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RESUMO

A levana é um exopolissacarideo de frutose formada por ligagdes [B-(2—6) e
ramificagbes B-(2—1) e sintetizada pela enzima levanassacarase. O interesse em
seu estudo esta voltado para suas diversas areas de aplicagdo, abrangendo as
industrias farmacéutica, alimenticia e cosmética. Muitos microrganismos possuem a
capacidade de produzir levana e o Bacillus subtilis Natto € uma cepa com grande
potencial produtor desse polimero em meio rico em sacarose. O estudo dos fatores
que interferem no processo € necessario para otimizar a produg¢do. Buscando a
maxima obtencdo de levana faz-se uso do planejamento estatistico, que reduz o
tempo de laboratério e custo final. Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a
produtividade de levana de Bacillus subtilis Natto por planejamento fatorial e
metodologia de superficie de resposta. A levana obtida da condi¢do otimizada foi
caracterizada quanto a sua massa molecular por HPSEC-RID-MALLS e foram
testadas suas aplicagbes como agente hipoglicemiante, bem como seu potencial
hipocolesterolémico e hipolipidémico, em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina; como agente anticarcinogénico, em células hepaticas (HepG2),
sendo analisadas por metabolémica auxiliada por ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio. Inicialmente foi desenvolvido um delineamento fatorial Box — Behnken 33
com as variaveis pH (X;), temperatura (Xz) e tempo (X3). Com os resultados desse
delineamento um segundo fatorial Box — Behnken (32) foi realizado, variando o pH
(X4), a temperatura (X;) e tempo (X3). Apés ANOVA (p = 0,05), a otimizagdo do
processo foi realizada e a melhor condicdo encontrada para a produtividade de
levana foi pH 8, temperatura de 39,5 °C e 21 horas, correspondendo a 5,82 g.L'1.h'1.
O coeficiente de correlacdo (R? = 0,81) foi considerado aceitavel para o modelo
proposto, atribuindo alta confiabilidade. A levana obtida nesta condicdo apresentou,
apoés a analise por HPSEC-RID-MALLS, duas massas molares, uma equivalente a
72,37 kDa e outra a 4.146 kDa. Quanto as aplicagdes esse polimero nao apresentou
nenhum efeito hipoglicémico, hipocolesterolémico e hipolipidémico, em ratos
diabetogénicos. Porém, em relagdo a atividade antitumoral, quatro metabdlitos
tiveram suas concentragdes elevadas apos estudo do metaboldma das células
HepG2, quando foram tratadas com 1 mg.mL" de levana, sendo estes: acetato,
alanina, fosfocreatina e lactato, levando, possivelmente, a um quadro de hipdxia,
promovendo uma quebra de homeostase e consequente alteragbes do metabolismo
energético destas células cancerosas, justificando sua agao antitumoral por meio de
acumulo intracelular de lactato.

Palavras chave: Levana. Bacillus subtilis Natto. Produtividade. Metaboldma.
Hipoglicémico. Antitumoral.
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Bacillus subtilis Natto and its application as anticarcinogenic and
hypoglycemic agent. 2011. 132 f. Dissertation (Master’s degree in Biotechnology) —
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ABSTRACT

Levan is an exopolysaccharide of fructose formed by the linkage of p-(2—6) and
ramifications B-(2—1), synthesized by levansucrase. Due to its chemical properties
levan presents applications in pharmaceutical, food and cosmetics industries.
Bacillus subtilis Natto has been outstanding recently, as levan producer, due its
capacity to produce high amounts of this polymer in medium containing sucrose,
becoming a promising industrial producer. Therefore, it is necessary optimize the
variables involved in the process, in order to obtain a highest levan productivity, for
that, the statistical planning is an important tool, decreasing costs and time in the end
of the process. Taking into account, this work aiming to evaluate the productivity of
levan from Bacillus subtilis Natto by factorial design and response surface
methodology, characterizes its molecular weight by HPSEC-RID-MALLS, thus
analyze its applications as hypoglycemic agent, as well its hypocholesterolemic and
hypolipidemic effects, in diabetics rats induced by streptozotocin; and its antitumoral
activity against HepG2 cells by metabolomics using hydrogen nuclear magnetic
resonance ('H — NMR). Initially, it was developed a factorial design (3% Box —
Behnken varying pH (X4), temperature (X;) and culture time (X3). Based on this
preliminary design, a second (3%) Box — Behnken was performed, once more pH (X4),
temperature (X2) and culture time (X3) were varied. After ANOVA (p = 0,05), the
results demonstrated that the levan productivity was optimized and the best condition
found was at pH 8, 39.5 °C in 21 hours, corresponding to 5,82 g.L".h™". The
coefficient of correlation (R*> = 0,81) was considerate acceptable, attributing a high
confidence to the model. Thus, the levan obtained in this optimized condition
presented two different molecular weights corresponding to 72,37 kDa and 4146
kDa, analyzed by HPSEC-RID-MALLS. Regarding applications, levan did not
presented hypoglycemic, hypolipidemic and hypocholesterolemic effects in diabetic
rats. However, the antitumoral activity of levan increased four metabolites
concentration, after metabolomics analyzes of HepG2 cell line when treated with 1
mg.mL"of levan. The metabolites altered are acetate, alanine, phosphocreatine and
lactate, possibly leading to a hypoxia environment, promoting homeostasis
dysregulation following by alterations in HepG2 energy metabolism, justifying levan
antitumor activity by high intracellular lactate accumulation.

Key words: Levan. Bacillus subtilis Natto. Productivity. Metabolomics.
Hypoglycemic. Antitumoral.
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1 INTRODUCAO

Os exopolissacarideos (EPS) sdo biopolimeros encontrados na
natureza, produzidos por uma série de organismos e microrganismos, dentre estes
se destacam os fungos, leveduras e bactérias. Atualmente, o estudo destes
compostos esta em evidéncia, uma vez que, suas funcionalidades fisicas e
fisiologicas favorecem sua aplicagdo em inumeras areas industriais.

A levana é um desses exopolissacarideos de importancia biolégica
constituido de unidades de frutose unidas por ligagdes do tipo B-(2—6) e
ramificacbes B-(2—1), formada pela enzima (E.C. 2.4.1.10) levanasacarase, que
hidrolisa a sacarose em meio com concentragdes elevadas de agucares e polimeriza
a frutose em levana.

Muitos microrganismos sdo capazes de sintetizar a levana, dentre
eles, o Bacillus subtilis Natto que tem demonstrado grande potencial nessa
producdo. E uma cepa pouco estudada tanto na producdo como na aplicagdo de
levana, sendo assim, se torna alternativa, uma vez que € um microrganismo isolado
do Natto, um alimento japonés descrito como promotor de beneficios a saude
humana e n&o patogénico.

A producdo de levana e suas caracteristicas - massa molar,
ramificacdo, quantidade produzida — podem ser alteradas pelo microrganismo
utilizado, bem como pela composi¢ado do meio e condi¢gdes de cultivo. Portanto, se
faz necessario definir as variaveis, que possam melhorar a produtividade e as
caracteristicas da levana. Para estudar as diferentes variaveis o uso do
planejamento estatistico, que integra os diferentes fatores, podem reduzir o nimero
de experimentos e melhorar a qualidade dos resultados alcancando a maxima
produtividade.

Considerando as areas de aplicagdao da levana, destaca-se a
industria médica e farmacéutica, nas quais o polimero pode ser utilizado como
agente hipoglicemiante, hipocolesterolémico, anticarcinogénico, substituto do plasma
sanguineo, imunomodulador, imunoestimulador, antialergénico, prolongador do
efeito de certas drogas e agente anti-citotoxico. Com relacdo a industria de
alimentos, a levana vem sendo aplicada como substituta da dextrana e goma

arabica, espessante, carreador de sabor e fragrancias, adogante, estabilizante, fonte
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de frutose, pelicula de revestimento e ainda observa-se, também, sua aplicacdo na
fabricacdo de produtos dietéticos e probioticos. Por fim, existem algumas patentes
utilizando a levana na industria de cosméticos como sabonete de limpeza facial, no
tratamento de rugas, peles secas, sardas, manchas e queimaduras de sol.

Dentro da area farmacéutica, se destaca o uso da levana como um
agente promissor para reduzir a diabetes, que segundo dados da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), em todo o mundo, o numero de pessoas com diabetes no
ano de 2000 era de 171 milhdes e a previsao para o ano de 2030 & de 366 milhdes.
De acordo com o "Relatério Mundial do Céancer 2008", publicado pela Agéncia
Internacional para a Pesquisa do Cancer, a incidéncia de cancer em todo o mundo
deve dar um salto de 11,3 milhdes em 2007 para 15,5 milhées em 2030 (World
Health Organization, 2008), tornando necessario também o desenvolvimento de
novas tecnologias que promovam a diminui¢gao destes indices.

Assim sendo, para verificar a aplicagao da levana ainda na area
farmacéutica, como agente anticarcinogénico, o uso de células e tecido € uma linha
de estudos, que evita testes preliminares com animais e seres humanos, e as
analises dos efeitos produzidos pelo EPS, podem ser verificados pelo estudo do
metaboloma. Este método consiste em analisar os metabdlitos produzidos em nivel
celular, quantitativamente e qualitativamente, fazendo a conexéo entre o gendtipo e
o fendtipo do organismo, e verificando o efeito da nova substancia no metabolismo
celular. Uma vez que além da obtencdo do novo composto com propriedades
farmacéuticas € importante também entender como é sua agao no organismo. Para
auxiliar esta nova forma de estudo, a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
("H-NMR) esta em evidéncia, uma vez que propicia a analise de pequenas
concentragbes de metabdlitos intracelulares, gerando uma nova area de atuacgao
cientifica, a metabolébmica, que comprova os efeitos de novos produtos.

Considerando que a levana é um exopolissacarideo com
propriedades promissoras na aplicacdo para a saude humana, este trabalho focou
estudar, com auxilio da metodologia estatistica, o aumento da produtividade da
levana por B. subtilis Natto, variando as condi¢cdes de cultivo, bem como avaliar as
caracteristicas deste polimero, seus possiveis efeitos sobre o metabolismo de

células cancerigenas e sua agao como agente hipoglicémico e hipocolesterolémico.



19

2 REVISAO LITERARIA

2.1 LEVANA

Os exopolissacarideos sao biopolimeros encontrados na natureza
produzidos por diversos microrganismos e organismos. Destacam-se entre estes as
bactérias, fungos e leveduras (LAWS; GU; MARSHALL, 2001; SAUDE; JUNTER,
2002). Selbmann et al. (2002) afirmam que os EPS podem ser considerados uma
forma de adaptacdo evolutiva bem sucedida, pois quando em ambientes com
condicbes extremas, os EPS possibilitam a sobrevivéncia de inumeros
microrganismos.

A utilizacdo e o estudo destes compostos vem crescendo
ultimamente, sendo que os principais motivos s&o, alto valor agregado, inumeras
aplicagbes em diversas areas industriais e por se tratar de um produto de origem
natural. Segundo Boels et al. (2001) eles podem ser divididos em 3 classes:
lipopolissacarideos, constituintes da parede celular; polissacarideos capsulares,
associados a superficie celular e os exopolissacarideos, que sdo secretados pelo
microrganismo, fazendo parte do metabolismo primario.

Os EPSs podem ser classificados em dois grupos, baseados em sua
composicao. Aqueles que sao formados por um unico tipo de monossacarideo, séo
os homopolissacarideos, os que sao formados por mais de um, sido os
heteropolissacarideos (van HIJUM et al., 2006).

As funcdes atribuidas aos EPSs em seu ambiente natural estao
associadas a diversos processos, como: adesao, prote¢do, reserva energética,
reconhecimento e formacao de colbnias, entre outros, auxiliando na adaptacédo ao
ambiente do microrganismo e organismos produtores (ROBERTS, 1996; EUZENAT,;
GUIBERT; COMBES, 1997; LOOIJESTEIJN et al, 2001; MURALIDHARAN;
JAYACHANDRAN, 2003; KHALIKOVA; SUSI; KORPELA, 2005; MUNOZz-
GUTIERREZ; RODRIGUEZ-ALEGRIA; MUNGUIA, 2009).

Os exopolissacarideos produzidos por microrganismos podem ser
ibnicos e nao ibnicos quando em solugdo aquosa, formar ligagdes glicosidicas

ramificadas ou nao, possibilitando uma diversidade no espectro bioldgico, variando
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suas propriedades quimicas e fisicas, 0 que acarreta em inumeras aplicagdes nas
industrias de alimento, farmacéutica, quimica, cosmético e outras (SUTHERLAND,
1998; FUSCONI et al., 2010).

Dentre estes exopolissacarideos € possivel destacar estudos
recentes de: curdulana (McINTOSH; STONE; STANISICH, 2005); alginato
(REMMINGHORST; REHM, 2006); gelana (BANIK; SANTHIAGU; UPADHYAY,
2007); xantana (HAMCERENCU et al, 2007) emulsana e pululana (SINGH;
GAGANPREET; KENNEDY, 2008), celulose (BARUD et al., 2008; LEGNANI et al.,
2008); dextrana (KATINA et al., 2009), etc.

Entre esses EPSs, a levana é um dos homopolimeros de frutose,
mais importantes encontrados na natureza. Pode ser produzida tanto por vegetais
como por microrganismos (ARVIDSON; RINEHART; GADALA-MARIA, 2006).

Os primeiros pesquisadores que identificaram o exopolissacarideo e
o denominaram de levana foram Greig — Smith, em 1901. Eles observaram que em
solugdes contendo sacarose, caldo-de-cana, 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.

A partir de entdo, uma série de estudos foram realizados sobre essa
nova goma. Hibbert e Tipson, em 1930, descreveram a estrutura da goma levana,
utilizando o Bacillus mesentericus como produtor e o caldo de cana-de-acucar como
fonte de sacarose e concluiram que a levana possuia uma cadeia principal formada
por residuos frutofuranosideos, que eram polimerizados, em ligagcbes B-(2—6).

Em 1990, Simms, Boyko e Edwards determinaram a estrutura da
levana produzida por Streptococcus salivarius SS2 e concluiram que esta é
constituida por uma cadeia principal de residuos de B-D-frutofuranosideos ligados
por ligagdes B-(2—6) e ramificagdes com ligagdes B-(2—1) demonstradas na Figura
1.
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Continuas - o—nH O——CH,

ligagbes B - (2—6) Continuas ligagtes B -
H |:|-| L,OH AN ,;H H m-l,DH (2—6) da cadeia
principal
“ a Ramificagdes B - (2—1)
CH,OH na cadeia principal
OH

Figural— Estrutura quimica da molécula de levana de Streptococcus salivarius SS2 |,
formada por ligagdes B-(2—6) na cadeia principal e ramificagdes B-(2—1)
Fonte: Simms, Boyko e Edwards (1990).

Han e Clarke (1990) constataram a mesma estrutura, reforgando as
informacdes ja publicadas. A levana produzida por Bacillus polymyxa foi analisada
por espectroscopia de massa, ressonancia magnética nuclear de 3c, cromatografia
liguida de alta eficiéncia e analise por metilagdo, gerando um resultado que
demonstrava um polimero composto por 98% de unidades frutofuranosidicas. Estes
compostos estavam ligados entre si por ligacdes glicosidicas com diferentes

proporgdes do tipo de ligagdo como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 — Percentagens das ligagdes glicosidicas e seus tipos, analisadas da
levana produzida por Bacillus polymyxa.

Tipo de ligacao %
Cadeia principal -B-(2-6) 71
Ramificagbes -C1, C2 e C6 12
Grupos terminais -C1 e C2 13
Hexoses livres 4

Fonte: Han e Clarke (1990).

Recentemente, Yoo et al. (2004), analisando a composicdo de
agucares da levana de Gluconoacetobacter xylinus, Microbacterium laevaniformans,
Rahnella aquatilis e Zymomonas mobilis por HPLC, identificaram como unico
constituinte da molécula mondmeros de frutose, porém, a molécula pode sofrer
variagdes dependendo do microrganismo e das condigdes de cultivo. Ainda, no

mesmo trabalho, por meio de metilagdo e analise por cromatografia gasosa e
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espectrofotometria de massa, eles confirmaram a estrutura quimica da levana,
sendo que os residuos de frutose séo unidos por ligagdes do tipo B-(2—6), formando
a cadeia principal da levana e ramificagdes p-(2—1). Utilizando também
Microbacterium laevaniformans, Oh et al. (2004), chegaram nas mesmas
conclusdes, porém para determinar a estrutura quimica eles fizeram uso da
ressonancia magnética nuclear (">C - NMR), confirmando desta forma a composicéo
e forma estrutural da levana.

A levana é um polissacarideo nao wusual, uma vez que
diferentemente de outras moléculas de massa molar semelhante, apresenta uma
baixa viscosidade intrinseca que, aliado a alta massa molar, favorece uma forma
esférica (ARVIDSON; RINEHART; GADALA-MARIA, 2006). Newbrun, Lacy e
Christie (1971) demonstraram com microscopia eletrbnica uma levana de forma
elipsdide, e mais recentemente Rhee et al. (2002) sugeriram que as ramificagdes
s&o radiais e formadas em uma taxa constante. Por se tratar de uma estrutura
furanosidica, a levana apresenta uma flexibilidade maior em comparacdo aos
polimeros formados por anéis de piranose (HAN, 1990).

A levana é um composto levorrotatério com regides amorfo e
cristalinas e solubilidades diferentes em agua gelada, alta solubilidade em agua
quente e insoluvel em alcool (HAN, 1990).

Devido a sua estrutura, as levanas produzidas por vegetais
apresentam menor massa molar menor que 40 kDa (RHEE et al., 2002), enquanto
que as produzidas por microrganismos possuem maior massa molar superiores a 40
kDa e muitas ramificacées (KEITH et al., 1991).

Geralmente as levanas produzidas por diferentes seres vivos
apresentam estrutura similar, variando apenas no grau de polimerizacdo e
ramificacdo, que por sua vez, sdo pequenas, consistindo até mesmo de apenas uma
molécula de frutose (HAN, 1990).

Segundo Arvidson, Rinehart e Maria-Gadala (2006) a viscosidade
encontrada para levana foi de 0,14 dL.g". Por outro lado, Bae et al. (2008),
encontraram uma levana com viscosidade igual a 0,38 dL.g" , ambos autores
atribuem a diferenca aos diferentes microrganismos produtores, uma vez que o grau

de ramificacao é alterado inter e intra espécies.
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2.1.1 Levanasacarase

A produgdo de levana bacteriana ocorre exclusivamente pela agéo
de uma enzima extracelular (MENG; FUTTERER, 2003), classificada como
transferase (E.C. 2.4.1.10 — Sacarose-2,6-3-D-Frutana2,6-3-D-Frutosiltransferase)
denominada de levanasacarase. De acordo com a classificagdo encontrada na
database carbohydrate active enzymes (CANTAREL et al., 2009), a levanasacarase
bacteriana é classificada na familia de hidrolases glicosidicas 68 (GH) .

Han, em 1990, demonstrou que a levanasacarase € uma enzima
extracelular, indutiva e tem especificidade por sacarose. Porém em 2008, Beine e
colaboradores, utilizaram compostos constituidos de alopiranose, frutose, fucose,
galactose, manose e xilose como substrato para a enzima, e conseguiram que a
levanasacarase produzisse diferentes oligossacarideos com diferentes aplicagdes.

Ela é responsavel pela catalise da seguinte reagéo (Figura 2):

N

L., \r b } I ‘ ..-\‘I , [
IJL\ +J,j—\( _JN PR A js

Sacarose (2,6 - B — D - Fructosil), Glicose (2.6 = = D = Fructasil),..,

I

Figura2 — Reacéao de hidrolise da sacarose e polimerizagao dos residuos de frutose pela
enzima levanasacarase.

A enzima hidrolisa a sacarose originando glicose e frutose, e ainda
pode polimerizar a frutose e formar a levana, quando em meios com alto teor de
sacarose (EUZENAT; GUIBERT; COMBES, 1997; ANANTHALAKSHMY;
GUNASEKARAN, 1999a; MENG; FUTTERER, 2003, GOLDMAN et al., 2008). Para
tanto € necessario o uso de aceptores para ligar os residuos frutosil, podendo ser a
sacarose, agua, alcoois e mono ou oligossacarideos.

Verifica-se, portanto, que a fermentacdo da sacarose por Bacillus
subtilis e a formagdo de exopolissacarideo esta intimamente ligada a taxa de

hidrélise da sacarose, que, por sua vez, depende da temperatura e do pH do
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processo fermentativo (LOPES et al., 1991; LYNESS; DOELLE, 1981; LYNESS;
DOELLE, 1983).

A levanasacarase exerce duas atividades: a de hidrolase (hidrolise
da sacarose) e polimerase (formagdo de levana). As duas atividades ocorrem
simultaneamente (Han, 1990), Goldman et al. (2008), entretanto, verificaram que
quando em pH superiores a 7, a enzima realizava na sua maioria, a atividade de
hidrolase. Ja para pH abaixo de 6, a enzima hidrolisava a sacarose, e a formagéo de
levana era muito maior. Ainda ha relatos, que concentracbes de sacarose muito
inferior a 30%, favorecem a atividade de hidrélise enquanto que préximo a 30%
favorecem a atividade de transferase (SANGILIYANDI; RAJ; GUNASEKARAN, 1999;
MONSAN et al., 2001; MENG; FURTTERER, 2003; OLVERA; CENTENO-LEIJA;
LOPEZ-MUNGUIA, 2007).

Martinez-Fleites et al. (2005) descrevem que o tamanho da cadeia, o
tipo de ligagcdo e as ramificagdes variam de acordo com a fonte da enzima. Por
exemplo, a levanasacarase do Bacillus subtilis catalisa principalmente a formacao de
levanas de alta massa molar, sem acumulo de oligofrutanas intermediarias, diferindo
das Gram negativas, que sintetizam e acumulam grandes concentragdes de
frutoligossacarideos.

Com relagdo as caracteristicas do meio de cultivo, o pH e a
temperatura, sdo os fatores mais importantes no que tange a atividade da enzima,
sendo que a atividade varia de acordo com a origem enzimatica. Segundo Morales-
Arieta et al. (2006) o melhor pH encontrado foi de 6, préximo do valor de 5,2 e 5,6,
reportado por Ammar et al. (2002) utilizando Bacillus subtilis, Kang et al. (2005), que
utilizou Leuconostoc mesenteroides; Tieking et al. (2005) com Leuconostoc
sanfranciscensis e El-Refai, Abdel-Fattah e Mostafa (2009) com Bacillus circulans. A
temperatura, foi observada por Han (1990) e EI-Refai, Abdel-Fattah e Mostafa
(2009), que € otima na faixa entre 30 e 40°C, diminuindo consideravelmente a

atividade em faixa fora deste intervalo.
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2.1.2 Producgao de Levana

As condigdes de fermentacdo podem interferir na producdo de
levana, bem como nas suas caracteristicas quimica e estrutural, seu tamanho e grau
de ramificagao, por exemplo, caracteristica primordial para definir sua aplicacao.

Segundo estudos (KEITH et al, 1991; BEKERS et al., 2000;
ERNANDES; CRUZ, 2009; SHIH et al., 2005; BORSARI et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2007; MELO et al., 2007; EL-REFAI; ABDEL-FATTAH; MOSTAFA, 2009) os
fatores que mais influenciam e regulam a sintese de levana, sao: fonte de carbono e
sua concentragédo, tempo, temperatura, fonte de nitrogénio, oxigenagdo, pH, sais
presentes no meio de fermentagéo, agitagcdo e aeragdo. Além destes estudos, Bae
et al. (2008) descrevem que a temperatura e a concentracdo de sacarose sao
fatores que mais contribuem para a variacdo da viscosidade da levana, podendo
chegar a ter aspecto de plastico.

De acordo com Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999a), a
sacarose do meio de cultura € um fator imprescindivel para que ocorra a produgao
de levana, ndo sendo observada a produg¢do em meios contendo apenas glicose
e/ou frutose como fontes de carbono, uma vez que a levanassacarase hidrolisa a
sacarose do substrato e polimeriza a frutose em levana. Ademais, a utilizacdo de
compostos constituidos de outros carboidratos que nao sacarose como substrato,
também podem interferir na produgcao de levana por microrganismos do género
Bacillus, promovendo a formagdo de moléculas com composi¢cdes quimicas,
estruturais modificadas e massas molares diferentes, possibilitando diferentes
aplicagdes industriais (BEINE et al., 2008).

Para Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999b), Shih et al. (2005),
Shih e Yu (2005), Kikuchi et al. (2009) e Melo (2009) a concentracédo ideal de
sacarose no meio, que favorece a producao de levana, esta entre 20 e 30 %, pois se
observa que em concentracbes superiores a levanassacarase comeca a perder
atividade e a producéo é reduzida.

Com relagdo a distribuicdo da massa molar, Euzenat, Guibert e
Combes (1997) afirmaram que ha a formagéo de dois tipos de massas molares ao
longo das fermentag¢des, uma maior e outra menor, porém, com o decorrer desta, a

massa molar diminui, uma vez que 0 microrganismo passa a consumi-la tambéem.
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Abdel-Fattah, Mahmound e Esawy (2005) estudaram a sintese da levana e de
frutoligossacarideos por Bacillus subtilis usando sacarose e glicose como fontes de
carbono, evidenciaram que a concentracdo da sacarose foi um dos fatores efetivos
na distribuicdo da massa molar. Quando usaram concentragdes inferiores a 5%,
ocorreu a formacao de levana de alta massa molar e em concentragdes superiores a
5%, predominou levana de baixa massa molar.

Além da concentragao da sacarose o pH € um fator importante e a
faixa otima esta entre 5,8 e 7, dependendo do microrganismo utilizado (EUZENAT;
GUIBERT; COMBES, 1997; CALAZANS et al., 2000; WENDT, 2001; YOO et al.,
2004; SHIH et al., 2005; SHIH; YU, 2005; ABDEL-FATTAH; MAHMOUND; ESAWY,
2005; POLI et al., 2009). Estudos demonstram que em pH mais baixos (3 e 4) ha
baixa produgédo de levana com alta massa molar e que em pH mais altos (5 e 6),
concentram-se EPS de baixa massa molar (SHU; LUNG, 2004). Em estudos com
Zymomonas mobilis, verifica-se que em pH 5, apds 24 horas de cultivo, ocorreu a
producao de levanas de alta massa molar.

Ainda podem ser considerados como fatores que interferem na
distribuicdo da massa molar de levana produzida, o tempo e a temperatura da
fermentacdo. Com relacdo ao tempo, Shih et al. (2005) observaram que apés 7
horas de cultivo houve o predominio de massa molar alta, porém com o aumento do
tempo, ocorreu uma equivaléncia de ambas e ao final do processo apenas a de
baixa massa molar foi identificada.

Levando em conta a temperatura do processo, tem sido relatado que
o valor 6timo para producédo de levana por Bacillus subtilis € de 37°C, sendo que
abaixo desta, a atividade da levanasacarase é reduzida (DOELLE et al., 1993;
EUZENAT; GUIBERT; COMBES, 1997; OH et al., 2004; SHIH et al., 2005; SHIH;
YU, 2005; BAE et al. 2008; POLI et al., 2009). Abdel-Fattah, Mahmound e Esawy
(2005) estudaram o efeito da temperatura na formacao de levana e descreveram que
quando esta é produzida na faixa entre 15 e 20 °C, a massa molar obtida é baixa, e
ainda conforme a temperatura é elevada, a levana pode ser degradada uma vez que
o EPS serve como reserva energética para o microrganismo.

Outros fatores que podem influenciar na producido de levana sao:
presenca de levanas pré-formadas, forca ibnica e constante dielétrica dos meios de
cultivo (CHAMBERT; PETIT-GLATRON, 1993). Verifica-se que a presenga de

levanas de baixa massa molar pode desencadear a formagao de levanas de alta
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massa molar, funcionando como iniciadora do processo (DOELLE et al., 1993). A
producdo de levana também ¢é aumentada quando condigbes limitantes de
crescimento sdo aplicadas ao microrganismo, como a auséncias de biotina, acido
pantoténico ou (NH4), SO4 no meio de cultura (MURO et al., 2000).

Ultimamente, tem se voltado para producao de levana em condi¢des
mais extremas, com o objetivo de obter um EPS com maior resisténcia a processos
industriais. Segundo Poli et al. (2009) bactérias halofiticas do género Halomonas,
apresentaram um bom potencial na producdo de levana em condicbes de alta
concentracao de NacCl.

Ademais, existem patentes de otimizagado de producdo de levana e
levanasacarase, variando as condi¢cdes e o conteudo dos meios de cultivo, cepas
mutantes de microrganismos, com menor poder de degradacédo de levana e cepas
com alto potencial de produgcdo de levanasacarase (MAKINO, 2006; MAKINO;
OGAWA, 2007; ASANO, 2008; JAE, et al., 2009; KIM et al., 2009; SHIH; YOU,
2009). A cepa € de extrema importancia no estudo da produgdo de levana, bem
como o meio de cultivo e as condigdes de fermentacdo. Estes fatores podem
favorecer a producao de moléculas de levanas diferentes, quanto a composicédo de
agucares, tipo de ligacdo, grau de ramificagcdo, massa molar e a viscosidade
(NEWBRUN; BAKER, 1968), interferindo nas propriedades reologicas e posteriores
aplicagdes (BAE et al., 2008).

Utilizando cepas de Bacillus subtilis Natto, uma série de trabalhos
obtiveram resultados expressivos para producao de levana. Shih e colaboradores
(2005) conseguiram produzir 50 g.L”' de levana em 21 horas, mesmo resultado
encontrado por Shih e Yu (2005), enquanto que Shih, Chen e Yu (2010) alcangaram
o0 maior valor de producao de levana reportado, 70,6 g.L'1.

Borsari et al. (2006) conseguiram uma producao de levana igual a
40,14 g.L", enquanto que Melo et al. (2007) e Oliveira et al. (2007) alcangaram uma
producdo de levana igual a 14,67 e 21,68 g.L”, utilizando Zymomonas mobilis.
Estudando o mesmo microrganismo Chiang e Chao (2008), imobilizaram a
levanassacarase e produziram 83 g.L™' de levana. Melo (2009) e Takesue et al.
(2009) utilizaram Bacillus subtilis e conseguiram uma produgédo de 43,7 e 79,6 g.L™
de levana, respectivamente. Borsari e colaboradores (2010) obtiveram uma

producdo de 13,37 g.L" de levana, também com Z. mobilis. Liu et al. (2010)
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produziram 35,26 g.L™" de levana usando o microrganismo Paenibacillus polymixa
EJS-3.

2.1.3 Aplicacdes

A levana vem se tornando economicamente competitiva em relacao
as gomas naturais de origem vegetal e de algas. Apresenta facil recuperagao e
purificacdo, sua produgao nado é dependente de fatores sazonais, sendo produzida
por diversos microrganismos (SERVIOUR et al, 1992; MURALIDHARAN;
JAYACHANDRAN, 2003). Além disso, a levana apresenta caracteristicas fisico-
quimicas que a torna viavel para sua aplicagcao em diversas areas industriais como
nas industrias farmacéutica, de cosméticos e alimenticia (GHALY et al., 2007).

Na industria alimenticia, Bae et al. (2008) descrevem que a reologia
da levana favorecem sua aplicacdo, podendo ser utilizado como substituta da
dextrana, por ter propriedades de viscosidade; como espessante de alimentos;
carreador de sabor; carreador de fragrancias; como adogante e estabilizante devido
sua viscosidade. Quanto a sua alta solubilidade e baixa viscosidade em solucdes
aquosas, pode ser considerada como substituta da goma arabica. Pode também ser
aplicada na fabricagdo de produtos dietéticos e prebidticos (COTE, 1989; HAN;
CLARKE, 1990; ANANTHALAKSHMY; GUNASEKARAN, 1999a; CALAZANS et al.,
1997; CALAZANS et al., 2000; BEKERS et al., 2001; SHIH et al., 2005; KIKUCHI et
al., 2009; TEKESUE et al., 2009).

Alimentos que apresentam em sua composicdo compostos nao
digeriveis no trato gastrointestinal humano podendo promover beneficios a estes,
pois quando na flora intestinal, favorece o crescimento de microrganismos
probioticos, sendo considerados alimentos prebidticos (PAULA et al., 2008).

Os frutooligossacarideos (FOS) vém sendo estudados pelas suas
propriedades como prebidticos (CARABIN; FLAMM, 1999; BIEDRZYCKA,;
BIELECKA, 2004). S&o constituidos de frutose e n&o digeriveis, portanto
apresentam baixa caloria, podendo ser indicados para diabéticos. A levana pode ser
hidrolisada por meio de microondas promovendo uma hidrélise mais rapida e pura,

originando FOS (PAULA et al., 2008), esse atravessa todo o trato digestorio sem ser



29

absorvida ou degradada até atingir a porgao colénica. Ela pode ser fermentada pela
flora intestinal favorecendo a proliferagao de bifidobactérias, que tem efeito benéfico
(BEINE et al., 2008).

A hidrélise enzimatica de frutanas, como a levana, por B-frutosidases
pode promover a formacao de frutose pura, que pode ser muito utilizada na industria
de alimentos (MUNOZ-GUTIERREZ; RODRIGUEZ-ALEGRIA; MUNGUIA, 2009).

A levana também vem sendo estudada na aplicagdo como pelicula
comestivel (HUBER et al.,, 1994; CAVALCANTI et al., 2004; COMBIE, 2006;
BARONE; MEDYNETS, 2007; KOCZAN et al., 2009), podendo ser uma tecnologia
inovadora, que propicia o aumento do tempo de prateleira de frutas e verduras, além
de ser ecologicamente correta e ter efeito probiotico.

Na area meédica e farmacéutica apresenta efeito
hipocolesterolémico; hipoglicemiante; potencial de agédo antitumoral; substituto do
plasma sanguineo; imunomodulador e prolongador do efeito de certas drogas. Estas
aplicagdes sao devido ao padrao de ramificagdo, o grau de polimerizagdo e sua a
alta massa molar (DOELLE et al., 1993; CALAZANS et al., 2000; BEKERS et al.,
2001; SHU; LUNG, 2004; YOO et al., 2004). Verifica-se também, que a adi¢cao de
levana, como componente ativo, em alimentos e na formulagado de bebidas, auxilia
no tratamento de doengas que provocam reagdes alérgicas, como asma, renite,
dermatite e conjuntivite (XU; TOSHIKAI, 2006).

A levana apresentou efeito imunoestimulador quando foi
administrada nas dietas de peixes do género Labeo rohita (GUPTA et al., 2008) e
Cyprinus carpio (RAIRAKHWADA et al.,, 2007). Além disso, em baixas
concentragbes (5 ppm), a levana possibilitou a protecdo do género de camaréo
(Artemia) contra a agao do avarol, sugerindo seu potencial uso como agente anti-
citotoxico (POLI et al., 2009).

Na aplicagdo na industria de cosméticos existem algumas patentes
que fazem uso da levana, como: sabonete de limpeza facial (JAE et al., 2009);
tratamento de rugas, peles secas e sardas (ASAI; JUNG; CHUNG, 2005) e inibidor
de tirosinase, que € responsavel pela pigmentacdo e produgao de melanina com
objetivo de tratar manchas e queimaduras de sol (FURUKAWA; TSUBOI, 2006).
Segundo KIM et al. (2005), a levana demonstrou possuir efeitos anti-inflamatoérios na
irritacao da pele e efeito proliferativo, podendo ser um potencial substituto do acido

hialurénico.
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Manandhar, Vidhate e D’'Souza (2009) aplicaram corrente elétrica
em solugdes de levana induzindo a formagao de nanofibras, sugerindo uma nova e
potencial aplicagdo da levana para a industria téxtil, podendo substituir fibras
originadas da industria petroquimica, o que indiretamente poderia contribuir com a

diminuicao do impacto ambiental desta.

2.1.3.1 Atividade antitumoral

Considerando sua potencial agdo antitumoral, pesquisas apontam
que a massa molar do EPS parece estar relacionada com a atividade antitumoral,
uma vez que se verificou que quanto maior a massa molar da levana, maior a
inibicdo das células tumorais (CALAZANS et al., 2000; YOO et al., 2004). As levanas
com alta massa molar, bem como algumas com grau de ramificacdo reduzido,
apresentam atividade antitumoral quando aplicadas in vivo ou in vitro, em linhagens
de células tumorais como o Sarcoma 180, Ehrlich carcinoma, carcinoma estomacal
humano (SNU-1) e carcinoma hepatocelular humano (HepG2) (CALAZANS et al.,
1997; CALAZANS et al., 2000; OH et al., 2004; YOO et al., 2004; YOON et al.,
2004).

Utilizando a levana produzida por 4 cepas diferentes de Zymomonas
mobilis, Calazans e colaboradores (1997) aplicaram 200 mg.kg™" de peso corpéreo
de levana em camundongos suigos com sarcoma 180 e carcinoma Ebhrlich, e
observaram uma reduc¢ado da massa tumoral que variou entre 22 e 74%. Em outro
trabalho de Calazans et al. (2000) com levana de Zymomonas mobilis, na mesma
concentracdo e com ratos, verificaram uma reducao de até 72% da massa tumoral,
ao utilizar a levana com massa molar de 456 kDa.

Yoo et al (2004) aplicando levanas de Gluconoacetobacter xylinus,
Microbacterium laevaniformans, Rahnella aquatilis e Zymomonas mobilis, com
massas moleculares iguais a 40, 710, 380 e 570 kDa, respectivamente, observaram
uma reducdo da massa tumoral, que variou entre 39 e 68%, quando aplicadas em
carcinoma estomacal humano (SNU-1) e figado (HepG2) na concentragdo de 1000
ug.mL™. Yoon et al. (2004) com auxilio da enzima inulinase, promoveram diferentes

taxas de ramificacdo da molécula de levana de Microbacterium laevaniformans, e
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obtiveram redugdes de até 60% no crescimento celular das linhagens SNU-1 e
HepG2, quando a taxa de ramificagao era igual a 12,3% e na concentragao de 1000
ug.mL'1, diminuindo conforme a taxa diminuia.

Oh et al. (2004) também utilizando as linhagens tumorais SNU-1 e
HepG2, fracionaram a levana de Microbacterium laevaniformans em diferentes
massas molares e observaram redugbdes do crescimento celular de até 84% ao
utilizarem levana com massa molecular igual a 80 kDa na concentragdo de 400
ug.mL™.

Além da levana, muitos outros estudos apontam o uso de diferentes
exopolissacarideos que possuem efeito antitumoral, surgindo, assim, uma nova
abordagem contra o cancer. Nomura et al. (1998) enriqueceram a mitomicina C com
dextrana, favorecendo a permanéncia da droga nas células tumorais, estes estudos
foram realizados com cepas de bactérias acido laticas. Madiedo, Hugenholtz e Zonn
(2002) utilizaram bactérias acido laticas e produziram uma série de EPSs prebidticos
com potencialidade de inibicdo tumoral.

Ainda, vale ressaltar que os fungos também exercem papel
importante na producdo de exopolissacarideos com atividade antitumoral, como é
observado nos trabalhos de Peng et al. (2005) que utilizaram o fungo Ganoderma
tsugae e produziram o eps GTM, promovendo uma reducdo de 73% da massa
tumoral do sarcoma 180 quando utilizado 160 mg.kg™. Cui et al. (2007) observaram
que o EPS de Grifola frondosa GF9801 na concentragdo de 500 ug.mL™, reduziu a
proliferagdo do tumor MCF-7 em 65%, enquanto que Chen et al. (2008) aplicaram o
EPS produzido por Fomes fomentariuse em cultura celular de cancer gastrico
humano (SGC 7901) e promoveram uma inibigdo do crescimento celular de 50% em
apenas 24 horas utilizando 250 ug.mL" do EPS. Tong et al. (2009) conseguiram
75% de inibicdo do crescimento celular, utilizando o EPS de Pleurotus ostreatus em

uma concentracdo de 200 e 400 ug.mL™ em tumor Hela.

2.1.3.2 Atividade hipoglicémica e hipocolesterolémica

O diabetes € uma doenga crbnica, cuja incidéncia cresce cada vez

mais, provocando um elevado numero de obitos e alterando o cotidiano de muitas
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pessoas. Além de proporcionar o aumento de glicose plasmatica (ZOU et al., 2010),
o diabetes também eleva a concentragao plasmatica de colesterol (YAO; HUANG,;
CHIANG, 2008), facilitando o desenvolvimento de doengas cardiovasculares
(TZANG et al., 2009). Desta forma, o investimento em pesquisa e tratamento das
pessoas portadoras é extremamente necessario.

Atualmente, muitas pesquisas destinam-se para resolugdo deste
problema, fazendo uso de diversos organismos, como plantas, fungos, bactérias,
entre outros na produgdo de compostos, em sua grande maioria polissacarideos,
que apresentam potencial hipoglicémico e hipocolesterolémico.

Dentre os trabalhos que utilizaram extratos vegetais e seus
polissacarideos, destacam-se os estudos realizados com um polissacarideo de
Lycium barbarum L., denominado LBP-1, que quando era aplicado em cultura
celular, protegia e recuperava as ilhotas pancreaticas, promovendo uma diminuigao
dos valores de glicose plasmatico, bem como a resisténcia a insulina em células
hepaticas. Outra espécie vegetal, a Rehmannia glutinosa, produz um
oligossacarideo (ROS), que na concentragdo de 100 mg.kg™”, proporcionou a
diminuicdo em até 60% dos teores de glicose plasmatica tanto em ratos
hiperglicEmicos quanto em ratos diabetogénicos induzidos por aloxana, e ainda
aumentou em 45% os niveis de insulina deste ultimo grupo (ZOU et al., 2010;
ZHANG et al., 2004).

O fruto Physalis alkekengi L. possui em sua constituicdo um
heteropolissacarideo acido (PPSB) com massa molar igual a 27 kDa, que quando
administrado a uma concentragdo de 100 mg.kg”' em camundongos diabéticos
induzido por aloxana, observou-se uma diminuicdo nos valores de glicose
plasmatica em 30% (TONG; LIANG; WANG, 2008). Chen et al. (2009) fazendo uso
de uma B-frutana, semelhante ao EPS levana, originada da raiz tuberosa de Liriope
Spicata, isolaram dois polissacarideos com massa molar equivalente a 3.2 (LSP1) e
o outro a 4.29 kDa (LSP2), quando administrado nas concentra¢cées de 100 e 200
mg.kg™ em camundongo, proporcionaram uma redugdo da concentracdo de glicose
plasmatica de 70%, mesma redugdo promovida pelo medicamento Rosiglitazone
utilizado nos testes.

Outro componente vegetal, porém, que demonstrou potencial
hipocolesterolémico, foi o 6leo de linhaca, que ao ser administrado na dieta de

hamsters, favoreceu uma ligeira diminuicdo dos teores de colesterol no figado
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destes animais, em comparagao aos que receberam em sua dieta manteiga e dleo
de coco. Os autores atribuiram a este fato um aumento do receptor LDL no plasma
sanguineo, tendo por base resultados da expressao génica (TZANG et al., 2009).

A contribuigdo fungica para a produgdo de polissacarideos
hipoglicémicos e hipocolesterolémicos também ¢é bem explorada. A espécie
Phellinus baumii produz dois tipos de EPS e dois tipos de proteoglicanas, que
quando administradas oralmente (200 mg.kg™"') em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina (STZ), reduziram a glicose plasmatica em 52,3%. Porém quanto a
concentracdo de colesterol plasmatico, ndo se observou alteragcdo quando da
administragcao do EPS (HWANG et al., 2005). Ja o fungo Cordyceps sinensis produz
um polissacarideo de massa molar equivalente a 210 kDa, conhecido como CSP-1,
que Li et al. (2006) aplicaram nas concentragbes de 200 e 400 mg.kg'1 em
camundongos e ratos diabetogénicos induzidos por aloxana e STZ respectivamente,
e observaram que ocorreu uma redugao de até 22% na concentragao de glicose
plasmatica e um aumento na produgédo de insulina nos animais diabéticos.

Miranda (2006) utilizando fungo Botryosphaera rhodina produziram o
EPS botriosferana e observaram que em uma concentracdo igual a 3 g.L™" houve
uma reducao de 48% dos niveis de glicose plasmatica em ratos diabéticos induzidos
por STZ. Ja em ratos hipercolesterolémicos, observaram uma reducdo de 10% dos
niveis de glicose plasmatica e de 19% do nivel do colesterol total.

El-Gawad e colaboradores (2005) alimentaram ratos com iogurtes
contendo os microrganismos Bifidobacterium lactis Bb-12 e Bifidobacterium longum
Bb-46 e obtiveram uma diminuicdo de até 50% nos niveis de colesterol plasmatico e
um aumento de 36% na taxa de lipoproteinas de alta densidade (HDL) plasmatico.

A quitosana, derivada da quitina, presente em conchas de
crustaceos, também apresenta efeitos hipoglicémico e hipocolesterolémico. Quanto
utilizada em ratos diabéticos induzidos por STZ, a quitosana, de baixa massa molar,
reduziu o teor de colesterol em 13% e néo alterou a glicemia em ratos normais. A
quitosana de alta massa molar reduziu a glicemia e o colesterol plasmatico dos ratos
diabetogénicos em 40 e 80% respectivamente (YAO; HUANG; CHIANG, 2008). Em
trabalho também utilizando a quitosana, Liu, Zhang e Xia (2008) estudaram o efeito
hipocolesterolémico in vitro e in vivo, utilizando ratos, e observaram que as

quitosanas, de alta massa molar e alta desacetilagdo, reduziram em 26 e 36% os
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valores plasmaticos de colesterol e lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
respectivamente, aumentando em 18% de HDL.

A utilizagcdo de levana microbiana na redugdo glicémica e
colesterolémica foram estudadas por Yamamoto e colaboradores (1999) que
verificaram uma inibicao da absorcao de esterdis pelo intestino quando foi utilizado 1
e 5% de levana de alta massa molar (2000kDa), em dietas hipercalérica de ratos, e a
reducdo dos valores de colesterol plasmatico foi até de 40%, e os de glicose
plasmatica de até 10%. Kang et al. (2006) utilizando levanas de alta massa molar
nas concentragdes de 1, 5 e 10% em ratos obesos, verificaram que ela teve efeito

como agente hipolipidémico, uma vez que inibiu a lipogénese e estimulou a lipdlise.

2.2 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE LEVANA

Para a producdo de levana o microrganismo deve ter a enzima
levanasacarase, ser fermentador e estar em meio contendo sacarose,
principalmente, como fonte de carbono. Dentre os microrganismos com estas
caracteristicas destaca-se o Bacillus subtilis, uma bactéria gram positiva, em forma
de bastonete, formadora de esporo rigido, sapréfita, aerdbia e geralmente
encontrada no solo, podendo também estar presente na agua e no ar (BROOKS;
BUTEL; MORSE, 2000; MADIGAN; MARTINKO, 2005). O seu uso torna-se
vantajoso uma vez que este microrganismo ndo apresenta patogenicidade contra o
ser humano (RYAN; RAY, 2004).

As espécies do género Bacillus vém de longa data, sendo utilizada
nos processos biotecnoldgicos, como na produgdo enzimatica, principalmente
extracelular, fermentacdo de alimentos entre outros. Ainda, por apresentar muitas
espécies consideradas de grau GRAS, este género esta entre os mais importantes
na utilizagdo de processo industriais (SCHALLMEY; SINGH; WARD, 2004; HONG et
al., 2008; SHIEH; THI; SHIH, 2009).
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2.2.1 Bacillus Subtilis Natto

O Bacillus subtilis tem sido estudado como produtor de levana
(EUZENAT; GUIBERT; COMBES, 1997) em altas quantidades em meio contendo
sacarose, € com caracteristicas para diversas aplicagées industriais (ABDEL-
FATTAH; MAHMOUND; ESAWY, 2005; SHIH et al., 2005).

Apresenta rapido crescimento, o que reduz o tempo do processo de
fermentacao, e excreta seus produtos no meio extracelular, assim o torna candidato
potencial para uso industrial (BROOKS; BUTEL; MORSE, 2000).

Shih e Yu (2005) isolaram uma nova variedade de Bacillus subtilis e
verificaram que, quando esta bactéria era crescida em meio contendo 20% de
sacarose produzia grandes quantidades de levana, que até entdo nao tinham sido
alcancadas. A esta nova variedade foi dado o nome de Bacillus subtilis Natto, que
vem sendo utilizada ultimamente por ter potencial de aplicagédo industrial.

Alimentos fermentados de soja sdo bastante utilizados nos
continentes Africano e Asiatico (JEYARAM et al., 2008; PHROMRAKSA et al., 2008).
O Bacillus subtilis Natto € uma bactéria gram positiva (HOSOI et al., 2003) e foi
isolada do alimento japonés Natto. Este alimento esta presente na cultura japonesa
por mais de 1000 anos, propiciando melhor qualidade de vida aos seus
consumidores, uma vez que, promove beneficios em inumeros processos
fisiolégicos, como: agente anti-hipertensivo, antitromboético, antitumoral e como
hormonios em algumas situacdes (WANG et al., 2007) .

A obtencgao deste alimento é feita por meio de fermentacéo de graos
de soja pelo microrganismo B. subtilis Natto (HOSOI et al., 2003; SHIH, et al., 2005;
SHIEH; THI; SHIH, 2009; UEMENE et al., 2009). Sendo que a ingestao de células
ou esporos de B. subtilis Natto e seus produtos n&o sdo prejudiciais a saude
humana, podendo atuar também, como um alimento prebiético (KENGATHARAN et
al., 1998; OGGIONI; POZZI; VALENSIN, 1998; HOSOI et al., 2003).

O B. subtilis Natto € uma cepa que tem demonstrado boa eficiéncia
em fermentacdo batelada para producdo de levana, em temperaturas entre 35 e
37°C, pH neutro e sob agitacdo. Para seu crescimento €& necessario fontes

nutricionais de magnésio, fosfato, carbono (sacarose) e nitrogénio (organico e
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inorganico) (SHIH; YU, 2005; SHIH et al., 2005; HSU; CHIANG, 2009; SHIEH; THI;
SHIH, 2009; UEMENE et al., 2009).

Shih et al. (2005) verificaram que o B. subfilis Natto produz levanas
com pesos moleculares diferentes, e que estas levanas produzidas sao facilmente
separadas por fracionamento de gradiente de etanol, possibilitando ainda,

aplicagcoes em diferentes areas industriais, devido as diferentes massas molares.

2.3 METABOLOMA

O estudo do metabolismo, mais precisamente de erros inerentes ao
metabolismo, comegou em meados dos anos 60 com a cromatografia gasosa e
espectroscopia de massa (GATES; SWEELEY, 1978).

Um metabdlito pode vir a ser um substrato para uma via e quando
este tem sua concentracdo alterada pode inibir ou acelerar outra. Estas
concentracbes podem variar ndo apenas devido as enzimas que catalisam sua
reacdo, mas também, devido a mudangas do ambiente interno, que pode variar a
cada minuto (GRIFFITHS, 2003).

O estudo das émicas teve inicio com a era da gendmica, apos este
periodo estudos levando em conta a transcriptbmica comegaram a ganhar espaco.
No final da década de 90 e inicio do século 21 a protedmica ganhou o foco de
estudo e juntamente surgiu a metabolémica, que leva em consideragdo uma viséo
de todo o metabolismo e analisa os metabdlitos produzidos em nivel celular,
guantitativamente e qualitativamente, fazendo a conexdo entre o gendtipo e o
fendtipo do organismo (FIEHN, 2001).

A metabolédmica é a ciéncia que estuda o metaboldéma, que pode ser
definido como todo conteudo metabdlico de um tecido celular ou organismo em um
determinado tempo (DAVIS; MILNER, 2004) e reflete o real estado fisiolégico de um
determinado material biolégico (GOODACRE et al.,2004; van der WERF; JELLEMA;
HANKEMEIER, 2005). Vem sendo muito estudada em microrganismos e vegetais,
porém o estudo sistematico do metaboldma de células animais ainda ndo vem sendo

muito explorado, por levar a compreensao dos estudos em questao (FIEHN, 2001).
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O estudo metabolédmico complementa informagdes obtidas de outras
Omicas, como a genbmica, trascriptdmica e protedmica, possibilitando um estudo
mais especifico e completo de doengas fisioldgicas, identificagcdo de biomarcadores,
regulagdo do metabolismo e agdo de drogas. Esta ciéncia avalia todos os
metabdlitos envolvidos no ambiente celular, permitindo uma analise dindmica do
metabolismo associado ha condi¢goes de interesse, por exemplo, doengas como
cancer ou algum tratamento (ter KUILE; WESTERHOFF, 2001; LINDON et al., 2000;
LINDON; HOLMES; NICHOLSON, 2004; HOLMES; WILSON; NICHOLSON, 2008;
KADDURAH-DAOUK; KRISTAL; WEINSHILBOUM., 2008; WISHART, 2008a).

Para este estudo é necessaria a extracdo e a quantificacdo dos
metabalitos de tecidos celulares ou fluidos corporais com objetivo de se obter o perfil
metabdlico. Os compostos analisados servem para identificacdo de alteracbdes do
metabolismo que causam um determinado problema (WU et al., 2008). Geralmente,
pode haver a desregulacdo de um grupo de metabdlitos, que altera sua
concentracido em detrimento da doenca ou da acdo medicamentosa, desta forma, a
metabolémica tem o potencial de gerar informag¢des sobre um determinado processo
fisiolégico (QUINONES; KADDURAH-DAOUK, 2009).

Esta area tem contribuido para o desenvolvimento de diagndsticos
de doencgas e estudos cientificos (SLIM et al., 2002; BURNS et al., 2004; ZEISEL et
al., 2005; KUSSMANN; RAYMOND; AFFOLTER, 2006), como na elaboragdo de
técnicas de analise e quantificagdo dos metabdlitos (BAJAD; SHULAEV, 2007;
TANAKA et al., 2007).

As duas técnicas de analise mais empregadas no processo sédo a
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ('H-NMR) e a espectroscopia de
massa, que sao técnicas de alta especificidade (LINDON; HOLMES; NICHOLSON,
2004; DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2007).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) é uma
técnica que permite identificar e/ou quantificar misturas complexas de compostos
quimicos (WISHART, 2008b). A utilizagcédo da NMR data do inicio da década de 70
fazendo uso da andlise do is6topo trago, que tinha como objetivo decifrar o
metabolismo do etanol (WILSON et al., 1974). Esta técnica € utilizada para analisar
os perfis dos metabdlitos provindos de tecido celular e biofluidos corporeos,
possibilitando a identificacdo de diferencas nos metabdlitos pela analise de
algoritmos (HINES et al., 2007; QUINONES; KADDURAH-DAOUK, 2009).
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O estudo do metaboloma por ("H- NMR) vem sendo explorado em
diversos trabalhos com objetivo de melhorar a qualidade do produto final, fornecer
prognodsticos e subsidios para novos estudos, principalmente, para compreender o
comportamento dos compostos nas vias metabdlicas em diversas situacdes, como
por exemplo: definigdo de fendtipos metabdlicos de células, tecidos e organismos no
processo carcinogénico (GRIFFIN; SHOCKCOR, 2004); alteragdo na concentragao
metabdlica de neurotransmissores na doenca de Batten (PEARS et al., 2005),
acompanhamento da indugcdo de apoptose celular (LUTZ, 2006); desenvolvimento
de mapas metabdlicos de diversos tipos de tumores para possiveis tratamentos
(VIZAN; MAZUREK; CASCANTE, 2008); investigacdo da reprogramacéo das vias do
metabolismo primario e secundario em Papaver somniferum, opio (ZULAK et al.,
2008), caracterizagdo metabdlica de tecido benigno e maligno de adenocarcinoma
retal humano (JORDAN et al., 2009); identificagdo de vias metabdlicas alteradas
pelo diabetes tipo | (LANZA et al., 2010) entre outros.

2.4 ANALISE ESTATISTICA

Box, Hunter e Hunter (1978) relataram que a combinacgao de fatores
pode originar uma resposta étima, quando se faz uso do delineamento fatorial aliada
a metodologia de superficie de resposta. Considera-se que a analise estatistica “um
fator a cada tempo” geralmente é limitada quando se torna necessario encontrar o
ponto 6timo, uma vez que n&o leva em consideragao a integragao dos fatores.

Ultimamente o delineamento estatistico vem sendo empregado em
bioprocessos que necessitam de otimizagdo. Dentre as metodologias, destaca-se a
superficie de resposta, que permite a identificacdo individual, de forma integrada e
previsdes de cada fator analisado, fornecendo dados confiaveis sobre o processo, o
que possibilita a otimizacdo do processo, uma vez que determinam o ponto 6timo de
um dado experimento, reduzindo custo e tempo ao final do processo (BARROS;
SCARMINIO; BRUNS, 1995; BORSARI et al., 2006; BABU et al., 2008; SILVEIRA,;
DAROIT; BRANDELLI, 2008; ZHANG et al., 2010).

Muitos trabalhos recentes obtiveram sucesso na obtencdo de

produtos bioldgicos utilizando a metodologia de superficie de resposta e
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delineamento fatorial, dentre eles: Producdo de sorbitol (VIGNOLI; CELLIGOI;
SILVA, 2005; VIGNOLI et al., 2010), otimizacdo da producao de frutosiltransferase
(BABU et al., 2008); otimizagdo da atividade de urease em fung&o do ion cadmio
(PRAKASH et al., 2008); otimizagao da produgao de exopolissacarideos produzidos
por A. luteo-virens Sacc (YING-CHUNG JIAO et al., 2008); novo exopolissacarideo
biofloculante (HE et al., 2009); otimizacao da atividade de urease em fungao do ion
mercurio (PRAKASH; TALAT; HASAN, 2009); reagdo de transesterificacdo na
formacao do biodiesel (FERELLA et al., 2010).

Fazendo uso desta ferramenta, muitos autores buscam a melhor
producao de levana. Borsari et al. (2006) e Melo (2009) utilizaram o planejamento
fatorial (2°) e conseguiram uma alta produgéo de levana utilizando caldo de cana de
agucar. Oliveira et al. (2007) usaram trés planejamentos fatoriais seguidos para
otimizar a concentragcao e o tipo da fonte de sacarose, tempo de fermentacdo e
constituintes do meio na producdo de levana. Utilizando fatorial fracionado (2*"),
Melo et al. (2007) e Borsari et al. (2010) analisaram a influencia dos constituintes do
meio e das condigdes de cultivo na obtencdo de levana por Zymomonas mobilis. Liu
et al. (2010) aplicaram um fatorial fracionado com dois niveis seguido por um
delineamento central composto e otimizaram o meio de cultivo para producédo de
levana por Paenibacillus polymyxa EJS-3.

No entanto, para otimizar processos utilizando a metodologia de
superficie de resposta, alguns pré-requisitos devem ser seguidos: a selegdo das
variaveis independentes, a escolha do delineamento fatorial, realizacdo do
tratamento estatistico, a adequagado do modelo, a observagao da previsao do ponto
otimo e por fim a obtencéo dos valores étimos de cada variavel estudada (BEZERRA
et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir levana de Bacillus subtilis Natto, caracterizar e testar suas

aplicagdes como agente anticarcinogénico e hipoglicémico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a produtividade da levana de Bacillus subtilis Natto, em diferentes
condigdes de cultivo, por metodologia de superficie de resposta;

e Produzir levana em escala maior, a partir da melhor condi¢do e caracterizar
por cromatografia de exclusdo molecular de alta performance (HPSEC-RID-
MALLS);

e Testar a atividade hipoglicémico da levana em ratos machos diabetogénicos
da linhagem Wistar;

e Analisar a atividade antitumoral da levana em células tumorais hepaticas

(HepGZ2) por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio ("H-NMR).



41

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi a cepa de Bacillus subtilis Natto,
isolada do alimento japonés natto, no Departamento de Bioquimica e Biotecnologia e
identificada nos laboratérios da Colegao de Culturas Tropicais — Fundacdo André
Tosello - Campinas - SP — Brasil, por meio de testes bioquimicos, sistemas de
identificacédo Vitek (porcentagem de identificacdo 81%), APl (porcentagem de

identificacdo de 98,3%) e comparacéo com a literatura.

4.1.2 Meios de Cultura

4.1.2.1 Meio de preservagao

Tabela 2 — Meio de preservacao para Bacillus subtilis.

Componentes Concentragéo (g.L™)
Peptona 50
Extrato de carne 30

Agar 20




4.1.2.2 Meio de in6culo

Tabela 3 — Meio de in6culo

Componentes Concentracéo (g.L™Y)
Sacarose 100
Extrato de levedura 2
KH2PO4 2
(NH4)2S04 1
MgSQO4(7H,0) 0,5

Fonte: Calazans et al. (2000).

4.1.2.3 Meio de fermentacéao

Tabela 4 — Meio de fermentacéao

Componentes Concentracdo (g.L™)
Sacarose 300
Extrato de Levedura 2
KH2PO4
(NH4)2S04 3
MgSQO4(7H20) 0,6
MnSO,4 0,2
Amonio Citrato 0,25

Fonte: Euzenat, Guibert e Combes (1997, modificado).
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Tabela 5 — Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) Formulation (Sigma

Aldrich, Inc.), para cultivo da cultura de tecidos.

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)

Sais
Inorganicos (g.L ™)

Aminoacidos (g.L™Y)

Vitaminas (g.L™)

CaCl,.2H,0 0.265 L-Arginina.HCI 0.084 Cloreto de Colina 0.004
Fe(NO3)3. 9H,0 0.0001 L-Cisteina.2HCI 0.0626 Acido Folico 0.004
MgSO, (a) 0.0976 Glicina 0.03 Mio-Inositol 0.0072
KCI 04 L-Histidina.HCl.mono (a) 0.042 Niacinamida 0.004
NaHCO; 3.7 L-Isoleucina 0.105 Acido D- 0.004
Pantotenico. 2Ca

NaCl 6.4 L-Leucina 0.105 Piridoxina.HCI 0.004
Na2HPO4 (a) 0.109 L-Lisina.HCI 0.146 Riboflavina 0.0004
L-Metionina 0.03 Tiamina.HCI 0.004

L-Fenilalanina 0.066

L-Serina 0.042

L-Treonina 0.095

L-Triptofano 0.016

L-Tirosina.2Na.di (a) 0.1038

L-Valina 0.094

Acucar (g.L™) Outros (g.L™) Adicionados (g.L™)
D-Glicose 4.5 Vermelho Fenol 0.0159 L-Glutamina 0.584
4.2 METODOS

4.2.1 Preservagao do Microrganismo

O B. subtilis Natto foi crescido em meio de preservagao, como

descrito no item 4.1.2.1, 37 °C, por 48 horas e mantido a 4 °C em camara
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refrigerada. O repique das células foi realizado a cada quarenta e cinco dias. A

verificacdo da pureza foi observada por coloragao de gram.

4.2.2 Planejamento Estatistico

O planejamento estatistico foi realizado com o objetivo de obter alta
produtividade de levana. A principio, um modelo experimental foi desenvolvido de
acordo com o planejamento fatorial 3* incompleto Box e Behnken (1960), com 15
ensaios e 3 repeti¢gdes no ponto central. Foi utilizado o meio de fermentagao descrito
no item 4.1.2.3, tendo as seguintes variaveis: pH (X;) variando entre 5, 6 e 7,
temperatura (Xz) variando entre 25, 31 e 37°C e tempo (X3) variando entre 12, 18 e
24 horas, sendo os niveis de variagdes decodificados em -1, 0 e 1 , tabela 6 . A
concentragdo de sacarose e a agitagdo foram fixadas em 300 g.L™ e 100 rpm
respectivamente, de acordo com dados previamente testados no laboratério do
Departamento de Bioquimica e Biotecnologia.

Com base nos resultados desse delineamento, um segundo
planejamento Box e Behnken (1960) foi proposto, as variaveis foram mantidas,
porém seus valores foram modificados e correspondem a: (X1) temperatura 32, 37 e
42°C, (X3) tempo 18, 24 e 30 horas e (X3) pH 7, 8 € 9, podem ser observados na
tabela 7. A concentragdo de sacarose e a agitagdo foram fixadas em 300 g.L™" e 100

rpm. A resposta analisada foi a produtividade de levana g.L™ (Y4).
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Tabela 6 — Delineamento fatorial Box — Benhken (32) para avaliar os efeitos do pH,
temperatura e tempo na produtividade de levana (Y1) de Bacillus subtilis
Natto em 300 g.L™" de sacarose a 100 rpm.

Ensaios Variaveis Decodificadas Yi(g.Lmh?

X1 X2 X3

1 -1 -1

2 1 -1

3 -1 1

4 1 1

5 -1 0 -1

6 1 0 -1

7 -1 0 1

8 1 0 1

9 0 -1 -1

10 0 1 -1

11 0 -1 1

12 0 1 1

13 0 0 0

14 0 0 0

15 0 0 0

P L Niveis de Variacdo
Variaveis Originais

-1 1
X1 pH 5 6 7
X2 Temperatura (°C) 25 31 37

X3 Tempo (horas) 12 18 24
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Tabela 7 — Segundo delineamento fatorial Box — Benhken (3%) para a maxima
produtividade de levana (Y1) por Bacillus subtilis Natto em 300 g.L™" de
sacarose a 100 rpm.

Ensaios Variaveis Decodificadas Yi(g.Lmh?

X1 X2 X3

1 -1 -1

2 1 -1

3 -1 1

4 1 1

5 -1 0 -1

6 1 0 -1

7 -1 0 1

8 1 0 1

9 0 -1 -1

10 0 1 -1

11 0 -1 1

12 0 1 1

13 0 0 0

14 0 0 0

15 0 0 0

P L Niveis de Variacdo
Variaveis Originais

-1 1
X2 Temperatura (°C) 32 37 42

X3 Tempo (horas) 18 24 30
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4.2.3 Processo Fermentativo

4.2.3.1 Inéculo

O in6culo foi obtido por meio de fermentagdo em batelada, em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 25 mL de meio de indculo descrito no
item 4.1.2.2, durante 48 horas a 37 °C. Apds o tempo de cultivo, o meio foi
centrifugado por 10 minutos a 9056 g e as células foram ressuspensas
assepticamente em solugao salina (NaCl a 0,9 %).

Posteriormente foram realizadas leituras de absorvéncia a 605 nm e
estas foram correlacionadas com sua respectiva curva de biomassa em g.L™". Todas

as fermentacdes foram padronizadas com inéculo de 0,2 gL™ de células.

4.2.3.2 Fermentagdes

As fermentacgdes foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 125
mL, contendo 25 mL do meio descrito no item 4.1.2.3, mantendo a concentracéo de
sacarose em 300 g.L ™' e a agitacdo de 100 rpm. O pH, a temperatura e o tempo
foram variados de acordo com a tabela 7 e 8.

A interrupgao dos cultivos foi realizada por centrifugacdo a 9056 g
por 15 minutos a 4°C, para a separagao da biomassa. O sobrenadante foi utilizado
para testar a produtividade e produgdo de levana, bem como o consumo de

agucares pelo microrganismo.
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4.2.4 Métodos Analiticos

4.2.4.1 Determinagdo dos acucares redutores (AR) e acgucares totais (AT) das

fermentacgdes

Os agucares redutores do inicio e do final das fermentagcdes foram
dosados pelo método de Somogyi (1952) e Nelson (1944) e as absorvancias foram
medidas a A = 540 nm. Os acgucares totais das fermentagdes foram dosados pelo
método fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956) e as absorvancias medidas a A = 490
nm.

Para a confeccdo das curvas padrbes, foi utilizado padrdao de

glicose, variando as concentracdes entre 0 a 100 ug.mL™".

4.2.4.2 Quantificagdo da levana

Para obtencao da levana do sobrenadante do meio de fermentacéo,
para determinar sua producéo, foi utilizado etanol 90% a 4 °C na proporgao de 3:1
(etanol: sobrenadante) para a precipitacao em “overnight” do EPS. Apds este tempo,
a levana foi centrifugada a 21382 g por 20 minutos, em centrifuga refrigerada a 4 °C.
O “pellet” formado foi lavado em 3 volumes de etanol 90% gelado e centrifugado
novamente.

Desta forma, a levana foi ressuspensa em 1 mL de HCI 1N e
hidrolisada por uma hora a 100 °C, resfriada e neutralizada com 0,1 mL de NaOH 2N
segundo Ananthalakshmy e Gunasekaran (1999a), modificado.

A concentragao de levana foi estimada pelo método Somogyi (1952)
e Nelson (1944), por meio de acucares redutores, utilizando glicose como padrao,
em concentracdes de 0 a 100 pg.ml™". As leituras das absorvancias foram realizadas
em A =540 nm.
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4.2.4.3 Determinagcdo da massa molar e homogeneidade da levana por

cromatografia de exclusao molecular de alta performance

A levana foi obtida do sobrenadante do meio de -cultivo, que
apresentou a melhor produtividade, de acordo com o item 4.2.4.2, sendo
posteriormente dialisada contra agua corrente e agua deionizada e liofilizada.

Apos a liofilizagdo, uma aliquota do EPS foi separada e sua massa
molar foi determinada por cromatografia de exclusdo molecular de alta performance.
Para tanto, foi utilizado o aparelho HPSEC (Waters, MA, USA), acoplado a um
refratdmetro diferencial (Rl) a ao laser de dispersdo de luz multi-angular (Dawn-F,
Tecnologia Wyatt, Santa Barbara, CA, USA), para testar a levana (0,2% (w/v) em
H,O). Foram utilizadas quatro colunas Waters, Ultrahidrogel 2000/500/250/120,
conectadas em série e acopladas aos detectores de indice de refracdo e ao MALLS.

Como solvente foi utilizado uma solugdo de NaNOs 0,1M contendo NaNs (0,5 g.L™).

4.2.5 Analise Estatistica

As respostas referentes as produtividades de levana (Y,) obtida dos
planejamentos estatisticos (Tabela 6 e 7), foram submetidas ao programa
STATISTICA 7.0 para analise de variancia com indice de confianca de 0,05 e

metodologia de superficie de resposta.

4.2.6 Fermentagao em Escala Maior

A melhor condicdo de produtividade foi submetida a uma
fermentagdo em maior escala, com o objetivo de obter uma maior quantidade de
levana para a sua aplicagdo. As fermentagdes foram realizadas em 4 erlenmeyers
de 2 litros com volume de trabalho de 500 mL. A levana entdo foi precipitada,

dialisada e liofilizada.
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4.2.7 Analise da Atividade Hipoglicemiante da Levana

4.2.7.1 Preparo da solugéo

Foi preparada uma solugdo de levana, da condigdo otimizada, na
concentracdo de 200 mg.kg™' de peso corpéreo dos animais (YOO et al., 2004; CHO
et al., 2007), em agua destilada. Apds a solubilizagcdo completa da solugao, esta foi
autoclavada em vapor fluente a 120°C por 20 minutos e, apés resfriamento, foi
transferida para recipiente previamente esterilizado com volume suficiente para o

desenvolvimento dos ensaios bioldgicos.

4.2.7.2 Protocolo experimental para analise de atividade hipoglicemiante

Foi desenvolvido um projeto piloto para analisar a atividade
hipoglicemiante da levana. Para tanto, foram utilizados 20 ratos adultos machos da
linhagem Wistar, com peso médio de 200 g, que foram obtidos do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina — Parana — Brasil, e mantidos em gaiolas
individuais, no Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas da UEL, onde
receberam agua e alimento (ragdo para roedores Nivulab) ad libitum, durante o
decorrer de todo tratamento.

O presente projeto foi aprovado pela Comiss&o de Etica no uso de
Animais em Experimentagdo da UEL (CEEA - UEL) sob n° 07/10, processo n°.
1171/2010-08.

Os animais constituiram 4 grupos, com 5 ratos em cada grupo, da
seguinte maneira: normal sem levana, normal com levana, diabético sem levana e
diabético com levana. Os grupos sem levana receberam como tratamento agua
destilada via gavagem. Estes foram tratados com 0,3 mL de salina, uma vez ao dia,
durante 15 dias.

Os animais pertencentes aos grupos controle positivos receberam

injecao intraperitoneal de estreptozotocina (Sigma Chemical Co.) (STZ) dissolvida
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em solucdo tampao de citrato (pH 4,5 e 0,01 M) na dose de 65 mg.kg” de peso
corpéreo, para indugcdo do diabetes (BOLKENT et al., 2000). Dois dias apods a
injecdo do agente diabetogénico (STZ) a glicose foi determinada na urina, por
glicofitas, sendo que os animais que apresentaram uma taxa acima de 250 mg.dL'1,
foram considerados animais diabéticos.

Nos grupos controle negativo e positivo com levana, foi administrado
0,3 mL do EPS, uma vez ao dia, via gavagem, durante o decorrer de todo
tratamento, respeitando o mesmo intervalo de aplicagbes da agua destilada. A
concentracdo utilizada de levana no experimento foi de 200 mg.kg'1 de peso
corpéreo. O ganho de peso ao longo do experimento foi analisado em todos os
grupos, bem como, o consumo médio de ragdo, medido em gramas de alimento
consumido para cada 100 g de peso corpéreo (g.100g™" p.c.).

Apds o ultimo dia de tratamento, os animais foram colocados em
jejum por 16 horas e submetidos a eutanasia por decapitacdo. O sangue foi coletado
em tubos heparinizados (Liquemine 5000 Ul) e centrifugado a 7000 g por 30 minutos
para a separacao do plasma. Imediatamente apds a separagao, foram realizadas as
dosagens de glicose plasmatica pelo método de oxidase/peroxidase; colesterol total
plasmatico pelo método de esterase/peroxidase/oxidase e triglicérides pelo método
de lipase/gliceroquinase/glicerol-P oxidase, todos utilizando os kits bioquimicos
(Biodiagnostica), para testar a atividade hipoglicemiante da levana. Os resultados

obtidos foram submetidos a analise de variancia (p< 0,05) e test t de student.

4.2.8 Analise Metaboldomica da Atividade Antitumoral da Levana por Ressonancia

Magnética Nuclear de Hidrogénio ("H-RMN)

4.2.8.1 Cultura celular

A linhagem de células tumorais de carcinoma hepatico humano
(HepG2), foram obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro, foram cedidas pelo
Laboratério de Genética Toxicolégica do Departamento de Biologia Geral da

Universidade Estadual de Londrina. As células foram cultivadas em meio de cultura
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liguido DMEM (Sigma Aldrich, Inc.) Tabela 4, suplementado com 10% de soro
bovino fetal na concentracdo de 10”. As células foram incubadas por 48 horas a 37
°C em atmosfera de 5% de CO; e 100% de umidade. A levana foi administrada em
uma concentragdo de 1 mg.mL™" (YOO et al, 2004) de meio de cultura. O meio sem
levana, recebeu 1 mg.mL™" de tampao fosfato salino (PBS). Apds a realizagdo dos
cultivos, metade do meio de cultura foi separado e congelado para posterior analise.
As células aderidas nas paredes dos frascos, foram tripsinizadas a 37°C, lavadas 2
vezes com PBS gelado e inativadas com a outra metade do meio nado utilizada. Por
fim, as células foram transferidas para tubos de centrifuga, nos quais foram
centrifugadas por duas vezes em 10000 g e 10 minutos, sendo que o “pellet” obtido

foi mantido a -80°C para a realizacdo da extragcao dos metabdlitos.

4.2.8.2 Extracao dos metabdlitos celulares

Foram adicionados a cultura de células congeladas, metanol e
cloroférmio (4 °C) na proporcdo de 2:1 (250 pL.célula™). Apés 15 minutos em
contato com os primeiros solventes, cloroférmio e agua ultra pura foram adicionados
nas amostras na proporcdo de 1:1 (250 pL.células™), homogeneizados em vértex e
transferidos para eppendorf de 1,5 mL. As amostras foram centrifugadas a 12000 g
por 20 minutos a 4 °C . Neste momento a amostra apresentou trés fases, a superior,
aquosa (metanol e agua), a do meio resto celular e a inferior a fase orgéanica
(cloroférmio), sendo que as fases, aquosa e organica foram separadas com auxilio
de uma seringa de vidro. Os solventes foram removidos em temperatura ambiente
sob pressao reduzida utilizando o equipamento speed vac. Os extratos contendo os
metabdlitos foram ressuspendidos em 0,6 mL de tampao fosfato contendo ds-
trimetilsililpropionato de soédio (0.625 mmol.L™') em D,O. As suspensdes foram
sonicadas, centrifugadas e os sobrenadantes transferidos para tubos de RMN (LE
BELLE et al., 2002 modificado).
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4.2.8.3 Experimentos de RMN

Os espectros foram adquiridos em espectrdbmetro Varian INOVA-500
(Bo = 11,7 T) no campus do Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS),
operando a 500 MHz para "H, usando sonda tripla de ressonancia (H, C, N) de 5 mm
com detecgao inversa. O sinal residual da agua foi suprimido usando pulso seletivo
de 90°, seguido por gradiente de campo pulsado no eixo z (wet1d). Cada
experimento foi adquirido utilizando 256 transientes a 25 °C. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm e referenciados em relagdo ao ds-
trimetilsililpropionato de soédio calibrado para 0 ppm, com auxilio do programa
Spinworks 3. Por fim, os deslocamentos foram tratados no programa Oringin 6.0,
sendo que os resultados foram comparados e identificados posteriormente utilizando
Ludenberg et al. (2005) e Govindaraju, Young e Maudsley (2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho foram apresentados na forma de
artigos cientificos.

O artigo intitulado “Estudo da produtividade da levana de Bacillus
subtilis Natto por superficie de metodologia de resposta e sua atividade antitumoral
contra células HepG2 usando abordagem metabolédmica” esta apresentado no
Anexo A, submetido de acordo com as normas do periédico Bioresource Technology
(Anexo C).

O artigo intitulado “Investigacdo dos efeitos da levana de Bacillus
subtilis Natto como possivel agente hipoglicemiante em ratos diabetogénicos
induzidos por estreptozotocina” esta apresentado no Anexo B, submetido de acordo

com as normas do periddico Semina: Ciéncias Bioldgicas e da Saude (Anexo D).
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CONCLUSOES

Na primeira etapa, foi obtido uma produtividade de levana igual a 4.8
g.L™".h"", porém a superficie de resposta ainda se encontrava na ascendente. Apds o
segundo delineamento, a otimizagado da produtividade de levana por Bacillus subtilis
Natto foi alcancada, resultando no valor de 5,82 g.L™".h™", na condicdo de pH 8,
39,5°C, em 21 horas, na concentragdo de sacarose e a agitacao fixados em 300
g.L'1 e 100 rpm, sendo um do maiores valores de levana reportado em literatura.

A levana produzida referente a esta condigdao de produtividade
apresentou duas massas moleculares, uma alta igual a 4186 kDa (5%) e outra baixa
igual a 72,37 kDa (95%), possibilitando maior versatilidade quanto suas aplicacdes.

A analise metaboldmica das células HepG2 demonstrou uma
alteracao no perfil metabdlico das mesmas, na qual a concentracdo da alanina,
acetato, fosfocreatina e lactato aumentaram quando estas células receberam o
tratamento com a levana, levando, provavelmente, a um quadro de hipdxia,
principalmente pelo acumulo elevado de lactato, o que provocaria uma queda do pH
interno, desregulando a homeostase celular, alterando as principais vias de
obtencao de energia, o que levaria estas células a morte, justificando, assim, sua
atividade antitumoral.

A levana produzida e administrada nestas condicbes né&o
proporcionou nenhuma melhora no quadro de diabetes dos animais durante o
experimento, diferentemente do que era esperado. Nao foi observado reducdo dos
valores de glicose, colesterol e triacilglicerol plasmaticos, porém ela nao interferiu no
metabolismo de forma geral, atestando sua legitimidade como composto nao téxico,
podendo ser utilizada para outros fins. Foram também observadas mudancas
comportamentais nos ratos que receberam levana, porém sédo necessarios estudos

mais especificos que comprovem esta hipétese.
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Abstract

Levan productivity of Bacillus subtilis Natto was evaluated in submerged culture
varying the pH, temperature and culture time, using factorial design and response
surface methodology. The characterization of levan molecular weight was performed
by HPSEC and its antitumor activity against HepG2 cells using metabolomic
approach was also evaluated. At first, the variables investigated, as well as their
interactions, demonstrated significant effect. Further, a second design using the
same variables at different levels was developed. Thus, according to the model, an
optimized value corresponding to 5.82 g.L™".h™" was achieved at pH 8, 39.5 °C in 21
hours, the highest value reported so far. After analysis by HPSEC, two molecular
weights were obtained corresponding to 72.37 and 4146 kDa. The levan promoted
an increase of acetate, alanine, lactate and phosphocreatine in HepG2 cells
suggesting an alteration in the bioenergetics pathways and cellular homeostasis by
intracellular accumulation of lactate, justifying its antitumor activity.

Key words: Levan. Bacillus subtilis Natto. Antitumor activity.

1 INTRODUCAO

Muitos polissacarideos vém recebendo atencdo ultimamente por
apresentarem potencial atividade antitumoral. Uma série de trabalhos envolvendo

polissacarideos bacterianos (Takeuchl et al., 2009; Zhao et al., 2010), fungicos
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(Chen et al., 2008; Tong et al., 2009) e vegetais (Cao e lkeda, 2009; Rui et al.,
2010) tém demonstrado resultados expressivos contra células cancerosas in vivo e
in vitro.

A levana, um exopolissacarideo constituido de unidades de frutose
unidas por ligagdes do tipo B-(2—6) e ramificagbes B-(2—1) (Han e Clarke, 1990),
sintetizada pela enzima levanasacarase (EC 2.4.1.10) em meio com concentragdes
elevadas de acucares (Meng e Futterer, 2003), também tem sido estudada pela acéo
antitumoral. Alguns trabalhos ja reportaram sua atividade contra sarcoma 180 e
carcinoma Ehrich in vivo (Calazans et al., 1997; Calazans et al., 2000); também
contra carcinoma gastrico (SNU-1) e carcinoma hepatocelular (HepG2) humano in
vitro (Oh et al., 2004; Yoo et al., 2004; Yoon et al., 2004) utilizando levanas com
diferentes massas molares e graus de ramificagao.

A analise da atividade antitumoral de uma substancia pode ser
estudada pela metabolédmica, uma ciéncia que estuda o conteudo metabdlico de
uma célula ou de um organismo em um determinado tempo (Griffiths, 2003)
refletindo o real estado fisiolégico de um material bioldgico (Goodacre et al., 2004).
Podendo, assim, contribuir no desenvolvimento de diagndsticos de doengas
(Kussmann et al. 2006); estudos sobre toxicidade e metabolismo de farmacos (Keun,
2006); mapas metabdlicos tumorais (Vizan et al., 2008), entre outros.

A ressonancia magnética nuclear (NMR) pode ser usada para
analisar o conteudo metabdlico originado de tecidos, células ou de seus extratos
(Srivastava e Govil, 2001), monitorar alteragbes nos perfis metabdlicos em resposta
a um estresse quimico, como a administragédo de compostos biologicamente ativos
(Harrigan et al., 2005).

Dentre os microrganismos capazes de sintetizar a levana destaca-se
o Bacillus subtilis Natto, que é utilizado na fermentagédo do alimento japonés natto, e
tem demonstrado grande potencial na conversao de sacarose em levana (Shih et al.,
2005; Shih et al., 2010).

Para obter alta producdo de levana € importante verificar os fatores
que influenciam no processo, como a concentracdo da fonte de carbono do meio
(Melo et al., 2007; Shih et al.,, 2010), a temperatura, (Abdel-Fattah et al., 2005;
Euzenat et al., 1997) tempo de cultivo (EI-Refai et al., 2009; Oliveira et al., 2007) e 0
pH (Shih et al., 2005; Shih et al., 2010). Para estudar de forma integrada estes

fatores o uso do planejamento estatistico € importante, pois reduz o numero de
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experimentos (Box e Behnken, 1960), melhora a qualidade das informagdes dos
resultados obtidos, diminuindo o tempo e o custo ao final do processo. Aliada ao
planejamento estatistico, a técnica de metodologia de superficie de resposta
também colabora para minimizar o empirismo da teoria de tentativa e erro,
fornecendo dados confiaveis sobre o processo (Barros et al., 1995).

O objetivo deste trabalho foi estudar a produtividade de levana por
Bacillus subtilis Natto usando metodologia de superficie de resposta e investigar sua
atividade antitumoral sob o carcinoma hepatocelular (HepG2) por analise

metaboélomica.
2 METODOS
2.1 MICRORGANISMO E MEIOS DE CULTIVO

O microrganismo utilizado foi o Bacillus subtilis Natto, isolado do
alimento japonés Natto pelo Departamento de Bioquimica e Biotecnologia e
identificado pela Colegcdo de Culturas Tropicais — Fundacdo André Tosello -
Campinas - SP — Brasil. Preservado no meio contendo em (g.L"): peptona 50,
extrato de carne 30 e agar 20 e mantida em camara fria (4°C), sendo renovada a
cada 45 dias. O meio de pré inoculo foi constituido em (g.L™"): sacarose 100; extrato
de levedura 2; KH2PO4 2 ; (NH4)2S04 1; MgS04.7H20 0,5 em 1 L de agua destilada
(Calazans et al., 2000). O meio para as fermentacdes em (g.L™"): sacarose 300,
extrato de levedura 2, KHy,PO4 1, (NH4)2SO4 3, MgS04.7H,0O 0,6, MnSO4 0,2 e
Citrato de Aménio 0,25 em 1 L de agua destilada (Euzenat et al.,1997, modificado).

2.2 PLANEJAMENTO ESTATISTICO

Para identificar as condicbes de cultivo que possam interferir na
producao de levana, foi empregado, primeiramente, um planejamento fatorial Box e
Behnken (1960), com 15 ensaios e 3 repeticdbes no ponto central, com as seguintes
variaveis: (X1) pH 5, 6 e 7; (Xz) temperatura 25, 31 e 37°C e (X3) tempo em 12, 18 e
24 horas. Os niveis de variagcdes decodificados estdo listados na Tabela 1. A
concentragdo de sacarose e a agitacdo foram fixadas em 300 g.L'1 e 100 rpm, de

acordo com resultados obtidos de testes anteriores.
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Tabela 1 — Delineamento fatorial Box — Benhken (32%) para avaliar os efeitos do pH,
temperatura e tempo na produtividade de levana (Y1) de Bacillus subtilis
Natto em 300 g.L" de sacarose a 100 rpm.

Ensaios Variaveis codificadas Yi(g.LhhY
X1 X2 X3 Experimental Previsto
1 -1 -1 0 0.35 0.49
2 1 -1 0 0.51 0.55
3 -1 1 0.48 0.43
4 1 1 4.80 4.65
5 -1 0 -1 0.88 1.03
6 1 0 -1 1.19 1.44
7 -1 0 1 0.39 0.13
8 1 0 1 4.15 3.99
9 0 -1 -1 1.02 0.73
10 0 1 -1 1.96 1.85
11 0 -1 1 0.54 0.65
12 0 1 1 3.29 3.58
13 0 0 0 0.66 0.78
14 0 0 0 0.83 0.78
15 0 0 0 0.86 0.78
Fatores Niveis reais

-1 0 1
X1 pH 5 6 7
X2 Temperatura (°C) 25 31 37
X3 Tempo (horas) 12 18 24

Com base nos resultados desse delineamento, um segundo
planejamento Box e Behnken (1960) foi proposto, as variaveis foram mantidas,
porém seus valores foram modificados e correspondem a: (X;) pH 7, 8 € 9, (X3)
temperatura 32, 37 e 42°C e (X3) tempo 18, 24 e 30 horas, podem ser observados
na Tabela 2. A concentracdo de sacarose e a agitacdo foram fixadas em 300 g.L" e

100 rpm. A resposta analisada foi a produtividade de levana g.L™" (Y;).
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Tabela 2 — Segundo delineamento fatorial Box — Benhken (3%®) para a maxima
produtividade de levana (Y+) por Bacillus subtilis Natto em 300 g.L™" de
sacarose a 100 rpm.

Ensaios Variaveis codificadas Yi(g.LhhY
X1 X2 X3 Experimental Previsto
1 -1 -1 0 2.30 2.85
2 1 -1 0 2.26 2.98
3 -1 1 4.10 3.38
4 1 1 4,90 4.35
5 -1 0 -1 3,80 3.72
6 1 0 -1 4,69 443
7 -1 0 1 2,47 2.73
8 1 0 1 3,04 3.12
9 0 -1 -1 4,26 3.79
10 0 1 -1 4,89 5.69
11 0 -1 1 4,40 3.60
12 0 1 1 3,12 3.59
13 0 0 0 5,54 5.57
14 0 0 0 5,78 5.57
15 0 0 0 5,38 5.57
Fatores Niveis reais

-1 0 1
X1 pH 7 8 9
X2 Temperatura (°C) 32 37 42
X3 Tempo (horas) 18 24 30

As respostas referentes as produtividades de levana (Y,) obtida dos
planejamentos estatisticos (Tabela 1 e 2), foram analisadas pelo programa
STATISTICA 7.0, para analise de variancia com indice de confianga de 0,05 e

metodologia de superficie de resposta.
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2.3 PRODUCAO E AVALIACAO DA LEVANA

O inoculo foi obtido por fermentagdo batelada em 25 mL do meio de
pré — inéculo, durante 48 horas a 37 °C. Apods esse tempo de cultivo, o meio foi
centrifugado as células foram ressuspensas assepticamente em solucdo salina
(NaCl a 0,99/%) e medidas em 605 nm. O inoculo foi padronizado em 0,2 g.L™" de
células.

As fermentagbes foram realizadas em erlenmeyers de 125 mL
contendo 25 mL do meio de fermentagéo de acordo com o planejamento estatistico.
A separacao do sobrenadante da biomassa foi realizada por centrifugacéo a 90569
por 15 minutos a 4°C.

A levana foi precipitada do sobrenadante com etanol 90% a 4 °C na
proporcao de 3:1 (etanol: sobrenadante). Posteriormente foi centrifugada a 21382g
por 20 minutos a 4 °C. A levana precipitada foi lavada em 3 volumes de etanol 90%
gelado e centrifugado novamente. A levana foi hidrolisada com 1 mL de HCI 1N por
uma hora a 100°C, resfriada e neutralizada com 0,1 mL de NaOH 2N
(Ananthalakshmy e Gunasekaran, 1999, modificado). A concentragdo de levana foi
estimada por meio de agucares redutores (Nelson, 1944; Somogyi, 1952), utilizando
glicose como padrdo, em concentragbes de 0 a 100 pg.ml'1. As leituras das

absorvancias foram realizadas em A = 540 nm.
2.4 MASSA MOLAR DA LEVANA

Para definir a massa molar, a levana foi dialisada contra agua
corrente e agua deionizada, liofilizada e determinada por cromatografia excluséo
molecular de alta performance. Foi utilizado o aparelho HPSEC (Waters, MA, USA),
acoplado a um refratdbmetro diferencial (RID) a ao laser de dispers&o de luz multi-
angular (Dawn-F, Tecnologia Wyatt, Santa Barbara, CA, USA), para testar a levana
(0,2% (w/v) em H0O). Foram utilizadas quatro colunas Waters, Ultrahidrogel
2000/500/250/120, conectadas em série e acopladas aos detectores de indice de
refracdo e ao MALLS. Como solvente foi utilizado uma solu¢do de NaNO; 0,1M
contendo NaN3 (0,5 g.L ™).
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2.5 ANALISE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DA LEVANA

A linhagem de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) foi obtida
do Banco de Células do Rio de Janeiro e cultivada em meio de cultura liquido DMEM
(Sigma Aldrich, Inc.), suplementado com 10% de soro bovino fetal, 37 °C em
atmosfera com 5% de CO,, na concentragao de 1 x 10" células no Laboratério de
Genética Toxicolégica do Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual
de Londrina. O meio foi renovado a cada dois dias até as células atingirem a
confluéncia. Apos este periodo, a levana obtida da melhor condicdo de cultivo foi
administrada no meio de cultura em frascos de cultivo com 175 cm?®.

As culturas celulares foram incubadas, em ftriplicata, com levana ou
tampao fosfato salino (PBS) na concentragdo de 1000 pg.mL™" , esta concentragao
foi testada considerando a auséncia de citotoxicidade e mutagenicidade, a partir de
resultados preliminares e de acordo com Yoo et al (2004). A levana foi, entao,
aplicada no tratamento por 48 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO;, e 100% de
umidade. Apos o tratamento, as células foram removidas da parede dos frascos
adicionando 1,5 mL de solugéo de tripsina 0,025% (Invitrogen). A tripsina foi entéo
foi inativada com adigao de 5 mL de PBS em meio DMEM. A suspensao celular foi
gentilmente pipetada em eppendorf e centrifugada. O sobrenadante foi descartado e
o “pellet” foi ressuspendido em PBS. A suspensao foi novamente centrifugada e o

pelete foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado a — 80 °C.
2.6 EXTRACAO DOS METABOLITOS

Foram adicionados a cultura de células congeladas metanol e
cloroférmio (4°C) na proporgao de 2:1 (250 uL.célula™) (Le Belle et al., 2002). Apds
15 minutos em contato com os primeiros solventes, cloroférmio e agua ultra pura
foram adicionados nas amostras na proporgdo de 1:1 (250 uL.céIuIas‘1),
homogeneizados em vortex e transferidos para eppendorf de 1,5 mL. As amostras
foram centrifugadas a 12000g por 20 minutos a 4°C . Neste momento a amostra
apresentou trés fases, a superior (aquosa - metanol e agua), a do meio resto celular
e a inferior (fase organica - cloroférmio), sendo que as fases, aquosa e orgénica,
foram separadas com auxilio de uma seringa de vidro. Os solventes foram

removidos em temperatura ambiente sob pressao reduzida utilizando o equipamento
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speed vac. Os extratos contendo os metabdlitos foram ressuspendidos em 0,6 mL
de tampao fosfato contendo d,-trimetilsililpropionato de sédio (0.625 mmol.L™") em
D,0. As suspensdes foram sonicadas e os sobrenadantes transferidos para tubos de
RMN.

2.7 EsPECTROSCOPIA DE 'H-NMR

Os espectros foram adquiridos em espectrdbmetro Varian INOVA-500
(Bo = 11,7 T) no campus do Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS),
operando a 500 MHz para "H, usando sonda tripla de ressonancia (H, C, N) de 5 mm
com detecgao inversa. O sinal residual da agua foi suprimido usando pulso seletivo
de 90°, seguido por gradiente de campo pulsado no eixo z (wet1d). Cada
experimento foi adquirido utilizando 256 transientes a 25 °C. Os deslocamentos
quimicos foram expressos em ppm e referenciados em relagdo ao ds-
trimetilsililpropionato de sodio calibrado para 0 ppm. Por fim, os deslocamentos
foram tratados no programa Oringin 6.0, sendo que os resultados foram comparados
e identificados posteriormente utilizando o Magnetic Resonance Metabolomics
Database (Lundberg et al., 2005).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AVALIACAO DA PRODUTIVIDADE DE LEVANA

Um dos fatores que mais interferem na producao de levana é a fonte
de carbono e sua concentracdo, sendo que a sacarose apresenta o melhor
desempenho no processo (El-Refai et al., 2009; Shih et al., 2005). Com base em
dados preliminares, a sacarose apresentou efeito positivo e significativo (p = 0.035),
na concentragao de 300 g.L'1 em agitacdo 100 rpm para B. subtilis Natto. Sendo
assim, estas condicbes foram utilizadas neste trabalho. Para obter a melhor
produtividade de levana por B. subtilis Natto, primeiramente foi desenvolvido um
delineamento fatorial Box e Behnken (1960) com 15 experimentos e 3 repeticées no
ponto central, para avaliar a influéncia das variaveis (X4) pH, (X2) temperatura e (X3)
tempo (Tabela 1), mantendo a concentracdo de sacarose e agitagao nas condi¢des

pré definidas.
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Os resultados obtidos através da analise de varidncia apontaram
que todas as variaveis estudadas apresentaram efeito significativo (p = 0,05) e
positivo nos termos lineares e nas interagdes, enquanto que os termos quadraticos
apresentaram efeito negativo. O pH (X4) e a temperatura (Xz) foram as variaveis que
mais influenciaram no processo (p = 0.01), bem como a interagéo entre ambas (p =
0,02). Shih et al. (2005) e Shih et al. (2010) demonstraram que o pH interfere
diretamente na produgédo de levana. Abdel-Fattah et al. (2005) estudaram o efeito
da temperatura na producédo de levana e observaram que esta também contribui
significativamente para na formacao de levana.

Os resultados demonstraram que a intercepgao foi significante (p =
0.007) indicando que a escolha do ponto central (pH 6, 31 °C e 18 horas) foi correta.
Através da analise de multipla regressao, a equacao polinomial de segunda ordem

foi obtida e é dada a seguir:

Y1=0.78 +1.07x1 + 1.01x2 + 0.41x3 + 1.04 Xx4x2 + 0.86x4x3 + 0.45%x,x3 + 0.35x42 +
0.40x,2 + 0.52x32

em que Y4 é a resposta de produtividade da levana, X, X, e X3 sao
as variaveis pH, temperatura e tempo. Nesta primeira avaliagcdo, a maior
produtividade da levana foi 4.8 g.L'1.h'1(TabeIa 1), nas condi¢des de pH 7, 37 °C por
18 horas. Mantendo a temperatura e o tempo, e diminuindo o pH para 5, ocorreu
uma reducdo de 10 vezes na produtividade, atingindo 0.48 g.L™".h™", demonstrando
que o pH é significativo e determinante para o processo. Da mesma forma, variando
a temperatura de 37 °C para 25 °C ocorreu uma queda da produtividade para 0,51
g.L".h", comprovando o efeito positivo e significativo dessa varidvel. A grande
variacao da resposta obtida reflete a importancia da otimizacdo das condi¢cdes de
cultivo, buscando o ponto 6timo da resposta desejada (Liu et al., 2010).

Aliado ao alto coeficiente de correlacdo (R? = 0.97) e a falta de
ajuste nao significativa (p = 0.087), o modelo pode ser usado para fins preditivos,
uma vez que os valores previstos versus os valores observados confirmaram que o
modelo proposto descreve bem os dados experimentais.

A produtividade de levana tende a aumentar, quando a temperatura
(X2) e o tempo (X3) aumentam em pH fixado em 7. Considerando os resultados

obtidos com valor de produtividade de levana (4.80 g.L".h"") e objetivando um
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aumento da produtividade, um segundo delineamento Box e Behnken (1960) com 15
experimentos e 3 repeticdes no ponto central foi proposto. Para encontrar o ponto
otimo, as variaveis (X4) pH, (X2) temperatura e (X3) tempo tiveram seus valores
aumentados. Para tanto, a melhor condi¢gdo encontrada no primeiro delineamento foi
ajustada como os niveis inferiores para as variaveis X4 e X, e ponto central para a
variavel X3 (Tabela 2).

Os resultados obtidos, deste segundo delineamento, por meio da
ANOVA (a = 5%) e o teste t demonstraram que as variaveis, temperatura e tempo
foram significativas, e a variavel (X1) pH teve significancia de 6%, sendo considerada
para as analises. A variavel (X3) tempo, apresentou efeito negativo e foi a que mais
influenciou no processo (p = 0.015). Foi possivel observar que, ao manter pH e
temperaturas fixos, ocorreu um decréscimo de 35% da produtividade, quando o
tempo foi aumentado de 18 para 30 horas, como pode ser observado ao comparar
os ensaios (6 € 8) e (10 e 12). Shih e Yu (2005) e Shih et al. (2005) obtiveram os
maiores valores no tempo de 21 horas, diminuindo conforme o tempo aumentava.
Abdel-Fattah et al. (2005) produziram a maior quantidade de levana no tempo de 18
horas, sendo que em tempos inferiores a produgcdo ainda nao tinha atingido o
maximo e apos as 18 horas os valores passaram a diminuir.

Com relagdo a temperatura, verificou-se um aumento de até 54% da
produtividade da levana, ao aumenta-la de 32 para 42 °C, como pode ser observado
nos ensaios (1 e 3) e (2 e 4) justificando seu efeito significativo e positivo. Shih et al.
(2005) utilizando Bacillus subtilis (Natto) Takahashi, observaram uma faixa o6tima
para produgdo de levana que se estende de 25 a 40 °C. Ammar et al. (2002)
também utilizando o mesmo microrganismo definiu a melhor temperatura para a
producao de levana sendo 40 °C.

A intercepgao foi novamente significativa, indicando que a escolha
do ponto central (pH 8, 37 °C e 24 horas) foi correta. Ao aplicar a analise de
regressdo nos dados experimentais, foi possivel obter a equagédo polinomial de

segunda ordem para a produtividade de levana, como segue abaixo:

Y= 5.57 + 0.47xp — 0.58x3 — 0.48xoX3 - 1.42%4% — 0.75x2° — 0.64x5°
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Como foi observado no primeiro delineamento, novamente o
coeficiente de correlagdo (R? = 81%) foi aceitavel e a falta de ajuste do modelo foi
n&o significativa (p = 0.052) atribuindo mais uma vez alta confiabilidade do modelo.

O maior valor encontrado para a produtividade de levana foi 5.57
g.L'1.h'1 , correspondendo ao ponto central do planejamento, quando as variaveis
(X4) pH, (X2) temperatura e (X3) tempo apresentavam os valores iguais a 8, 37 °C e
24 horas. Pelo modelo desenvolvido o valor maximo de produtividade da levana a
ser encontrado seria igual a 5.86 g.L".h™" no ponto (0; 0,5; - 0,5), onde as variaveis
sao pH 8, temperatura de 39.5 °C e tempo de 21 horas. A validagao do ponto 6timo
foi feita em triplicata e o test t foi aplicado. O resultado demonstrou que nao houve
diferenca (p = 0.54) entre o ponto étimo (5.86 g.L"'.h") e as médias da validagao
(5.82 g.L".h™").

Desta forma a condicdo encontrada de 5.82 g.L'.h" & o valor
maximo para a produtividade utilizando este modelo, correspondendo a otimizacao

do processo, que pode ser observado pela Figura 1, demonstrando uma curvatura
no ponto central das variaveis.

Figuras

WA apepLNROid

Figura 1 — Superficie de resposta da produtividade de levana para a temperatura (X;) e
tempo (X3) em pH (X;) fixado em 8 apds a otimizacao do processo.
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O valor encontrado de 5.82 g.L™".h™" para a produtividade de levana
por Bacillus subtilis Natto, foi o maior valor descrito em literatura. Melo et al. (2007),
Oliveira et al. (2007) e Borsari et al. (2010) utilizaram Zymomonas mobilis para
produzir levana em meio contendo entre 15 e 25 g.L”' de sacarose como fonte de
carbono, pH 6 em uma faixa de 20 a 25°C, e conseguiram obter uma producéo de
14,67; 21,68 e 13,37 g.L'1 correspondendo a uma produtividade maxima de levana
igual a 2 g.L".h"". Liu et al. (2010) utilizaram o Paenibacillus polymixa em meio
contendo 20 g.L'1 de sacarose, 24°C e pH 8 alcangaram uma producao de 36,26
g.L™", correspondendo a uma produtividade de 0.6 g.L™".h™".

Os maiores valores reportados para a producado de levana foram
conseguidos utilizando o Bacillus subtilis. Takesue et al. (2009) utilizaram a
variedade pHT — D36 e obtiveram uma producéo de 79,6 g.L'1, correspondendo a
uma produtividade de 2.84 g.L™".h"" em meio contendo 25 g.L™! de sacarose, 37 °C e
pH 8. Shih et al. (2005), Shih e Yu (2005) e Shih et al. (2010), utilizaram a variedade
(natto) Takahashi, mesma utilizada neste trabalho, e produziram 50, 50 e 70,6 g.L™,
respectivamente, correspondendo a uma produtividade de 2.5 g.L'1.h'1 de levana,
utilizando 20 g.L' de sacarose com fonte de carbono, pH 6 em uma faixa de
temperatura de 25 a 40 °C, o que demonstra o alto potencial de produgado do
microrganismo utilizado neste trabalho e a eficiéncia do processo de otimizagao.

Bergeron et al. (2000) relatam que, em meios com grande
concentragdo de sacarose, 0 microrganismo passa a produzir a levana em maior
quantidade para protegé-lo sob a condi¢ao estressante, portanto uma das provaveis
causas desta produtividade elevada deve-se ao 6timo desempenho da cepa utilizada
aliado a grande quantidade de sacarose usada como fonte de carbono (300 g.L™),
uma vez que, quando em concentragdes inferior a 30%, favorecem a atividade de
hidrélise enquanto que préximo a 30 g.L™" favorecem a atividade de transferase,
formando a levana (Meng e Fdrtterer, 2003). A formacdo da levana esta
intimamente ligada com a taxa de hidrdlise da sacarose, que por sua vez depende
do pH e temperatura (Lyness e Doelle, 1983) variaveis otimizadas no experimento, e
da cepa utilizada, que como observado nos trabalhos de Shih et al. (2005) e Shih et
al. (2010), utilizando o B. subtilis Natto, alcancaram os maiores valores de

produtividade ja relatados.
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3.2 ANALISE DA MASSA MOLAR DE LEVANA POR HPSEC-RID-MALLS

A levana correspondente a melhor produtividade (5,82 g.L".h™),
obtida nas condi¢des de cultivo com pH 8, temperatura de 39.5°C em 21 horas foi
submetida a analise de massa molar por HPSEC- RID - MALLS. Os resultados estao
representados nos cromatogramas na Figura 2. Por meio desta analise, foi possivel
obter a massa molecular média de dois picos, bem como a porcentagem de cada

um.

A) or

Peak 1 MALLS

for: 11
III|I IIIII|IIIII.

MALLS peal 2

[Digte
7] 7] =

P Pe] (=)
Time (mim}

Figura 2 — Cromatogramas da levana de Bacillus subtilis Natto obtidos da melhor condigao
de cultivo (pH 8, 39,5°C; 21 horas), analisado por Cromatografia de Exclusao
Molecular de Alta Performance (HPSEC). Em A) amostra detectada pelo detector
de dispersdo de luz multi — angular (MALLS); em B) amostra detectada pelo
detector de indice de refragcao (RID).

O Pico 1 corresponde a uma massa de 4146 kDa, equivalente a 5%
do total da amostra. O Pico 2 apresenta maior sinal no RID com baixo espalhamento
de luz, o que sugere a presenga de um componente majoritario de baixa massa
molecular com 72,37 kDa, equivalente a 95% do total da amostra.

Shih et al. (2005) e Shih et al. (2010), utilizando o B. subtilis Natto,
também produziram dois tipos de levana, uma de alta e outra de baixa massa
molecular, fato também observado por Euzenat et al. (1997), que ao realizarem a
fermentagdo da sacarose, utilizando B. subtilis, observaram que ao longo do
processo ocorria a formacido de ambas as massas moleculares, porém, com o
decorrer da fermentagdo, a massa molecular predominante passava a ser a menor.

Uma das explicacdes para a maior producao de levana de baixa massa molecular
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obtida, pode ser a utilizagdo do pH inicial no valor de 8, que segundo Shu e Lung
(2004), conforme aumenta o pH, favorece a producdo do EPS com uma massa
menor. Outro fator que também pode ter contribuido foi o meio de cultivo, que era
composto por 30 g.L™" de sacarose, o que favoreceria a producdo de uma massa
menor, de acordo com o trabalho de Shih et al. (2005), que utilizando o B. subtilis
Natto e concentragdes inferiores de sacarose (20 g.L'), obtiveram uma
concentragdo maior de levana de alta massa molecular (1794 kDa), porém, com o
decorrer da fermentagéao, a levana de baixa massa molecular (11 kDa), se igualou a
de alta e ap6s 21 horas, ja predominava no meio, sendo um outro fator importante
da distribuicdo da massa. Ainda utilizando o mesmo microrganismo, Shih et al.
(2010) encontraram dois picos, um de alta (2000 kDa) e um de baixa (6,7 — 8,4 kDa),
quando variaram a concentracdo de sacarose entre 0 e 250 g.L'1, sendo que
conforme aumentava-se a concentracio, o pico da maior massa diminuia, enquanto
que o de menor aumentava.

Com relagdo ao uso do B. subtilis, Abdel-Fattah et al. (2005),
utilizaram glicose e sacarose como fontes de carbono na sintese da levana e
frutoligossacarideos e observaram que a concentragado da sacarose juntamente com
a temperatura, foram fatores decisivos na distribuicdo da massa molecular, uma vez
que, ao utilizarem concentracdes inferiores a 5 g.L'1, levanas de alta massa
molecular eram formadas, enquanto que concentragdes superiores a 5 g.L'1
favoreciam a formacao de levanas de baixa massa molecular, e em temperaturas
entre 15 e 20 °C e acima de 40, devido a degradagao, também ocorria a
predominancia de levanas de baixa massa molecular, fatos também constatados
previamente por Euzenat et al. (1997), que produziram levanas de baixa massa
molar em temperaturas superiores a 37 °C e em altas concentracbes de sacarose
(2,6 M).

3.3 ANALISE METABOLOMICA DA ATIVIDADE ANTITUMORAL DA LEVANA POR "H-RMN

Os estudos sobre a atividade antitumoral da levana microbiana tém
revelado resultados promissores. Calazans et al. (1997) e Calazans et al. (2000)
utilizando levanas de Zymomonas mobilis, na concentracdo de 200 mg.kg™ de peso
corpéreo, em camundongos suigos e ratos com sarcoma 180 e carcinoma Ehrlich

induzidos, conseguiram reduzir as massas tumorais entre 22 e 74%. Os autores
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atribuiram a variacdo no percentual de reducdo da massa tumoral as diferentes
levanas de massas molares que variaram entre 350 e 1070 kDa. Porém, em todas
as faixas foram observadas redugdes da massa tumoral, sendo que a massa
correspondente a 457 kDa foi a que mais teve efeito sob o tumor.

Pesquisas in vitro utilizando linhagens de carcinoma gastrico (SNU-
1) e carcinoma hepatocelular (HepG2) humano foram realizadas para estudar o
efeito de diferentes levanas de Microbacterium laevaniformans e demonstraram
resultados promissores. Yoo et al. (2004) e Yoon et al. (2004) aplicaram nestas
culturas cancerosas levanas de massas molares diferentes (40 - 710 kDa) e com
graus de ramificacdo entre 4.3 e 12.3%, na concentracdo de 1000 pg.mL”’, e
observaram que, independente do tipo de levana, ocorria a inibicdo e reducdo das
células cancerosas, que variaram entre 39 e 68%. Oh et al. (2004) também usando
diferentes levanas (10 e 1000 kDa) na concentracdo de 400 ug.mL™", nas mesmas
linhagens tumorais, conseguiram promover a redugcdo do crescimento celular entre
18 e 84%, observando que a massa igual a 80 kDa foi a que mais promoveu
reducao da atividade tumoral.

A levana de B. subtilis Natto, testado neste trabalho, obtida na
melhor condigao de cultivo e apresentando as massas molares 72.37 e 1146 kDa, foi
aplicada em cultura de células HepG2, em uma concentracido de 1000 pg.mL'1 por
48 horas, para estudar em nivel metabdlico as alteracbes causadas pela sua
atividade antitumoral. Para tanto, a analise do metabdloma das células da linhagem
HepG2 com e sem levana, foi realizada por 'H - NMR.

Os resultados referentes aos tratamentos com e sem levana da
célula HepG2, estdo dispostos na Figura 3 e demonstram que 4 metabdlitos tiveram
sua concentracdo aumentada no tratamento com levana, sendo eles: acetato
(singleto em 1,92 ppm), alanina (quarteto em 3,76 ppm e dupleto em 1,46),
fosfocreatina (singleto em 3,03 e 3,92 ppm) e lactato (quarteto em 4,09 ppm e

dupleto em 1,31 ppm).
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Figura 3 — Espectro referente as dispersdes quimicas compreendidas entre (1 e 2 ppm) e (3
e 4.2 ppm) onde foi encontrado variagdo na concentracdao dos metabdlitos
produzidos pelas células HepG2 na auséncia (vermelho) e presenga (preto) de
levana ap6s analise por '"H-NMR em 500 MHz, pH 7 e 25 °C. As setas apontam
para os picos correspondentes a dispersdo quimica dos metabdlitos acetato,
alanina, fosfocreatina e lactato.

Os resultados (Figura 3) sugerem que a atividade antitumoral da
levana pode estar associada a um aumento da quantidade de lactato intracelular,
uma vez que seu acumulo pode reduzir o pH intracelular inativando enzimas e
proteinas essenciais para o funcionamento celular (Maxwell et al., 1988).

O lactato normalmente € produzido em condi¢cdes de hipdxia, onde o
ciclo do acido tricarboxilico (TCA) é inibido pela falta de oxigénio, tendo como
consequéncia o aumento da glicolise anaerdbica (Vaupel, 2010). A levana, mesmo
sendo um polimero, nao poderia por si s6 inibir as trocas gasosas de forma direta,
mas sendo um polissacarideo pode fornecer sinais celulares, principalmente por
termos observado aumento nos niveis de fosfocreatina, oposto ao que se esperaria
na hipoxia onde os niveis de fosfocreatina seriam reduzidos, uma vez que a
fosfocreatina € considerada um reserva intracelular primaria de energia, em varios
tecidos como o coracéao (ten Hove e Neubauer, 2006).

Scharte et al. (2006) observaram que células hepaticas de ratos
reconhecem a porgcdo polissacaridica do antigeno lipopolissacarideo (LPS)
desencadeando uma resposta onde, durante a transducéo do sinal, ocorre estimulo
de producao de fator de inducao de hipdxia (HIF-1). O HIF-1 influencia nos niveis de

H+ intracelular, suprimindo o TCA e a fosforilagdo oxidativa induzindo a piruvato



90

desidrogenase quinase (PDK), o que acarreta na inibicdo da piruvato desidrogenase
blogueando a conversao de piruvato em Acetil-CoA, resultando no aumento do
lactato, da l-alanina e do acetato em nosso trabalho. O HIF-1 aumenta a expresséao
de proteinas de captagao de glicose (e.g. transportadores de glicose 1 [GLUT1]) e
conversao de glicose em piruvato (Simon, 2006).

O HIF-1 também aumenta a expressao de varios genes, incluindo: a)
0 gene que codifica a enzima oxido nitrico sintase (NOS) responsavel pela formagéo
do éxido nitrico, um radical livre que pode contribuir para morte celular; b) o gene do
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que favorece a vascularizagéao
tecidual; c) o gene da cicloxigenase-2 (COX-2) que desencadeia do processo
inflamatorio; d) os genes das anidrases |IX e Xll que geram bicarbonato a partir do
CO,; na tentativa de equilibrar o pH celular; e) o gene do transportador
monocarboxilato (MTC4) que exporta lactato para o meio extracelular (Hellwig-
Burgel et al., 2005).

Huang e col. (2004) demonstraram que dele¢des no gene HIF-1 em
cardiomiocitos promovem uma reducado nos niveis de ATP, fosfocreatina e lactato
colaborando com a idéia que o estimulo do HIF-1 pode estar envolvido na resposta
biolégica promovida pela levana neste trabalho.

Os resultados da analise metaboldmica revelaram um possivel
mecanismo antitumoral da levana e é importante apontar também que o aumento da
concentragdo do lactato esta associado com aumento da expressao de genes de
metastase (Brizel et al., 2001) e que a propria ativacdo do HIF-1 acaba
desencadeando também respostas de adaptacdo celular, desta forma o uso da
levana como antitumoral deve ser considerado com cautela. Portanto, mais estudos
devem ser realizados visando identificar mecanismos da atividade antitumoral da

levana.
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Conclusao

A produtividade da levana de B. subtilis Natto foi otimizada
alcangando 5,82 g.L".h”", sendo um dos maiores valores encontrados na literatura,
indicando o alto potencial de producao da cepa. A levana otimizada apresentou
duas massas moleculares iguais a 4186 kDa (5%) e 72,37 kDa (95%), favorecendo
uma faixa maior de aplicagdes. A analise metabolémica revelou alteragdes no perfil
metabdlico das células tratadas com levana, o que provocou alteragcdes nas vias de
obtencdo de energia e na homeostase celular, justificando sua agao antitumoral

através de acumulo intracelular de lactato.
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Resumo

A levana é um exopolissacarideo de frutose formada por ligagdes do tipo B-(2—6) e
pontos de ramificagao do tipo B-(2—1). Devido suas propriedades quimicas e fisicas
a levana pode ser aplicada tanto em industria de alimentos como farmacéutica. O
Bacillus subtilis € um potencial produtor de levana uma vez que fermenta sacarose e
tem capacidade de formar levana. Recentemente uma nova variedade de B. subtilis
foi isolada do alimento Japonés natto e tem produzido grandes quantidades de
levana. Considerando suas aplicagbes farmacéuticas, este trabalho objetivou
investigar o efeito hipoglicémico da levana de Bacillus subtilis Natto, previamente
otimizada com massa molar igual a 72,37 e 4146 kDa, em ratos machos da
linhagem Wistar diabetogénicos induzidos por estreptozotocina e nao
diabetogénicos, bem como acompanhar os valores de colesterol e triacilglicerol.
Apods 16 dias de experimentos os animais foram sacrificados, o sangue coletado e os
parametros estudados foram analisados e comparados através de analise de
variancia. Os resultados demonstraram que para este tipo de levana, ndo ocorreu o
efeito hipoglicémico, uma vez que nao houve melhora do quadro de diabetes
durante o experimento. Entretanto, a levana também n&o alterou nenhum dos
parametros estudados nos ratos normais, podendo ser utilizada para outros fins.

Palavras - chave: Levana. Bacillus subtilis Natto. Hipoglicémico.
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Abstract

Levan is an exopolysaccharide of fructose formed by the linkage of p-(2—6) and
ramifications B-(2—1). Due to its chemical properties levan presents applications in
both food and pharmaceutical industries. Bacillus subtilis is a promising industrial
levan producer as ferments sucrose and high levan formation capacity. A new strain
of B. subtilis was recently isolated from Japanese food natto and it
has produced levan in large quantities. Regarding its pharmaceutical applications,
this study aimed to investigate the hypoglycemic effect of levan by Bacillus subtilis
Natto, previously optimized with molecular weight equal to 72.37 e 4146 kDa, in
diabetogenic Wistar male rats induced by streptozotocin and non-diabetic rats, as
well as monitor their cholesterol and triacylglycerol values. After 16 days of
experiments, the animals were sacrificed and the blood samples were analyzed and
the results were compared using analysis of variance. The results demonstrated that
for this type of levan, the hypoglycemic effect was not observed, since there was no
improvement of diabetes symptoms during the experiment. However levan did not
affect any studied parameters in normal rats, indicating that the exopolysaccharide
may be used for other purposes.

Key words: Levan. Bacillus subtilis Natto. Hypoglycemic.

Introducéo

O diabetes mellitus € uma doenga crénica cujo indices de incidéncia
crescem cada vez mais, provocando um elevado numero de Obitos. Além de
proporcionar o aumento de glicose plasmatica (ZOU et al. 2010), o diabetes também
eleva o nivel de colesterol (YAO; HUANG; CHIANG, 2008), facilitando o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares (TZANG et al. 2009). Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em todo 0 mundo, o numero de pessoas
com diabetes no ano de 2000 era de 171 milhdes e a previsao para o ano de 2030 é
de 366 milhdes (World Health Organization, 2009).

Muitos dos medicamentos comercializados atualmente apresentam
diversos efeitos colaterais e limitagdes (KUZUYA et al., 2002), tornando necessario o
estudo de alternativas a estes medicamentos. Recentemente, muitos
polissacarideos naturais e ndo toxicos isolados de bactérias, fungos e plantas, com
potencial aplicacdo contra o diabetes vém sendo estudados, dentre eles a levana
(YAMAMOTO et al., 1999; KANG et al., 2006; CHEN et al., 2009), oligossacarideo
ROS (ZHANG et al., 2004), heteropolissacarideo proteico (HWANG et al., 2005),
heteropolissacarideo CSP-1 (LI et al., 2006), botriosferana (MIRANDA, 2006)
heteropolisscarideo PPSB (TONG; LIANG; WANG, 2008), quitosana (LIU; ZHANG;
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XIA, 2008; YAO; HUANG; CHIANG, 2008) e polissacarideo acido LBP-1 (ZOU et al.,
2010).

A levana é um polissacarideo de frutose formada por uma cadeia
principal com ligagbes do tipo B (2—6) e alguns pontos de ramificagdo do tipo 3
(2—>1) (HAN; CLARKE, 1990). Apresenta uma série de beneficios que podem ser
explorados, principalmente na industria farmacéutica, destacando seu uso como
agente hipoglicemiante, hipocolesterolémico, anticarcinogénico, substituto do plasma
sanguineo, imunomodulador, imunoestimulador, prolongador do efeito de certas
drogas e agente anti-citotoxico (DOELLE et al., 1993; CALAZANS et al., 2000;
BEKERS et al., 2001; SHU; LUNG, 2004, YOO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007;
GUPTA et al., 2008; CHEN et al., 2009).

Muitos microrganismos sdo capazes de sintetizar a levana, uma vez
que possuem a enzima levanasacarase (EC 2.4.1.10), responsavel pela formacéao de
levana em meio contendo elevada concentracdo de sacarose (MENG; FUTTERER,
2003). Dentre estes se destaca o Bacillus subtilis que € um microrganismo n&o
patogénico contra o ser humano (RYAN; RAY, 2004) e com alto potencial de
fermentagdo em meios contendo grandes quantidades de sacarose (EUZENAT;
GUIBERT; COMBES, 1997; ABDEL-FATTAH; MAHMOUND; ESAWY, 2005).
Recentemente uma nova variedade de B. subtilis foi encontrada. Isolada do alimento
Japonés natto, esta variedade tem produzido grandes quantidades de levana (SHIH
et al., 2005), sendo a cepa com maior eficiéncia de conversdo de sacarose em
levana reportada até entao (SHIH; CHEN; WU, 2010) apresentando grande potencial
para producdo em escalas maiores.

Para a obtencdo de levana é necessario considerar os fatores que
influenciam diretamente na sua producado. Além da concentracdo de carbono do
meio (MELO et al.,, 2007; SHIH; CHEN; YU, 2010), a variagcdo da temperatura,
(DOELLE et al., 1993; EUZENAT; GUIBERT; COMBES, 1997; ABDEL-FATTAH,;
MAHMOUND; ESAWY, 2005) o tempo de cultivo (OLIVEIRA et al., 2007; EL-REFAI;
ABDEL-FATTAH; MOSTAFA, 2009) e o pH (SHIH et al., 2005; SHIH; CHEN; YU,
2010) sao variaveis que podem interferir neste processo.

Considerando que a levana é um polimero de facil obtencdo, nao
téxica e com potencial farmacéutico, este trabalho objetivou investigar a atividade
hipoglicemica da levana de Bacillus subtilis Natto em ratos diabetogénicos induzidos

por estreptozotocina.
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Materiais e métodos
Microrganismos e meios de cultivo

O microrganismo utilizado foi o Bacillus subtilis Natto, isolado do
alimento japonés natto obtido do Departamento de Bioquimica e Biotecnologia e
identificado pela Fundagéo André Tosello. Preservado no meio contendo em (g.L™):
peptona 50, extrato de carne 30 e agar 20 e mantida em camara fria (4°C), sendo
renovada a cada 45 dias. O meio de pré — inoculo foi constituido em (g.L™'): sacarose
100; extrato de levedura 2; KHoPO4 2 ; (NH4)2SO4 1; MgS0,4.7H20 0,5 em 1 L de
agua destilada (CALAZANS et al., 2000). O meio para as fermentacdes em (g.L™):
sacarose 300, extrato de levedura 2, KH,PO4 1, (NH4)2.SO4 3, MgS0O,4.7H,O 0,6,
MnSO, 0,2 e Citrato de Aménio 0,25 em 1 L de agua destilada (EUZENAT,;
GUIBERT; COMBES, 1997, modificado).

Levana

A producgado de levana foi otimizada previamente por metodologia
estatistica e a melhor condicdo encontrada foi em pH 8, 39,5 °C em 21 horas, com
300 g.L”" de sacarose e 100 rpm de velocidade de agitacdo, utilizando o meio de
fermentacao descrito no item 2. O valor encontrado foi equivalente a 5,82 g.L'1 h' o
maior valor reportado até agora. A massa molar da levana obtida nestas condi¢cdes
foi determinada por cromatografia de exclusdo molecular de alta performance
(HPSEC) e dois componentes foram encontrados, um majoritario (95%) de baixa
massa molar (72,37 kDa) e outro de alta massa molar (4146 kDa). Esta condi¢ao foi
simulada em fermentacdo em escala maior utilizando Erlenmeyer de 2000 mL com
500 mL de volume de trabalho. A levana foi precipitada e dialisada contra agua

corrente e deionizada e posteriormente aplicada.
Aplicacao da levana de Bacillus subtilis Natto como agente hipoglicémico

Solugéo de levana
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A levana da condig¢ao otimizada foi utilizada para verificar os efeitos
causados em ratos com diabetes induzida. Foi preparada uma solugao de levana na
concentracdo de 200 mg.Kg'1 de peso corpéreo dos animais segundo Yoo et al.
(2004) em agua destilada, até solubilizacdo completa. Esta foi submetida a vapor
fluente por 20 minutos e, apds resfriamento, acondicionada assepticamente para o

desenvolvimento dos ensaios bioldgicos.

Animais e dieta

Este trabalho foi realizado no Departamento de Ciéncias Fisiologicas
(CIF) do Centro de Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) e todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no uso de
Animais em Experimentagdo da UEL (CEEA - UEL) sob n° 07/10, processo n°.
1171/2010-08.

Foram utilizados 20 ratos machos com 10 semanas de idade e com
peso médio de 200 g da linhagem Wistar. Os animais foram obtidos do Biotério
Central da Universidade Estadual de Londrina — Parana — Brasil, e mantidos em 4
gaiolas coletivas, onde receberam agua e ragao (Nivulab) ad libitum, em ambiente
aclimatizado (23 £ 2°C e 60 = 5 % de umidade) com ciclos 12 e 12 horas de claro e
escuro (6 a.m. — 6 p.m.). Ap6s uma semana, os animais foram transferidos para
gaiolas individuas e divididos em 4 grupos com 5 ratos em cada um: normal (N),
normal com levana (N+Lev), diabético (D) e diabético com levana (D+Lev). Os
animais pertencentes aos grupos (D) e (D+Lev) receberam injecao intramuscular de
estreptozotocina (STZ) (Sigma Chemical Co.) dissolvida em solugdo tampé&o de
citrato (pH 4,5 e 0,01 M) na dose de 65 mg.Kg'1 de peso corpéreo, para indugao do
diabetes (BOLKENT et al.,, 2000), enquanto que os animais dos grupos (N) e
(N+Lev) receberam apenas o tampao citrato. Dois dias apds a injecdo do agente
diabetogénico (STZ) a glicose foi determinada na urina, por glicofitas, sendo que os
animais que apresentaram uma taxa acima de 250 mg.dL”, foram considerados
animais diabéticos. Os grupos (N+Lev) e (D+Lev), receberam 0,3 mL da solugéo de
levana (200 mg.Kg™"' de peso corpdreo), uma vez ao dia, via gavagem, durante 15
dias de tratamento, enquanto que os grupos (N) e (D) receberam agua destilada,
respeitando o0 mesmo intervalo. O ganho de peso, o consumo médio de ragao,

medido em gramas de alimento consumido para cada 100 g de peso corporeo
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(9.100g™" p.c.) e a taxa de eficiéncia de convers&o de alimentos foram analisados ao

longo dos 15 dias de experimento.

Determinacgéo da glicose, colesterol total e triacilglicerol

Apods o ultimo dia de tratamento, os animais foram colocados em
jejum por 16 horas e submetidos a eutanasia por decapitagdo. O sangue foi coletado
em tubos heparinizados (Liquemine 5000 Ul) e centrifugado a 7000 g por 30 minutos
para a separacao do plasma. Imediatamente apds a separagao, foram realizadas as
dosagens de glicose plasmatica pelo método de oxidase/peroxidase; colesterol total
plasmatico pelo método de esterase/peroxidase/oxidase e triglicérides pelo método
de lipase/gliceroquinase/glicerol-Poxidase, todos utilizando os kits bioquimicos
(Biodiagndstica), para testar a atividade hipoglicemiante da levana. Os resultados

obtidos foram submetidos a analise de variancia (p< 0,05) e teste t.

Resultados e discussao
Analise do efeito da levana de B. subtilis Natto em animais com diabetes mellitus

O quadro de diabetes mellitus provoca uma desordem em nivel
metabolico impedindo a absorgdo da glicose pelas células, aumentando o nivel
desta na corrente sanguinea e causando inumeras consequéncias para o organismo
(ZOU et al., 2010). Nos ratos utilizados nos experimentos o diabetes foi induzido
pela acdo da estreptozotocina (STZ), um antibiético de amplo espectro originado de
Streptomyces acromogenes, que destroi as células B pancreaticas impedindo a
producao de insulina, caracterizando o diabetes mellitus tipo | (HWANG et al., 2005),
impossibilitando a recuperacdo dos animais, podendo ser observados apenas
melhoras dos sintomas ao longo do tratamento com compostos que promovam a
reducdo do diabetes. Desta maneira, a levana obtida da melhor condigcdo de
produtividade, foi administrada nos ratos machos da linhagem Wistar ao longo do
1

experimento em uma concentracdo igual a 200 mg.kg
animais (YOO et al, 2004).

de peso corporeo dos
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Apos quinze dias de experimento as concentragdes de glicose,
colesterol total e ftriacilglicerol plasmaticas foram medidas, e os resultados estédo

dispostos na tabela 1.

Tabela 1 — Concentragao plasmatica de glicose, colesterol total e triacilglicerol em
ratos normais (N), normais com levana (N+Lev), diabéticos (D) e
diabéticos com levana (D+Lev), apds 15 dias de tratamento.

Grupos Glicose Colesterol Total Triacilglicerol
(mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™)
N 111,64 + 10,212 86,83 *+ 18,872 100,03 + 29,212
N + Lev 116,11 £ 1,212 84,59 + 11,572 84,61 £ 25,632
D 434,75 + 42,08” 86,79 *+ 16,69° 564,87 + 480,14%
D+Lev 437,88 +74,14” 115,45 £ 23,602 1.085,91 + 407,14°

dose de levana = 200 mg/kg. Valores expressos em médiatdesvio padréo (n = 5). Letras diferentes
na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
* (p<0,05) em relagao aos grupos (N) e (N+Lev)

Os valores médios de glicose plasmatica dos ratos normais (N) e
normais com levana (N+Lev), ndo diferiram entre si, da mesma forma entre os dois
grupos diabéticos, podendo afirmar, dessa forma, que a levana de B. subtilis Natto
utilizada ndo apresentou efeito hipoglicémico, uma vez que nao diminuiu a glicemia
no grupo diabético com levana em comparagdo com o grupo diabético sem levana.
Os valores de colesterol total nao diferiram entre os grupos de animais normais e
diabéticos com ou sem tratamento com levana, e quanto aos valores médios de
triacilglicerol, ndo se observaram diferencas entre os ratos normais e nem entre os
animais diabéticos, sugerindo que a levana aplicada n&o possui efeitos
hipocolesterolémico e hipolipidémico. Desta forma, os dados obtidos neste trabalho
nao se aproximam dos dados obtidos nos trabalhos de Yamamoto e colaboradores
(1999), que apesar de administrarem dietas hipercaloricas, observaram uma redugao
no valor de colesterol e glicose plasmaticos de 40% e 10%, respectivamente,
quando utilizaram 1 e 5% de levana de alta massa molar (2000 kDa) em ratos. Ja
Kang e colaboradores (2006) utilizando levanas também de alta massa molecular na
concentragcédo de 1, 5 e 10% em ratos obesos, verificaram que ela agia como agente
hipolipidémico, uma vez que inibia a lipogenése e estimulava a lipdlise. Também
utilizando uma beta frutana, similar a levana, porém com baixa massa molecular (3,2

e 4,29 kDa), Chen e colaboradores (2009) obtiveram uma reducédo de glicose
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plasmatica em até 70% em camundongos, mesma redugdo promovida pelo
medicamento Rosiglitazone (droga anti-diabética) usado por estes pesquisadores no
experimento.

Outros trabalhos utilizando polimeros de carboidratos originados de
plantas (ZHANG et al., 2004; TONG; LIANG; WANG, 2008; ZOU et al., 2010), fungos
(HWANG et al., 2005; LI et al., 2006; MIRANDA, 2006), bactérias (EL-GAWAD et al.,
2005) e crustaceos (LIU, ZHANG e XIA, 2008; YAO; HUANG; CHIANG, 2008), como
agente hipoglicemiante e hipocolesterolémico, obtiveram uma série de resultados
positivos, promovendo redugdes na concentracdo de glicose plasmatica, que
variaram entre 20 e 70%, e redugdes nos de colesterol total plasmatico entre 20 e
80%, em ratos e camundongos com diabetes induzida por aloxana, estreptozotocina

e com dietas hipercaldricas.

Tabela 2 — Ganho médio de peso corpéreo (g.dia™'), consumo médio de racgdo
(gramas por 100 g de peso corpéreo, por dia) e eficiéncia de
conservagao de alimento de ratos normais (N), normais com levana
(N+Lev), diabéticos (D) e diabéticos com levana (D+Lev), apos a
indugao do diabetes e ao longo dos 15 dias de experimento.

Ganho médio de Consumo médio de Eficiéncia de Conversao
Grupos

peso corpoéreo racao de alimento
N 5,2816,08? 10,211,182 0,52
N+ Lev 5,0816,30° 10,60x1,242 0,48
D 0,9149,90” 18,27£2,32” 0,05
D+ Lev -0,40£8,67" 20,09+2,20°" -0,02

dose de levana = 200 mg/kg. Valores expressos em médiatdesvio padrdo (n = 5). Letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente entre si (p<0,05).

* (p<0,05) em relacdo aos grupos (N) e (N+Lev), ** (p<0,05) em relagdo aos grupos (D) e
(D+Lev).

Aliado aos parametros metabdlicos alterados, o maior consumo de
racdo e a diminuicdo na eficiéncia de conversao de alimentos, sdo fatores que
caracterizam o quadro clinico da diabetes mellitus tipo |, pois uma vez que as células
B do péancreas ja ndo conseguem produzir insulina para captagdo da glicose
plasmatica e posterior metabolizagdo, os animais comegam a perder peso (LUO et
al., 2004).

A analise do ganho de peso, da ingestdo de ragéo e a eficiéncia de

conversao de alimento foram realizadas e os resultados estdo dispostos na tabela 2.
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Da mesma forma que os parametros metabdlicos, nao houve diferenga estatistica
significativa entre os grupos (N) e (N+Lev), e os grupos (D) e (D+Lev), para o ganho
de peso, caracterizando o quadro de diabetes, ja que estes ultimos perderam peso
em relagdo aos primeiros. Considerando o consumo médio de ragéo, novamente,
nao houve diferenga entre os grupos (N) e (N+Lev), porém desta vez, os grupos (D)
e (D+Lev) foram diferente estatisticamente (p< 0,05) ndo apenas dos grupos
normais, mas também entre si, uma vez que por portar o diabetes, fator estressante,
o comportamento de roer a ragdo foi muito maior nestes grupos. Nesse sentindo,
observou-se, ainda, que o segundo grupo (D+Lev) teve um consumo maior ainda do
que o grupo (D). Por fim, a eficiéncia de conversao de alimento foi considerada
normal para os grupos (N) e (N+Lev), enquanto para os grupos diabéticos, a taxa foi
extremamente baixa, chegando ser negativa para o grupo (D+EPS).

Vale ressaltar, reportando dados de Yao et al. (2008), que mesmo
tendo efeito hipoglicémico, a quitosana, nao propiciou ganho de peso ao final do
experimento. Porém, utilizando polissacarideos fungicos (HWANG et al., 2005;
MIRANDA et al.; 2006), além de reduzir os niveis glicémicos, também observaram
ganho de peso, bem como a eficiéncia de conversédo de alimento aumentou em 66 e
100%, respectivamente, quando comparados aos de animais sem tratamento,
enquanto o consumo de ragao se aproximou aos dos animais normais.

Dentre os fatores que podem ter contribuido para que a levana de
Bacillus subtilis Natto ndo apresentasse atividade hipoglicémica, hipocolesterolémica
ou hipolipidémica, a massa molecular pode estar relacionada, uma vez que, em sua
maioria, a massa obtida foi de 72 kDa, sendo que de acordo com a literatura citada,
resultados positivos foram alcancados com massas consideravelmente maiores ou
inferiores. Pode-se inferir também, que o grau de ramificagcdo da molécula pode ter
interferido nos resultados, ja que o microrganismo utilizado foi diferente, bem como
as condicdes de producado da levana, em relacdo aos trabalhos revisados. Com
relacdo a dosagem utilizada (200 mg.kg™' de peso corpdreo), ela esta de acordo com
os autores consultados, e ainda, concentragcdes superiores a esta, aumentam a
viscosidade do meio, dificultando a aplicacdo da levana nos animais.

Desta forma, mesmo nido exercendo os efeitos propostos, a levana
nao interferiu no metabolismo energético dos animais, uma vez que nao foram
encontradas alteragdes significativas entre os grupos normais e entre os diabéticos,

demonstrando que, a levana nao interfere na homeostase do organismo de uma
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maneira geral, podendo ser utilizada para outros fins. Ainda vale a pena ressaltar
que, os animais dos grupos (N+Lev e D+Lev) que receberam a levana,
apresentaram comportamento mais calmo e ndo agressivo quando manuseados,
podendo inferir que ocorreu uma mudanga no comportamento dos animais, ja que 0s
animais que nao receberam levana, principalmente os diabéticos, emitiam

comportamentos de estresse, como morder, arranhar e grunhidos.
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Conclusao

A levana utilizada neste trabalho nao proporcionou nenhuma
melhora no quadro de diabetes dos animais durante o experimento, porém nao
interferiu no metabolismo de forma geral, atestando sua legitimidade como composto
nao téxico, podendo ser utilizada para outros fins. Ademais, € importante considerar
as mudancgas comportamentais observadas nos ratos que receberam levana, porém

sao necessarios estudos especificos que comprovem este efeito.
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When submitting the manuscript, it is mandatory to include a

covering letter to the editor. The covering letter must state:

(1) Subject Classification selected from the list (see guide for authors and select the
most suitable ONE ONLY).

(2) That all the authors mutually agree that it should be submitted to BITE.

(3) It is the original work of the authors.

(4) That the manuscript was not previously submitted to BITE.

(

5) State the novelty in results/findings, or significance of results.

Types of contributions: Original research papers, review articles, case studies, short
communications, book reviews. Review articles would be generally solicited by the
editors from the experts. However, these can be contributed by others also. In this
case, authors must consult the editor by sending the extended summary (300-400

words), outline and the list of publications of authors on the topic.
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PREPARATION

Manuscript Preparation

General:
Authors must follow guide for authors strictly, failing which the manuscripts would be
rejected without review. Editors reserve the right to adjust the style to certain

standards of uniformity.

Structure:

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract,
Keywords, Introduction, Materials and Methods, Results and Discussion,
Conclusions, Acknowledgements, References, Figure Captions, Tables and Figures.
The corresponding author should be identified with an asterisk and footnote. All other
footnotes (except for table footnotes) should be avoided. Collate acknowledgements
in a separate section at the end of the article and do not include them on the title

page, as a footnote to the title or otherwise.

Text Layout:

Use double spacing and wide (3 cm) margins on white paper. (Avoid full justification,
i.e., do not use a constant right-hand margin.) Ensure that each new paragraph is
clearly indicated. Present tables and figure legends on separate pages at the end of
the manuscript. If possible, consult a recent issue of the journal to become familiar
with layout and conventions. Number all pages consecutively, use 12 pt font size and

standard fonts.

Page length: Maximum page length should be 15, 35 and 40 pages for Short
Communication, Original article/case study and review paper, including text,
references, tables and figures. Each figure and table must be put separately on a

single page.

Use of wordprocessing software
It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used.

The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as
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possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. In particular, do not use the wordprocessor's AUTHOR INFORMATION PACK
15 Jan 2011 www.elsevier.com/locate/biortech 7 options to justify text or to
hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc.
When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces,
to align columns.

The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with  Elsevier:
http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables
and text graphics will be required whether or not you embed your figures in the text.
See also the section on Electronic illustrations. To avoid unnecessary errors you are
strongly advised to use the "spell-check" and "grammar-check" functions of your

wordprocessor.

LaTeX

If the LaTeX file is suitable, proofs will be produced without rekeying the text. The
article should preferably be written using Elsevier's document class "elsarticle", or
alternatively any of the other recognized classes and formats supported in Elsevier's
electronic submissions system, for further information see
http://www.elsevier.com/wps/find/authorsview.authors/latex-ees-supported.

The Elsevier "elsarticle" LaTeX style file package (including detailed instructions for
LaTeX preparation) can be obtained from the Quickguide:
http://www.elsevier.com/latex. It consists of the file: elsarticle.cls, complete user
documentation for the class file, bibliographic style files in various styles, and

template files for a quick start.

Article structure

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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just refer to "the text". Any subsection may be given a brief heading. Each heading

should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a

detailed literature survey or a summary of the results.

Material and methods
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.

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.

Theory/calculation
A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already
dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a

Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results and Discussion
Results should be clear and concise. Discussion should explore the significance of
the results of the work, not repeat them. Avoid extensive citations and discussion of

published literature.

Conclusions
The main conclusions drawn from results should be presented in a short Conclusions

section (maximum 100 words).

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.
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(A.2), etc.; in a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and
figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

* 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
lower-case superscript letter immediately after the author's name and in front of the
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the
country name, and, if available, the e-mail address of each author.

AUTHOR INFORMATION PACK 15 Jan 2011 www.elsevier.com/locate/biortech 8

» Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone
and fax numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-
mail address and the complete postal address. Contact details must be kept up
to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in
the article was done, or was visiting at the time, a "Present address" (or "Permanent
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. Each paper should be provided with an
abstract of about 100-150 words. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented
separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason,
References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s).
Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential

they must be defined at their first mention in the abstract itself.
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Graphical abstract

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online.
Authors must provide images that clearly represent the work described in the article.
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission
system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x 1328 pixels (h
x w) or proportionally more. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office files.

See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

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 file in the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name
and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters per bullet point including

spaces). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 5 keywords to be included in
an article, using American spelling and avoiding general and plural terms and
multiple concepts (avoid, for 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.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field 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.

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.).
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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 Sl.

Math formulae

Present simple formulae in the line of 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, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into
the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the
position of footnotes in the text and present the footnotes themselves separately at
the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

AUTHOR INFORMATION PACK 15 Jan 2011 www.elsevier.com/locate/biortech 9

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Artwork

Electronic artwork

General points

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

» Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

» Submit each figure as a separate file.
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A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

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

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, 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: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500
dpi is required.

DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft
Office applications please supply "as is".

Please do not:

» Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low;

* 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, EPS 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 on the Web (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 on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see

http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Please note: Because of technical
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complications which can arise by converting color figures to "gray scale" (for the
printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable

black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. 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. Note that the maximum number of
figures allowed for Original article, case study, and review papers is 6. Multiple
figures can be expressed as one figure (for e.g. 1a, 1b, 1c etc...), while retaining the
maximum limit of 6.The Journal discourages publication of simple one line
graphs/figures, pattern figures, conventional spectra (X-ray, FTIR, UV, NMR, etc) and

SEM photographs of a routine nature.

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. Note
that the maximum number of figures allowed for Original article, case study, and
review papers is 6. The Journal discourages publication of simple one parameter
tables; such information should be preferably described in the text itself.

AUTHOR INFORMATION PACK 15 Jan 2011 www.elsevier.com/locate/biortech 10

References
Maximum 20, 35 and 75 references for short communication, original research

paper/case study and review papers, respectively.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the

reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
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the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either "Unpublished results"
or "Personal communication" Citation of a reference as "in press" implies that the

item has been accepted for publication.

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 style

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;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of
publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references
should be listed first alphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995).

Kramer et al.(2000) have recently shown ...."

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:
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Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your
article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-
Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;

List of serial title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;
CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html.

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 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 50 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 AUTHOR INFORMATION PACK 15 Jan 2011 www.elsevier.com/locate/biortech
11 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 at

http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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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 data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, highresolution images, background datasets, sound
clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats.
Authors should

submit the material in electronic format together with the article and supply a concise
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our

artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

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 designated as corresponding Author:

* E-mail address

* Full postal address

* Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

* Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been "spellchecked" 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
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* 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

For any further information please visit our customer support site at

http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

Use of the Digital Object Identifier

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is
assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The
assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full
bibliographic information. The correct format for citing a DOI is shown as follows
(example taken from a document in the journal Physics Letters B):
doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are

guaranteed never to change.

Publication of Articles
After acceptance the Journal will publish articles quickly both online and in print.
Requests for delayed publication of the accepted articles are generally not

acceptable.

Proofs

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding
author (if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post)
or, a link will be provided in the e-mail so that authors can download the files
themselves. Elsevier now provides authors with PDF proofs which can be annotated;

for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or AUTHOR



126

INFORMATION PACK 15 Jan 2011 www.elsevier.com/locate/biortech 12 higher)
available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF
files will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements
are given at the Adobe

site: http://www.adobe.com/products/reader/systemreqs.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please
list your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then
mark the corrections and any other comments (including replies to the Query Form)
on a printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by
post. 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. We will do everything possible to get your article published quickly and
accurately. Therefore, it is important to ensure that all of your 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. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no

response is received.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via
e-mail. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form
which is sent once the article is accepted for publication. The PDF file is a
watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the

journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

Author inquiries

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission
where available) please visit this journal's homepage. You can track accepted articles
at

http://www.elsevier.com/trackarticle and set up e-mail alerts to inform you of when an
article's status has changed. Also accessible from here is information on copyright,

frequently asked questions and more. Contact details for questions arising after
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acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the
publisher.
© Copyright 2010 Elsevier | http://www.elsevier.com
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ANEXO D

Normas para a submisséo do artigo para a revista Semina: Ciéncias
Biologicas e da Saude (ISSN: 0101-3742), disponivel em:

http://www.uel.br/revistas/uel/index.php/seminabio/index

Semina: Ciéncias Biologicas e da Saude
Editor-in-Chief: Oscar Akio Shibatta

ISSN: 0101-3742

ISSN Print: 1679-5435

EISSN: 1679-0367

Descricao

A Revista Semina: Ciéncias Biolégicas e da Saudeé uma
publicacdo semestral de divulgacgao cientifica e tecnolégica vinculada a Universidade
Estadual de Londrina. Publica artigos originais e artigos de revisao, relatos de casos

ligados a grande area das Ciéncias Bioldgicas e da Saude.

Diretrizes para Autores

Normas Editoriais para Publicacao

Apresentacao dos Trabalhos

1. Os originais devem ser enviados pelo SEEr (Sistema de Editoragcéo Eletronica
de Revistas). O trabalho devera ser elaborado no editor de texto Microsoft Word
for Windows, entrelinhamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11,
normal; com margens de no minimo 2cm, respeitando-se o numero de paginas
de acordo com a categoria do trabalho e devem estar devidamente numeradas.

2.  Categorias dos Trabalhos:



3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.
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a) artigos e revisdes no maximo 40 paginas;
b) comunicagdes; divulgacdes e resenhas no maximo 20 paginas;
c) resenhas de livros e revistas no maximo 4 paginas; e

Na primeira lauda do original devera constar o titulo do trabalho; categoria do
trabalho; area de publicacdo da Semina e classificagao das areas/sub-areas do
CNPq/CAPES.

Titulo do trabalho: o titulo, acompanhado de sua tradugéo para o inglés, deve
ser breve e suficientemente especifico e descritivo, contendo as palavras-chave
que representem o conteudo do texto.

Resumo: deve ser incluido um resumo informativo de aproximadamente 200
palavras, em portugués, acompanhado de sua tradugao para o inglés, digitado
com entrelinhamento duplo, na segunda lauda do original. (NBR 6028 da
ABNT)

Agradecimentos: agradecimentos a auxilios recebidos para a elaboragdo do
trabalho dever&do ser mencionados no final do artigo.

Notas: notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um
asterisco alto, imediatamente depois da frase a que diz respeito. As notas
deverao vir no rodapé do texto.

Apéndices: apéndices podem ser empregados no caso de listagens
extensivas, estatisticas e outros elementos de suporte.

Materiais graficos: fotografias nitidas e graficos (estritamente indispensaveis a
clareza do texto) poderao ser aceitos e deverao ser assinalados, no texto, pelo
seu numero de ordem, os locais onde devem ser intercalados. Se as ilustracoes
enviadas ja tiverem sido publicadas, mencionar a fonte e a permissdo para
reproducaio.

Quadros e Tabelas: os quadros e/ou tabelas deverdo ser acompanhados de
cabecalho que permita compreender o significado dos dados reunidos, sem
necessidade de referéncia ao texto. Assinalar, no texto, por seu numero de
ordem, os locais onde os quadros e/ou tabelas devem ser intercalados.

As grandezas, unidades e simbolos deverao obedecer as normas nacionais
correspondentes (ABNT).

Citagbes: deverdao seguir o sistema de chamada alfabética (NBR 10520 da
ABNT).
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3.10. Referéncias bibliograficas: as referéncias bibliograficas, redigidas segundo a

norma NBR 6023/2000 da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT),
deverdo ser listadas na ordem alfabética no final do artigo. A exatiddo e
adequacao das referéncias a trabalhos que tenham sido consultados e
mencionados no texto do artigo sdo da responsabilidade do autor.

O autor principal devera enviar, junto com o original, autorizacdo para
publicacdo do trabalho na SEMINA, comprometendo-se a nao publica-lo em
outro periddico.

A publicacao dos trabalhos depende de parecer da Assessoria Cientifica "Ad
hoc" da Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao da UEL.

ApoOs impressa a revista, o autor principal recebera gratuitamente um (1)
exemplar da revista.

Os trabalhos nao aceitos para publicagao serao devolvidos ao autor.

As questdes e problemas n&o previstos na presente norma serdo dirimidos
pelo Comité Editorial da area para a qual foi submetido o artigo para

publicagao.

Itens de Verificagdo para Submissao

Como parte do processo de submisséo, os autores séo obrigados a

verificar a conformidade da submisséo em relagao a todos os itens listados a seguir.

As submissdes que nao estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos

autores.

1.

A contribuigao € original e inédita, e ndo esta sendo avaliada para publicagao
por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao
Editor".

Foram preenchidos dados de autoria de todos os autores no processo
de submissao.

Utilize o botao "incluir autor"

Foram preenchidos os metadados em inglés (Title, abstrac and key

words)
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Para inclui-los, depois de salvar os dados de submissdo em portugues, clicar
em "editar metadados" no topo da pagina - alterar o idioma para o inglés e
inserir: titulo em ingles, abstract e key words.

4. A identificacdo de autoria do trabalho foi removida do arquivo e da opcéao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista,
caso submetido para avaliacdo por pares (ex.: artigos), conforme instrucoes
disponiveis em Assegurando a Avaliagdo Cega por Pares.

5. O texto estd em espaco 1,5; usa Times New Roman, tamanho 11; com
margem de 2 cm, emprega itadlico em vez de sublinhado (exceto em
enderecos URL); as figuras e tabelas estdo inseridas no texto, ndo no final do
documento, como anexos.

6. O texto segue os padrbes de estilo e requisitos bibliograficos descritos
em Diretrizes para Autores, na secao Sobre a Revista.

7. Os arquivos para submissao estdao em formato Microsoft Word, OpenOffice ou
RTF (desde que nao ultrapassem 2MB)

8. URLs para as referéncias foram informadas quando necessario.

Declaragao de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de
direito do autor. Em virtude da aparecerem nesta revista de acesso publico, os
artigos sao de uso gratuito, com atribuicées proprias, em aplicagdes educacionais e
nao-comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracbes de
ordem normativa, ortografica e gramatical, com vistas a manter o padrao culto da
lingua e a credibilidade do veiculo. Respeitara, no entanto, o estilo de escrever dos
autores.

Alteracbes, corregbes ou sugestdbes de ordem conceitual seréo
encaminhadas aos autores, quando necessario. Nesses casos, os artigos, depois de
adequados, deverao ser submetidos a nova apreciacéao.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sao de sua exclusiva

responsabilidade.

Politica de Privacidade
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Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados
exclusivamente para os servigcos prestados por esta publicagdo, ndo sendo

disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.



