade de levana (A2),
biomassa (A3) e consumo de acucar (A4) por B. subtilis nas fermentacbes em
biorreator (B1, B2 e B3).
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3.2. Caracterizagéo da levana por RMN e FT-IR

Ap0s a etapa de producao, a levana nativa e modificada por acetilagéo
foram submetidas as analises de RMN'H e FT-IR, que em conjunto, confirmaram a
obtencéo do produto da reacdo de modificacdo, a levana acetilada em dois diferentes
graus de acetilacdo. Como mostra a Fig. 6, os espectros de RMN'H da levana
indicaram a presenca de sete hidrogénios na regido entre 3.4 e 4.3 ppm, sinais sao
referentes as unidades de frutose provenientes da levana (ESAWY et al., 2013). As
posicbes dos hidrogénios carbindlicos foram determinadas com o auxilio dos
espectros de HSQC (dados nao mostrados), e as correlagdes diferenciadas por fases
distintas para os carbonos primarios e secundarios apresentaram deslocamentos
guimicos semelhantes a literatura. N&o foram detectados, na regido entre 5.1 a 5.3
ppm, sinais referentes aos hidrogénios anomeéricos, correspondentes a moléculas de
glicose, que poderiam indicar a presenca de fruto-oligossacarideos (DAHECH et al.,
2012). Para levana acetilada (Lac1 € Lac2), NOVOS picos surgiram na regido em torno de
2.0 ppm, indicando a presenca dos grupos metila das acetoxilas. Em Lac1, 0S sinais na
regido dos hidrogénios carbindlicos (3.4 a 4.3 ppm) sofrem um deslocamento
paramagnético devido a desprotecao gerada pelo grupo carbonila do éster.

No espectro de FT-IR (Fig. 11), novas absor¢des foram observadas
em 1747 cm?® e 1735 cm? em Lac1 € Lac2, respectivamente, representando as
vibracBes de estiramento das ligacfes C=0, que confirmam a presenca dos grupos
acetoxilas. Além de outras absorcdes que sdo caracteristicas da levana nativa, como
as vibracbes de estiramento das ligagdes O—H em 3400 cm™? e as vibracdes de
estiramento de C—H observadas em 2950 cm™. A deformagdo angular de C-H
aparece em torno de 1415 cm™ e 1340 cm™ (SRIKANTH et al., 2015b). E ainda, a
regido em 1140 cm™e 1115 cm, que indica as vibracdes de estiramento das ligacdes
glicosidicas e a absor¢cdo em 930 cm, atribuida as vibracdes de estiramento dos
anéis furanosidicos (BARONE; MEDYNETS, 2007).

De acordo com a razdo entre o valor de integragcdo dos sinais
referentes aos grupos metil das acetoxilas e a integracéo dos sinais referentes aos
hidrogénios carbindélicos da levana nos espectros de RMNH, foi possivel calcular o
grau de acetilacdo (%) de Lac1 (47.3) e Lac2 (5.5), sendo o rendimento da reacgéo de
aproximadamente 30 e 70%, respectivamente. A levana nativa apresenta alta
solubilidade em &gua (BEKERS et al., 2005). Apos as modificacdes, Lacz ndo sofreu

alteracdes visiveis em relacéo a solubilidade. Lac1 se tornou insoltvel em agua, devido
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ao maior grau de acetilagdo, mas manteve a solubilidade em DMSO. No estudo de
Grondahl; Teleman; Gatenholm (2003), este solvente foi considerado o mais

apropriado para polissacarideo com maior grau de acetilacéo.
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Fig. 6. Espectros de RMN!H da levana (D20), Lac1 (CsDsN) e Lac2 (D20).
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3.3. Potencial biomédico da levana nativa e modificada
3.3.1. Atividade antioxidante

O processo de acetilacdo tem mostrado efeito positivo sobre a
atividade bioldgica de polissacarideos (CHEN et al., 2013 e CHEN et al., 2014). Assim,
a atividade antioxidante, da levana nativa e acetilada, foi testada neste estudo através
da capacidade de eliminacdo (%) dos radicais DPPH. O ensaio para atividade
antioxidante (Fig. 8A) mostrou que Lac1 € Lac2 exibiram melhores resultados em relagéo
a levana nativa e que a levana com menor grau de acetilacdo (Lac2) S& mostrou mais
eficiente.

A taxa de inibicdo chegou a 42, 54 e 83% em levana, Lac2 e Laci,
respectivamente. Esses dados sdo semelhantes aos obtidos por Xie et al. (2015),
onde um polissacarideo acetilado com menor grau de substituicdo exibiu maior poder
de inibicdo dos radicais DPPH. Tal efeito pode ser atribuido as mudancas quimicas,
estruturais, conformacionais e da massa molecular, em relacdo ao polissacarideo
nativo. No estudo de Liu et al. (2012) a levana acetilada foi capaz de exibir maior poder
de inibi¢cdo contra radicais superoxido e hidroxila, em comparag¢do com a nativa, o0 que
indica grande potencial para atividade antioxidante. Outros estudos também relataram
gue a levana modificada exibe maior atividade antioxidante (ABDEL-FATTAH ET AL.,
2012; SARILMISER; ONER, 2014).
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Fig. 8. Taxa de inibicao (%) dos radicais livres DPPH de levana, Lac1 € Lac2 (A) e Efeito
Citotoxico de levana e Lac2 sobre células HepG2/C3a (B).

3.3.2. Avaliacao dos efeitos citotoxicos

Levanas nativas e modificadas tém demonstrado acao antitumoral,
gue pode ocorrer por acao direta sobre as células tumorais ou indireta, através da
ativacdo de diferentes respostas imunolégicas (CHA et al., 2012). No nosso estudo,
apenas Lac2 foi avaliada, devido as limitacdes de Lac1 quanto a solubilidade, porém,
ndo apresentou qualquer efeito sobre a viabilidade das células HepG2/C3A. Resultado
contrario ao encontrado por Liu et al. (2012), onde as levanas modificadas (0.4 mg.mL"
1) através de acetilacéo, fosforilacdo e benzoilacéo, exibiram maior taxa de inibicdo
em células tumorais géastricas. No estudo de Abdel-Fattah et al. (2012), a levana
sulfatada (0.1 mg.mL') exibiu alta citotoxicidade seletiva contra células HepGz2,
levando a apoptose pela via mitocondrial.

A levana nativa foi citotoxica para células HepG2/C3A, a partir da
concentracdo de 0.25 mg.mL1. O tratamento com levana nativa a 3 mg.mL* levou a
uma inibicédo significativa de 17%. Para Calazans et al. (2000) e Yoo et al. (2004) o
efeito antitumoral esta relacionado com a alta massa molecular da levana. Assim, sdo
necessarios mais estudos para determinar as causas da citotoxicidade observada e

para explorar as possibilidades de aplicacdo da levana como agente antitumoral.

4. Conclusdes

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que a aplicacado do
planejamento fatorial com andlise por metodologia de resposta e gradiente de etanol
na precipitacdo permitiram obter levanas com maiores massas moleculares. A levana

produzida apresentou duas faixas de massas principais, = 670 kDa e < 50 kDa. Nas
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fermentacdes em biorreator a MW e a producdo de levana foram afetadas pela
variacdo no tempo, aeracao e pH. A melhor condigéo foi encontrada em B2 (0,5 v.v
L. mint, sem controle de pH, 6 h), indicando vantagens na producdo em biorreator.
levana acetilada em menor grau (5,5%) apresentou maior capacidade de eliminacéo
dos radicais DPPH, e a levana nativa apresentou efeito citotoxico contra células de
hepatoma humano (HepG2/C3a). Estes resultados indicam que a levana nativa e
acetilada apresentam potencial aplicacdo biomédica, como agente antitumoral e

antioxidante.
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Apéndice A
Lista de Figuras (Fig.)

Fig. 1 - Formagé&o de levana e FOS: a sacarose funciona como doador e aceptor de
grupos frutosil, gerando fruto-oligossacarideos, através da acédo da LS. A levana pode
ser formada pelo alongamento da 6-Cestose (enzima ataca O° da sacarose).

Fig. 2 - Analise do perfil cromatografico (Al) e producdo e avaliacdo da massa
molecular (A2) do EPS produzido por B. subtilis em meio contendo 150 g.L*, pH 6,5 e
recuperado a partir de diferentes proporc¢des de etanol (75, 150 e 300%).

Fig. 3 - Superficie de resposta dos fatores pH e sacarose na producéo de levana de
B. subtilis natto.

Fig. 4 - Perfil cromatografico (A), avaliacdo da massa molecular (kDa) e producéo (B)
do EPS obtido por B. subtilis em diferentes tempos (6, 12, 18 e 24 h) através das
fermentacdes em biorreator realizadas em diferentes condicbes (B1, B2 e B3). Os
valores acima das barras séo referentes ao pH.

Fig. 5 - Avaliacdo da atividade enzimatica (Al), produtividade de levana (A2),
biomassa (A3) e consumo de acucar (A4) das fermentacfes realizadas em biorreator
(B1, B2 e B3).

Fig. 6 - Espectros de 1D *H RMN de levana (D20), Lac1 (CsDsN) e Lacz2 (D20).

Fig. 7 - Espectros de FT-IR (4000 a 400 cm™) de levana, Lact € Lace.

Fig. 8 - Capacidade de inibicdo (%) dos radicais livres DPPH da levana nativa e seus
derivados acetilados (Lac1 € Lac2) (A). Efeito Citotoxico de levana e Lac2 sobre células
de hepatoma humano (HepG2/C3a) (B).

Apéndice B
Lista de Tabelas

Tabela 1 - Producéo de levana por B. subtilis natto utilizando delineamento composto
central rotacional 22 para avaliar a influéncia da concentragdo de sacarose e pH.

Tabela 2 — Analise de variancia (ANOVA) para producéao de levana de B. subtilis natto.
Apéndice C

Lista de Equacdes (Eq.)

(EQ. 1): % inibicdo = ((Abs. do controle — Abs. da amostra) / Abs. do controle) x 100.

(Eq.2): Percentual de Viabilidade Celular = (Absorbancia Média de Tratamento /
Absorbancia Média de Controle) X 100.

(Eqg. 3): Y =16.21 + 1.63.X1 — 1.98.X12 + 1.25.X? -1.84.X2? — 1.83.X1.X2
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5.2. Resultados complementares: Producao e caracterizagcdo de filmes de
amido de mandioca e levana de alta massa molecular
5.2.1 Material e Métodos
5.2.1.1. Material

O amido de mandioca (Yoki® Paranavai-PR) foi adquirido em um
mercado local (Londrina-PR, Brasil) e o glicerol foi adquirido de Synth (S&o Paulo /
Brasil). A levana empregada foi produzida no Laboratério de Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina, e os cultivos para a producdo de levana foram
realizados em 4,5 L biorreator (Bio-tec Tecnal — Piracicaba - SP) com 2 L de volume
de trabalho, durante 6 h a 37 °C, 150 rpm e pH inicial de 6,5, utilizando uma solugéo
de (g.L?): sacarose 185,0; extrato de levedura 2,0; KH2POa, 1,0; (NH4) 2SOas, 3,0;
MgSOas (7H20), 0,6; MnSO4, 0,2 e citrato de amonio, 0,25 (EUZENAT, GUIBERT,
COMBES de 1997, modificada).

5.2.1.2 Preparacdao dos filmes

Os filmes foram preparados por casting, através do preparo de uma
solucdo filmogénica contendo 3 % (m/v) de biopolimeros (amido de mandioca e
levana), e a propor¢ao empregada entre amido e levana foi de 100:0; 90:10; 80:20 e
70:30. O glicerol (20 g/100 g biopolimero) foi utilizado como plastificante. As soluc¢des
filmogénicas foram aquecidas sob agitacdo durante 30 min a 70 °C, e as solucdes
obtidas (30 g) foram vertidas sobre placas de acrilico e a secagem foi realizada em
estufa com circulacdo de ar a 35 °C (aproximadamente 24 h). Os filmes obtidos foram
removidos das placas e acondicionados em BOD com 58 % de umidade relativa (UR)

e 25 °C até o momento da realizacao das analises de caracterizacao.

5.2.1.3 Caracterizacado dos filmes
5.2.1.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de microestrutura foi realizada por microscopia eletrénica de
varredura - MEV (modelo FEI Quanta 200). Para verificar a estrutura dos filmes, as
amostras foram imersas em nitrogénio liquido e submetidas a um congelamento
rapido, depois foram fraturadas com auxilio de uma pinca e secas em estufas por
cinco dias a 50 °C. ApGs estes procedimentos as amostras secas foram revestidas de
ouro por um Sputter Coater (BAL-TEC SCD 050) e avaliadas com voltagem de
aceleragcdo de 30.0 kV. A andlise foi realizada no Laboratério de Microscopia
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Eletrénica e de Microanalise (LMEM) da central multiusuaria de laboratérios de
pesquisa da Universidade Estadual de Londrina.

5.2.1.3.2 Microscopia de forca atbmica

A andlise de microscopia de forca atdbmica foi realizada em
microscopio de Forgca Atdmica NanoSurf FlexAFM (Liestal-Suigca) no Laboratério de
Espectroscopia (ESPEC) da central multiusuaria de laboratérios de pesquisa da
Universidade Estadual de Londrina. As analises foram conduzidas em ar e as imagens
obtidas em modo contato intermitente. A varredura foi feita na freqiiéncia de oscilacao
livre da haste e com diferentes amplitudes, dependendo da estabilidade e do contraste
obtido. O set point foi fixado em 30-50% da amplitude de oscilagéo livre.

5.2.1.3.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

O amido de mandioca nativo, a levana nativa e os filmes produzidos
foram analisados por FT-IR, utilizando-se um instrumento Shimadzu FTIR-8400, em
uma escala de 4000-400 cm, com resolucdo de 4 cm, em modo de transmitancia.
As amostras foram incorporadas ao KBr e submetidas a alta pressao para a producao
das pastilhas. A andlise foi realizada no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da
central multiusuaria de laboratérios de pesquisa da Universidade Estadual de

Londrina.

5.2.1.3.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Para as analises de DSC, cerca de 10 mg de cada amostra foram
colocados em cadinho de aluminio com tampa furada e submetidos a programa de
aguecimento controlado. Os ensaios foram realizados no equipamento Netzsch
(modelo DSC-204), em uma atmosfera com fluxo de nitrogénio gasoso de 10 mL/min.
A faixa de temperatura foi de 0-230 °C a uma taxa de aquecimento de 10°C/min. A
analise foi realizada no Laboratério de Espectroscopia (ESPEC) da central

multiusuaria de laboratérios de pesquisa da Universidade Estadual de Londrina.

5.2.1.3.5 Difragao de Raios-X

As analises de difracédo de raios-X (DRX) foram realizadas utilizando
um difratdmetro (PANalytical X'Pert MPD PRO, Paises Baixos) que emite radiagdo
CuKa (A = 1,5418 A). A radiagdo do anodo foi gerada a 40 kV e 50 mA e foi
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monocromatizada utilizando uma corrente de 20 mA. As medi¢cOes da intensidade de

difracdo foram realizadas entre 2 © = 2° a 60°, a temperatura ambiente.

5.2.1.3.6 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrometro
manual (x 0,001 mm) Mitutouyo (S&o Paulo, Brasil), em quatro pontos diferentes de
duas amostras de filmes, considerando-se a espessura do filme como a média entre

todas as leituras.

5.2.1.3.7 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

A PVA foi determinada gravimetricamente, de acordo com as normas
da ASTM E96-00 (2000) com algumas modificacbes. Cada amostra de filme, em
triplicata, foi colocada em uma abertura circular de 60 mm de uma célula de
permeabilidade e selada de modo a garantir que a transferéncia de vapor de agua
ocorresse exclusivamente através do filme. O conjunto foi colocado em dessecador a
25°C contendo solucéo saturada de NaCl que propiciou um ambiente com 75% UR,
tendo a célula de permeabilidade que ser parcialmente preenchida com CaCl: de
modo a se obter 0% de umidade relativa (UR) no seu interior. Ap6s um periodo de
equilibrio de 3 horas, as células foram pesadas em intervalos regulares, até a
obtencdo de uma taxa constante de ganho de peso. O aumento de peso (g) foi
registrado e plotado em grafico em fun¢éo do tempo (s). O coeficiente angular de cada
reta foi calculado pela regressdo linear no regime constante (r>>0,99) e a
permeabilidade ao vapor de agua (PVA) foi calculada de acordo com a seguinte
equacao:

TPvA=9x €
t AAP

onde:

g/t (gramas/ s) = coeficiente angular

A= area de permeacio (m?)

e = espessura média dos filmes (m)’

AP = diferenca de pressdo de vapor de agua (KPa)

5.2.1.3.8 Solubilidade em agua
As analises foram realizadas de acordo com o método de Gontard,

Guilbert e Cuq (1992) com modificacdes. As amostras dos filmes foram condicionadas
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em UR 58% por 48 h a 25°C antes de serem analisadas. A analise foi realizada em
triplicata. As amostras foram secas em estufa com circulagdo e renovacédo de ar
(Marconi, Brasil) a 60°C por 24 h e pesadas (peso inicial em base seca). Foram entao
mergulhadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 80 mL de 4gua destilada, fechados
com folha de aluminio e agitados lentamente por 24 h a 25°C em incubadora orbital
(Shaker Marconi MA 420). Apés este periodo, as amostras foram removidas e secas
em estufa com circulagcdo e renovagao de ar (60°C por 24h) para determinar a
guantidade do material que néo foi solubilizado (peso final). A solubilidade foi expressa
pela porcentagem de material seco solubilizado da seguinte forma:
% MSS = ((Pr— Pi) / Pr) x 100
Onde MSS € a matéria seca solubilizada, Pt € o peso final da amostra

e Pi é o peso inicial da amostra, ambos em base seca.

5.2.1.3.9 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas foram analisadas em um texturbmetro da
marca Brookfield modelo CT3 (Estados Unidos) empregando-se Norma da American
Society for Testing Materials (ASTM D882-91, 1996).Corpos de prova (50 x 25 mm)
foram condicionados sob umidade relativa (UR) de 58% por 48 h a 25 °C. Foram
analisados 7 corpos de prova de cada amostra, que foram ajustados as garras de
tracdo do equipamento a uma distancia inicial de 50 mm e tracionadas com uma
velocidade de 0,8 mm s. As propriedades determinadas foram resisténcia maxima a

tracdo na ruptura (MPa) e elongacéo (%).

5.2.1.4 Anédlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através da analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey com nivel de significancia (p < 0,05), utilizando o software
Statistica 7.0 (Statsoft, Oklahoma, EUA).

5.2.2 Resultados obtidos
5.2.2.1 Caracterizacado dos filmes
5.2.2.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
As anadlises de MEV mostraram homogeinidade nos filmes, indicando
gue houve boa interacao entre a levana e o amido. Nas micrografias das fraturas dos

filmes (Figura 13B) pode ser observada uma certa porosidade conforme aumenta-se
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a concentracao de levana. Segundo Mali et al. (2002) e Mali et al. (2004) os filmes de
amido e glicerol produzidos casting se apresentam compactos e uniformes. Nas
micrografias das superficies dos filmes (Figura 13A) observa-se que os filmes de
amido puro e de amido adicionado de 10% de levana (amido+L10%) apresentam
algumas rachaduras, provavelmente devido ao processo de secagem antes das
andlises. Porém, nos filmes com concentracées maiores de levana (20 e 30%) ndo
foram observadas rachaduras, provavelmente devido as propriedades reoldgicas da
levana, como baixa viscosidade intrinseca (n = 0,17 dL g!) e alta forca de tenséo (991
psi), que tornam o polimero muito compacto. Para o microrganismo produtor de

levana, esta caracteristica garante tolerancia a dessecacado (KASAPIS et al., 1994).

A

100 pm 100 pm 100 pm 100 ym

Amido+L10%

100 pm 100 pm 100 pm 100 pm

Figura 13- Microgrofias dos filmes de Amido e Amido+Levana (Amido + L10, 20 e
30%).

5.2.2.1.2 Microscopia de forga atdbmica (AFM)

A microscopia de forga atdmica (AFM) permite a obtengéo de imagens
topogréficas e o célculo da rugosidade das amostras analisadas. A morfologia dos
filmes foi semelhante para todas as formulacdes (Figura 14), e todos apresentam boa
integridade estrutural. A Figura 14 mostra algumas diferencas entre os filmes de amido
puro e as misturas de amido e levana. O filme de amido (Figura 14A) apresentou uma
superficie lisa com algumas depressdes e relevos. As misturas de amido e levana
mostraram algumas diferengas de acordo com o percentual de levana acrescentada.

A adicdo de 10% de levana (Figura 14B) nédo alterou a estrutura da superficie em
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comparacao com o filme de amido (Figura 14A), e quando a porcentagem de levana
foi aumentada para 20%, a superficie se tornou mais irregular (Figura 14C). No
entanto, uma matriz muito uniforme foi obtida com 30% de levana na mistura. Estas
caracteristicas morfolégicas podem ser claramente vistas em imagens 3D-AFM
(Figuras 14 Al, B1, C1). Os valores de rugosidade calculados (RMS) provaram as
observacdes na organizacao morfoldgica. A rugosidade no filme de amido, amido com
levana 10% e amido com levana 30% amido € semelhante e a observacdo mais
interessante € que, a elevada porcentagem de levana (30%) na mistura deu origem a
um filme muito uniforme, com superficie lisa e regular, o que demonstra a

compatibilidade e a interacdo entre os biopolimeros.

s yox @
80\) S

. S Vi - V¥ oy~ | ///;:5\’
RMS= 5.0 nm " RMS= 5.57 nm " RMS=7.84 nm " RMS= 5.74 nm

Amido Amido+L10% Amido+L20% Amido+L30%

Figura 14 - AFM dos filmes de Amido (A) e Amido + Levana 10% (B), 20 (C) e 30%
(D).

5.2.2.1.3 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros da levana (L.nat) e amido (Am.nat) nativos
apresentaram muitas semelhancas (Figura 15), que também puderam ser observadas
nos filmes. Todos os espectros mostraram fortes absor¢ées entre 3300 e 3400 cm™
(1), que representam as vibragdes de estiramento das ligagdes O—H, nos filmes esta
regido sofreu um leve deslocamento em relacdo aos polissacarideos nativos,
indicando que houve interacdo entre os materiais. Tal interacdo também é sugerida
pela regido em torno de 1650 cm™ (3), que corresponde a flexdo angular das ligacGes
O-H (MALI et al., 2011).

As vibragdes de estiramento de C—H podem ser observadas em 2950
cm? (2), enquanto a deformacgédo angular aparece em torno de 1415 cm™ (4) e 1340
cm? (5) (SRIKANTH et al., 2015b). A regido em 1140 cm™ (6) indica as vibracdes de

estiramento das ligacdes glicosidicas, assim como a regido em torno de 1115 cm™ (7),
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que aparece mais acentuada nos filmes, provavelmente devido a adi¢cdo do glicerol.
A banda em 930 cm? (8) é atribuida as vibracdes de estiramento dos anéis
furanosidicos (BARONE; MEDYNETS, 2007).

T2 3 45878
Am+L30% | PobE

Am+120% |

Am+L10%

. N L ! . ! I B AP R L I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

MNamero de onda (cm™)

Figura 15— Analises de FT-IR das amostras de Amido nativo (Am.nat) e Levana nativa
(L.nat) e filmes (Am+L10, 20 e 30%).

5.2.2.1.4 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Em todas as amostras pode-se observar um pico endotérmico entre
50 e 100°C, possivelmente referente a perda de agua nas amostras (Figura 16), para
levana nativa (L.nat) e filmes contendo levana, esse pico ocorre em uma temperatura
entre 50 e 75°C. O filme de amido apresenta este pico em uma temperatura mais
elevada, em 100°C aproximadamente. A amostra de levana nativa apresentou ainda
diversos picos endotérmicos apds atingir a temperatura proxima de 200°C,
representando indicios de degradacao térmica da levana.
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Os filmes de amido e Amido+L10% n&o apresentaram nenhum pico.
O filme Amido+L20% apresentou um pico exotérmico em torno de 225°C e

Amido+L30% apresentou um pico endotérmico ente 175 e 200°C.

Am

0;4-: o

0,2 4

0;0-_ Am+L10%

0,2 4 ol
g i Am+L20%
E 04 A
= 06 /// pm+L30%
W 84
O ’

] L nat

L 104 A
% —1:2-_
— -1.4-4

1,6 -
18]
,2:0_-
_2:2_-

' 1 ! I ! I ' I ' 1 ! I ! I ' I
25 50 75 100 125 150 175 200 225
Temperatura (°C)

Figura 16 — Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) da levana nativa (L.nat) e
filmes de amido (Am) e amido+levana (Am+L10, 20 e 30%).

5.2.2.1.5 Difracdo de Raios-X

Na Figura 17 estdo apresentados os difratogramas obtidos para as
amostras de amido e levana nativos, e para os filmes produzidos através da mistura
de amido e levana. O amido de mandioca apresenta cristalinidade tipo C (combinacéo
do tipo A + B), que pode ser tem picos proximos de 26 = 15,3°; 17,3°; 18,3°, 22 e 23,5°
(Huang et al., 2004). Pode-se observar na Figura 17 a presenca destes picos no
difratograma referente ao amido de mandioca, e pode-se ainda observar que estes
picos desapareceram nos filmes, ja que o amido sofreu gelatinizacdo durante o
processamento dos mesmos, com consequente desestruturacdo das suas regides
cristalinas. A levana nativa apresenta perfil tipico de material amorfo, com um dnico

pico em 28 = 18°.
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Figura 17 - Padrdes de difragdo de raios X do amido nativo (Am.nat), levana nativa
(L.nat), filme de amido (Am) e filmes de amido/levana (Am+L 10, 20 e 30%).

5.2.2.1.6 Permeabilidade ao vapor de agua (PVA) e solubilidade em agua
Conforme mostra a Tabela 7, os filmes formulados com levana nas
diferentes proporc¢des (10, 20 e 30%) apresentaram uma espessura menor que o filme
de amido. A permeabilidade ao vapor de 4gua diminuiu significativamente, passando
de 6,66 x 10! (g/msPa) no filme de amido puro para 4,56 x 101! (g/msPa) no filme
com levana a 30% (Tabela 7). A solubilidade aumentou proporcionalmente a adicao
de levana, havendo diferenca estatisticas (p < 0.05) entre as formulagdes. De acordo
com Bertuzzi et al. (2007), a permeabilidade ao vapor de &agua depende da
solubilidade e do coeficiente de difusdo do vapor de 4gua através do filme, e pode-se
perceber que embora a solubilidade tenha sido maior nos filmes com adicao de levana,
a permeabilidade foi menor, e isto € um indicativo de que possivelmente o coeficiente

de difusdo do vapor de agua seja menor nos filmes com a adi¢éo da levana.
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Tabela 7 — Espessura, solubilidade e permeabilidade ao vapor de &gua dos filmes produzidos
com amido (Am) e amido/levana (Am+L 10, 20 e 30%).

Filme Espessura (um) Solubilidade (%) PVAXx10 (g/msPa)
Amido 197 + 157 18,47 + 1,07¢ 6,66 + 0,522
Am+L10% 147 £ 11° 40,06 £ 2,02°¢ 4,28 +0,31°
Am+L20% 154 + 20° 52,09 + 2,82° 4,46 + 0,59°
Am+L30% 135 +13° 79,21 + 1,692 4,56 +0,42°

5.2.2.1.7 Propriedades mecanicas

A adicao de levana melhorou tanto a resisténcia do filme, quanto a
capacidade de elongacdo nas trés porcentagens testadas, sendo que entre a
formulacdo Amido+Levana20% e Amido+Levana30% n&o houve diferenca estatistica
(p=0,05).

Tabela 8 — Propriedade mecénicas dos filmes de amido (Am) e amido/levana (Am+L
10, 20 e 30%).

Amostras Resisténcia Elongacao
Méxima a Tracéo (&)9
(MPa)

Am 12,15+1,37°¢ 15,05+1,22°¢
Amido+L10% 15,14+ 1,56 " 18,00 + 0,99 ©
Amido+L20% 1856 +1,582 22,16+ 1,142
Amido+L30% 19,24 +1,43 2 2407 +2,01°2

5.2.3 Conclusoes

Foi possivel incorporar até 30% de levana nos filmes de amido de
mandioca, os filmes obtidos quando observados sob microscopia eletrbnica de
varredura e microscopia de forca atbmica mostraram uma estrutura compacta e
homogénea, indicativo da boa compatibilidade entre os polimeros usados. Os
resultados foram promissores, mostrando que a adicdo de levana diminuiu a

permeabilidade e aumentou a resisténcia mecéanica e elongacao dos filmes.

6. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste estudo mostraram que a aplicacdo do
planejamento fatorial com analise por metodologia de resposta e do gradiente de

etanol na precipitacao permitiram obter EPSs com maiores massas moleculares. A
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levana produzida em Erlenmeyer e em biorreator apresentou duas faixas principais de
massa molecular, = 670 kDa e < 50 kDa. Nas fermentacées em biorreator a massa
molecular e a producao de levana foram afetadas pela variacdo no tempo, aeracéo e
pH. A producéo foi maior em B3, chegando a 19,3 g.L* (2 v.v:1.mint, sem controle de
pH), assim como a massa molecular, que apresentou por¢cao de 78,5% = 670 kDa
apo6s 6 h em F1 (0,5 v.vi.min, sem controle de pH), indicando que este pode ser um
processo vantajoso. A modificacdo da levana resultou, com sucesso, na levana
acetilada em dois graus, sendo que a levana acetilada em menor grau (5,5%)
apresentou maior atividade antioxidante contra os radicais DPPH, no entanto, apenas
a levana nativa apresentou efeito citotoxico contra células de hepatoma humano
(HepG2/C3a). Estes resultados indicam que a levana nativa e acetilada apresentam
potencial aplicacdo biomédica, como agente antitumoral e antioxidante,

respectivamente.
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of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with

Elsevier: https://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures,
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To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and
‘grammar-check’ functions of your word processor.

Pages must be numbered, and lines must be numbered consecutively throughout the
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Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in
section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
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Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Do not anticipate your results, or provide a chronicle of the works done.

Hypotheses

Nearly all scientific papers benefit from inclusion of a statement of hypothesis. Such
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hypotheses upon which the manuscript is based were intended to confirm or refute.
Inclusion of a hypothesis statement makes it simple to contrast the hypothesis with
the most relevant previous literature and point out what the authors feel is distinct
about the current hypothesis (novelty). It also permits the authors to describe why
they feel it would be important to prove the hypothesis correct (significance).

Material and methods (or experimental)

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be
described.

Results

A combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
citations and discussion of published literature.

Results should be clear and concise.

Discussion
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.

Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section. The Conclusion should not be a summary, but should illustrate
the advances and claims of innovative aspects of the research work done.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae
and equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq.
(A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and
figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information
* Title. Concise, attractive and informative. The title should not exceed 120
characters excluding spaces and should make clear the focus of the paper and the
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fact that the focus is within the scope of the journal. Specifically name the
carbohydrate polymer or group of carbohydrate polymers that is the main focus of the
research. Because titles are used in information-retrieval systems, avoid
abbreviations and formulae, avoid general terms when specific ones are available,
avoid strings of names. Check for syntax and spelling. If your paper is a review
paper, please include the word "review" somewhere in the title.

* Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a
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appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name and the e-mail address of each author. Authors must provide and
use an email address unique to themselves and not shared with another author
registered in EES, or a department. Institutional email addresses, rather than
personal email addresses such as gmail, are strongly preferred for all authors who
are affiliated to an institution; this is particularly important for the corresponding
author.
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to date by the corresponding author.
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address’) may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required, and should be a maximum of 150 words in
length. The abstract should state briefly the purpose of the research, the principal
results and major conclusions. Numerical values for the most important findings
should be reported. An abstract is often presented separately from the article in
databases, so it must be able to stand alone. For this reason, vague terms and
references should be avoided. Also, non-standard or uncommon abbreviations
should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet
points that convey the core findings of the article and should be submitted in a
separate editable file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the
file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces,
per bullet point). See https://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords
Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
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example, 'and’, 'of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Chemical compounds

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the
article. The list of compounds will be used to extract relevant information from the
NCBI PubChem Compound database and display it next to the online version of the
article on ScienceDirect. You can include up to 10 names of chemical compounds in
the article. For each compound, please provide the PubChem CID of the most
relevant record as in the following example: Glutamic acid (PubChem CID:611). The
PubChem CIDs can be found viahttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound. Please
position the list of compounds immediately below the 'Keywords' section. It is strongly
recommended to follow the exact text formatting as in the example below:

Chemical compounds studied in this article

Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164);
Benzalkonium chloride (PubChem CID: 15865)

More information is available at: https://www.elsevier.com/PubChem.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field or approved by learned
societies in a footnote to be placed on the first page of the article. Such abbreviations
that are unavoidable in the abstract must be defined at their first mention there, as
well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.
Abbreviations, except for very common terms (e.g. DNA, NMR), should not be used
in the title of the paper.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research

(e.g., providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:
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Units
Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system
of units (SI). If other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp.
Number consecutively any equations that have to be displayed separately from the
text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may
be used. Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in
the Reference list.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.
* Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word,
PowerPoint, Excel) then please supply ‘as is' in the native document format.
Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic
artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following
formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and
line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of
300 dpi.
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TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a
minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to
a minimum of 500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these
typically have a low number of pixels and limited set of colors;

» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG),
EPS (or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with
your accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in
color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article. Please indicate your preference for color: in print or online only. For further
information on the preparation of electronic artwork, please
seehttps://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title
(not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations
used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript
lowercase letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that
the data presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the
article.

Do not exceed a total of 8 figures in your reseach paper.

Carbohydrate Polymers requires authors to include tables and figures in the body of
the article at the appropriate position, not at the end of the article.

References

Citation in text

All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and
the year of publication (Smith, 2003);

2. Two authors: both authors' names and the year of publication (Smith & Jones,
2004);
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3. Three, four or five authors: all authors names and year of publication (Smith,
Jones, & Brown, 2005). For all subsequent citations of this work use et al. (Smith et
al., 2005).

4. Six or more authors: first author's name followed by et al. and the year of
publication (Black et al., 2007).

Citations may be made directly or parenthetically. Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically. Examples: "as demonstrated (Allan,
19964, b, 1999; Allan & Jones, 1995; Allen et al., 1994). Kramer et al. (2000) have
recently shown..."

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was
last accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference
to a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can
be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles (http://citationstyles.org), such as Mendeley
(http://wvww.mendeley.com/features/reference-manager) and Zotero
(https://www.zotero.org/), as well as EndNote (http://endnote.com/downloads/styles).
Using the word processor plug-ins from these products, authors only need to select
the appropriate journal template when preparing their article, after which citations and
bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no template is
yet available for this journal, please follow the format of the sample references and
citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/carbohydrate-polymers

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.

Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of
publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a
scientific article. Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.
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Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style. (4th ed.). New York:
Longman, (Chapter 4).

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your
article. In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp.
281-304). New York: E-Publishing Inc.

Video data

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the
video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a
preferred maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect:http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate
image. These will be used instead of standard icons and will personalize the link to
your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction
pages athttps://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and
animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text
for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

Supplementary material

Supplementary material can support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting
applications, high-resolution images, background datasets, sound clips and more.
Please note that such items are published online exactly as they are submitted; there
is no typesetting involved (supplementary data supplied as an Excel file or as a
PowerPoint slide will appear as such online). Please submit the material together
with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. If you wish
to make any changes to supplementary data during any stage of the process, then
please make sure to provide an updated file, and do not annotate any corrections on
a previous version. Please also make sure to switch off the 'Track Changes' option in
any Microsoft Office files as these will appear in the published supplementary file(s).
For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages

at https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Data in Brief

Authors have the option of converting any or all parts of their supplementary or
additional raw data into one or multiple Data in Brief articles, a new kind of article that
houses and describes their data. Data in Brief articles ensure that your data, which is
normally buried in supplementary material, is actively reviewed, curated, formatted,
indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. Authors are
encouraged to submit their Data in Brief article as an additional item directly
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alongside the revised version of their manuscript. If your research article is accepted,
your Data in Brief article will automatically be transferred over to Data in Brief where
it will be editorially reviewed and published in the new, open access journal, Data in
Brief. Please note an open access fee is payable for publication inData in Brief. Full
details can be found at http://www.journals.elsevier.com/data-in-brief. Please use the
following template to write your Data in Brief:https://www.elsevier.com/dib-template.

Database linking

Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving
readers access to relevant databases that help to build a better understanding of the
described research. Please refer to relevant database identifiers using the following
format in your article: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB:
1XFN). See https://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full
list of supported databases.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown
next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to
summarize their research in their own words and to help readers understand what
the paper is about. More information and examples are available
athttps://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically
receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of
their paper.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail addresses for all authors

* Full postal address

* Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

» Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked’

» References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

* Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the
Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of
charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
supplied for printing purposes
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For any further information please visit our customer support site
athttp://support.elsevier.com.

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing
system, allowing annotation and correction of proofs online. The environment is
similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing
provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type your
corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF
version. All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors,
including alternative methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and
correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the
Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any
subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Linkproviding
50 days free access to the final published version of the article onScienceDirect. The
Share Link can be used for sharing the article via any communication channel,
including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be ordered
via the offprint order form which is sent once the article is accepted for publication.
Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via

Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their article open
access do not receive a Share Link as their final published version of the article is
available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI
link.

You can track your submitted article at https://www.elsevier.com/track-submission.
You can track your accepted article at https://www.elsevier.com/trackarticle. You are
also welcome to contact Customer Support via http://support.elsevier.com.

Do not contact the editors - they do not have access to this information and will not
be able to help you.
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