Universidade
Estadual de LondRrina

|

LEANDRO FREIRE DOS SANTOS

PRODUCAO E APLICACAO DA LEVANA DE Bacillus
subtilis NATTO EM FILMES ISOLADOS PARA LIBERACAO
COLON-ESPECIFICA DE FARMACOS

Londrina
2010



LEANDRO FREIRE DOS SANTOS

PRODUCAO E APLICACAO DA LEVANA DE Bacillus
subtilis NATTO EM FILMES ISOLADOS PARA LIBERACAO
COLON-ESPECIFICA DE FARMACOS

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Mestrado em Biotecnologia, como parte dos
requisitos necessarios a obtencado do Grau de
Mestre em Biotecnologia, area Agroindustrial.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Antonia
Pedrine Colabone Celligoi

Co-orientador: Prof. Dr. Osvaldo Albuquerque
Cavalcanti

Londrina
2010



LEANDRO FREIRE DOS SANTOS

PRODUCAO E APLICACAO DA LEVANA DE Bacillus subtilis NATTO
EM FILMES ISOLADOS PARA LIBERACAO COLON-ESPECIFICA DE
FARMACOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Mestrado em Biotecnologia, como parte dos
requisitos necessarios a obtencado do Grau de
Mestre em Biotecnologia, area Agroindustrial.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Maria Antonia Pedrine Colabone
Celligoi
UEL — Londrina - PR

Profa. Dra. Marcia Portilho
UEM - Maringa - PR

Prof. Dr. Joao Batista Buzato
UEL — Londrina - PR

Londrina, 01 de margo de 2010



Dedico este trabalho aos meus pais e a

Deus.



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, Claudio e Branca pelo amor, suporte financeiro e

emocional.

Ao meu irmdo e cunhada, Tiago e Monica pelas horas

compartilhadas, as brincadeiras e a amizade.

Aos meus estimados orientadores Prof®. Dr?. Maria Antonia Pedrine
Colabone Celligoi e Prof. Dr. Osvaldo Albuquerque Cavalcanti por todo suporte,

conselhos, ensinamentos e pelo bom convivio durante a construcéo deste trabalho.

Ao Paulo, Nelson e Lucivana, pela competéncia profissional e

atencéo.

Aos queridos amigos do mestrado, Anelize, Cristina, Leandra,
Leticia, Luciana, Rafael, Thais e Vanessa, pela companhia na conclusdo dos

creditos, apresentacdo de seminarios, viagens e conversas.

Aos queridos amigos do laboratdrio, Elaine, Siliane, Adriano, Bruno e

Marcela pelo compartilhamento de materiais e conhecimento.

Ao professor Wagner José Martins Paiva do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Estadual de Londrina pelas contribuicbes nas analises

de MTT e micronucleo.

Ao professor Edgardo Alfonso Gémez Pineda do Departamento de
Quimica da Universidade Estadual de Maringa pelas contribuicbes nas analises de
DSC e TGA.

Ao professor Dionisio Borsato do Centro de Ciéncias Exatas da

Universidade Estadual de Londrina pelas contribuicdes nas analises estatisticas.



As professoras Marcela Maria Baracat e Geni Varéa Pereira pelas

sugestdes na qualificacao.

Aos professores Jodo Batista Buzato e Marcia Portilho pelas

sugestdes na defesa.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior,
CAPES, pela bolsa concedida, fato este que possibilitou a viabilizagdo deste

trabalho.

A todos aqueles que se fizerem presentes, que foram solidarios e

que torceram por mim.



“Tudo passa sobre a terra”

José de Alencar



SANTOS, Leandro Freire dos. Producdo e aplicacdo da levana de Bacillus
subtilis NATTO em filmes isolados para liberacdo cdélon-especifica de
farmacos. 2010. 145 f. Dissertagcdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2010.

RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de apresentar a levana como candidata na elaboracao
de um novo material polimérico conjuntamente com o Eudragit FS 30D® e RS 30D®.
Filmes cdlon-especificos, a base de polimeros metacrilatados, possuem maior
controle na liberagdo do ativo quando aditivados de um prebiético; melhorando a
terapéutica de patologias col6nicas. Paralelamente ao objetivo principal, o estudo
buscou otimizar a producao de levana pelo Bacillus subtilis NATTO e caracteriza-la,
bem como caracterizar os filmes produzidos. A condicdo 6tima de produgao de
levana, pela andlise fatorial e metodologia de superficie de resposta, foi obtida
utilizando-se 400 g/L de sacarose com 16 h de tempo de cultivo; com a producéo de
111,6 g/L. A levana produzida apresentava duas faixas de massas molares,
aproximadamente 568 KDa e < 50 KDa; nas quantidades 13,39% e 86,61%, bem
como apresentava um comportamento Newtoniano. A levana também se apresentou
nao citotéxica e ndao mutagénica para células de ovario de hamster chinés nas
diferentes concentragbes de levana testadas. As peliculas isoladas confeccionadas
forneceram subsidios iniciais promissores quanto ao futuro revestimento de
farmacos na qual se deseja absorgéo colbnica.

Palavras chaves: Levana. Bacillus subtilis. Filmes. Eudragit FS 30D. Eudragit RS
30 D.
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1 INTRODUCAO

E de grande interesse em biotecnologia a pesquisa e o
desenvolvimento de sistemas inovadores de liberagdo modificada de farmacos. Tais
sistemas para liberacdo modificada de farmacos oferecem ao paciente um melhor
gerenciamento na liberagdo do medicamento; melhorando a resposta terapéutica de
substancias farmacologicamente ativas, bem como a reducdo dos seus efeitos
adversos (SINHA et al., 2004). Exopolissacarideos tém se destacado, nos ultimos
anos, no desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo modificada de farmacos.
Sinha, Mittal e Kumria (2005) desenvolveram e avaliaram um processo de
revestimento por compressdo a base de xantana; um exopolissacarideo produzido
por fermentacao da bactéria Xanthomana campetris.

Ha uma ampla variedade de sistemas de liberacdo modificada de
farmacos utilizados na industria farmacéutica. Nestes sistemas incluem-se os
lipossomas, nano e microparticulas, microesferas biodegradaveis, bombas
osmoticas, filmes célon-especificos, sistemas transdérmicos, pré-farmacos, sistemas
poliméricos matriciais, entre outros (DELUCIA, 2007).

Apesar da crescente aplicabilidade dos exopolissacarideos em
diversos dispositivos de liberagcdo modificada, pouco se tem estudado quanto a sua
aplicacdo num dispositivo em especifico: filmes isolados para liberagdo colon-
especifica de farmacos. Estes filmes apresentam em sua composicdo um polimero
pH - dependente ou tempo - dependente aditivado com algum substrato que é
biodegradado especificamente pela microflora colénica e que, consequentemente,
auxilia na liberagdo do medicamento no célon. A garantia que o substrato sera
atacado, apenas na regiao colbénica, € que este é constituido de uma microflora
unica e complexa, abrigando mais de 500 espécies bacterianas; com crescimento
ostensivo de microrganismos anaerobicos (QUINTANILHA et al., 2007).

A levana, uma frutana de ligagdes B (2 - 6) e ramificagdes B (2
—>1), produzida com um bom rendimento pelo B. subtilis NATTO e diversos outros
microrganismos (EUZENAT, Guilbert e Combes, 1996), apresenta-se com excelente
perspectiva para a aditivacdo de peliculas destinadas a liberagdo controlada no
ambiente colbnico devido as suas caracteristicas fisico-quimicas de
biodegradabilidade colénica (PAULA et al., 2008).
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Dentre as patologias, acometidas no ambiente colbnico, que podem
se beneficiar pelo uso de filmes para liberagdo colon-especifica sdo: sindrome do
intestino irritavel, cancer colon-retal, doengca de Crohn e colite ulcerativa (FRIEND,
2005; OLIVEIRA, 2006). As formulagbes farmacéuticas disponiveis, atualmente, para
tratamento destas doencgas sao: formulacdes orais de liberagao lenta ou enemas de
uso retal. Estes tratamentos tradicionais ndo sao, normalmente, sitio — especificos e
tem alta frequéncia de efeitos colaterais (JAIN, GUPTA e JAIN 2007).

Outras substancias que se beneficiardo pelo revestimento de
peliculas colon — especificas sdo hormbnio do crescimento, insulina, endorfinas e
calcitonina. Estas substancias n&o suportam o ambiente indspito das regides
proximais do trato gastrointestinal; estbmago e intestino delgado. Estas regides
apresentam grande variagdo do pH, secregdo de sais biliares e enzimas digestivas
(DUPUIS et al., 2006). Ao contrario das caracteristicas indspitas do trato superior
gastrointestinal, o ambiente colbnico apresenta pH proximo do neutro, tempo lento
de transito intestinal, baixa atividade enzimatica proteolitica (TUOHY et al., 2003).

Considerando a alta produtividade da levana pelo B. subtilis NATTO
e a biodegradabilidade desse exopolissacarideo no ambiente coldnico, aliado a
necessidade de maiores estudos dos filmes célon-especificos para trazer melhoras
no tratamento de certas doencgas; este trabalho tem o objetivo de aplicar um
exopolissacarideo de frutose (levana de B. subtilis NATTO) em filmes para liberagéo

controlada no coélon.



18

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e caracterizar parcialmente a levana de B. subtilis NATTO e
aplica-la no desenvolvimento de novos materiais poliméricos: Filmes isolados para

liberacio célon-especifica de farmacos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Otimizar a produgédo de levana através do planejamento fatorial e

metodologia de superficie de resposta.

2.2.2 Estimar a massa molar da levana por cromatografia de excluséo

molecular.

2.2.3 Avaliar a composicao da levana por cromatografia de alta pressao

em coluna de troca anidnica.

2.2.4 Realizar uma caracterizagao reoldgica parcial da levana.

2.2.5 Avaliar a citotoxicidade e mutagenicidade da levana produzida.

2.2.6 Produzir e caracterizar os filmes colon-especificos aditivados com

levana por transmissdo de vapor de agua, indice de

intumescimento e analises térmicas (DSC e TGA).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LEVANA

Os exopolissacarideos (EPS) sdo polimeros de carboidratos que
podem ser amplamente produzidos por diferentes microrganismos. Os
polissacarideos extracelulares, ou exopolissacarideos, podem ser excretados
diretamente para o meio de cultura sob a forma de muco, ou entdo encontrar-se na
forma de camada aderente a volta da parede celular a qual denomina-se capsula
(SUTHERLAND, 1972).

A levana €& um polissacarideo extracelular constituida
predominantemente por residuos de D-frutose unidos por ligagdes glicosidicas f3-
(2->6); podendo ainda apresentar pontos de ramificagbes B-(2->1) e um residuo de
glucose terminal (ARVIDSON, RINEHART e GADALA-MARIA, 2006). Pode ser
classificada como fruto-oligossacarideo quando é constituida por uma cadeia curta
de residuos de D-frutose. E encontrada principalmente em microrganismos gram
positivos, embora alguns gram negativos a produzam (SACHA et al, 2001). Ha
relatos da presencga de levana em plantas (MALLEUX e VAN DEN ENDE, 2007).

A levana é um biopolimero com alta estabilidade. Bekers et al.
(2005) estudaram a estabilidade da levana, produzida pela Zymomonas mobilis, em
diferentes pH's e temperaturas; em meio liquido. Esses autores objetivaram avaliar a
integridade do EPS em culturas liquidas sob diferentes condi¢des, bem como
estudar o comportamento hidrolitico da levana. A levana nao foi degradada quando
estocada por 120 h a 25 ou 30°C, porém a 55 ou 60°C sua degradagao foi
inversamente proporcional ao pH. A hidrolise com acidos organicos (lactico, acético
e glucénico) asseguraram maior formacado de mondémeros de frutose; enquanto que
a hidrolise da levana por HCI assegurou altas quantidades de fruto-oligossacarideos
e levana de baixa massa molar. A produ¢cdo metabdlica da levana acompanha a
curva de crescimento da biomassa (SHIH et al., 2005).

A levana apresenta-se como prebidtico. Os prebidticos séao
alimentos nao digeriveis e que estimulam o crescimento e a atividade metabdlica

das bactérias colbnicas, presentes no intestino grosso. A levana é produzida, pelos
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microrganismos, como forma de reserva energética e defesa. Apresenta ainda baixa
viscosidade e alta solubilidade em agua. (BORSARI et al., 2006; DE PAULA et al.,
2008).

A levana é formada através das reacbes de transfrutosilacao
catalisadas pela levanasacarase (sacarose: 2,6 — B D frutana: 6 B D frutosil
transferase: EC. 2.4.1.10). Os residuos frutofuranosil, da sacarose, sado transferidos
para uma frutose como aceptador. Esta transferéncia ocorre por meio da formacéao
de ligacbes entre o carbono 2, do residuo frutofuranosil, e o carbono 6 da frutose
(YAMAMOTO et al., 1984). Neste estudo ainda, um parametro foi essencial para a
determinacao da massa molar da levana; a forca ibnica. A supressao da forcga ibnica
foi observada como condicdo para a sintese de levana de alta massa molar. Gorrec
et al. (2002) atribuiram trés atividades para a levanasacarase; frutosiltransferase,
sacarase e fruto-polimerase. Abdel-Fattah, Mahmoud e Esawy (2005) verificaram
que a levanasacarase é produzida de modo induzivel e era constitutiva, no Bacillus

subtilis NRC 33a, quando usado sacarose e glucose como fontes de carbono

respectivamente.
-—CH, _0o O0——CH, _o O—CH, g o—>
H 0 H o H 0
H CH,OH H CH H CH,OH
2 2
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—— CHz 0 0
H o
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Figura 4 — Estrutura linear da levana e suas ramificagdes. Ligagdes principais do tipo B
(2-6) e ramificagbes (B 2-1) (SIMMS, BOKYO e EDWARDS, 1990)

Diversos microrganismos se destacam pela produgdo de levana,
dentre eles Erwinia herbicola, Erwinia amylovora, Acetobacter suboxydans,
Gluconobacter oxydans, Rhanella aquatilis, Bacillus subtilis NATTO, Actinomyces

viscous, Zymomonas mobilis, Bacillus subtilis, Bacillus polymyia, Aerobacter
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levanicum, Streptococcus sp., Pseudomonas sp. e Corynebacterium laevaniformans
(BATISTA, 2006).

Euzenat, Guilbert e Combes (1996) destacaram um bom rendimento,
na produgdo de levana, pelo B. subtilis. A bactéria B. subtilis € um bacilo encontrado
naturalmente no solo e é considerado um modelo de estudos, para bactérias gram-
positivas, devido ao grande conhecimento das suas caracteristicas genéticas e
fisiologicas. Apresenta ainda as vantagens de ndo apresentar patogenicidade, n&o
colonizar tecidos e possui boa capacidade de formagao de esporos (HARWOOD,
1992). O B. subtilis tem sido aplicado em diversas abordagens na industria
farmacéutica como a produgao de antigenos de interesse na fabricacdo de vacinas
(PACCEZ, 2007).

3.1.1 Producgao de Levana

A quantidade de EPS, produzido pelos microrganismos, esta
intimamente relacionada com as condigdes especificas de crescimento celular e com
a composi¢cao do meio de cultura. Singh e Fett (1995) afirmaram que o aumento da
osmolaridade e a desidratacdo sdo importantes fatores na producdo de EPS; em
especial o alginato e a levana. A adigao de NaCl e etanol, visando o aumento da
osmolaridade e desidratacdo no meio de cultura, aumentaram a capacidade de
producdo de levana na Pseudomonas pv. phaseolicola. Fungos também podem
produzir EPS, embora em quantidades muito menores (WU, MAU e LIANG, 2008).

Alguns fatores podem prejudicar negativamente a produgdo de EPS
como a presencga de agucares redutores e contaminagdes. A presenga de glucose e
frutose, no meio de cultivo, podem reduzir a obtengao de EPS na faixa de 50-80%
(ANANTHALAKSHMY e GUNASEKARAN, 1999). As corretas técnicas de
manipulacdo microbiana também devem ser observadas para se obter melhores
rendimentos de EPS. A falta de técnicas apropriadas de manipulagcdo microbiana
podem promover a produgao de metabdlitos indesejaveis; bem como o crescimento
de microrganismos contaminantes que sédo capazes de degradar o EPS produzido.

Microrganismos contaminantes, como o Arthrobacter ureafaciens, podem degradar a
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levana através da expressao de frutotransferases; reduzindo o rendimento da levana
(TANAKA, 1989).

A produgdo enzimatica da levana foi inicialmente descrita por
Hestrin, Shapiro e Aschner (1943) em cepas de B. subtilis, B. polymyxa N.C.T.C
4744 e Aerobacter levanicum (caracteristica de Jerusalém). A produgao de levana foi
analisada apds precipitagdo do EPS com etanol a 72% seguida de hidrélise acida; a
estimativa da frutose foi realizada colorimetricamente. As trés espécies estudadas
produziram levana a partir de sacarose e rafinose. A levanasacarase, produzida pelo
B. subtilis, foi produzida de modo adaptativo (exocelular) a um meio saturado com o
acgucar. Os outros microrganismos estudados apresentaram esta enzima de modo
constitutivo. A producéo de levana foi realizada em meio com 10% de sacarose por 4
dias a 30°C; atingindo a concentragéo de 12,5%.

Em 1945, Avineri e Hestrin avaliaram a producdo de diferentes
polissacarideos a partir da sacarose; por Aerobacter levanicum. O principal objetivo
deste trabalho foi estudar as variaveis que foram mais significativas para se obter um
bom rendimento de levana. O primeiro parametro estudado foi o pH aonde
constatou-se uma curva de pH-atividade regular e simétrica, na faixa de 5,0-5,8,
para a levanasacarase. Nesta mesma faixa de maxima atividade enzimatica da
levanasacarase, obtiveram-se também maximo rendimento de levana; em torno de
250 mg/100 mL/5 h. O pH ideal, para a producédo do EPS, deve ser aquele que
permite o melhor crescimento do microrganismo e melhor atividade da enzima
envolvida (PRASERTSAN et al., 2008).

A concentragdo de sacarose também influenciou no rendimento da
levana. Verificou-se que a atividade enzimatica da levanasacarase crescia
exponencialmente até 3 % de sacarose. A partir de 3%, a atividade enzimatica
entraria numa fase estacionaria atingindo o rendimento maximo de 300 mg/100mL. A
concentracdo enzimatica também apresentou efeito na atividade especifica da
levanasacarase. A partir de 0,5 mL da enzima, em 3 mL da mistura reacional, a
obtencao da levana passou a ser constante em 300 mg/100mL. Tal fato ocorreu pela
perda da especificidade enzimatica.

Em 1955, Mattoon et al. estudaram a sintese de levana bacteriana
de massa molar intermediaria (25.000 a 200.000 Da), para aplicagdo como
extensores plasmaticos. Inicialmente, realizou-se uma selecdo dentre 850 espécies

de culturas isoladas. Sete apresentaram as condi¢cdes ideais para serem usados
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para aumentar o volume plasmatico. O B. subtilis foi um grande candidato, dentre as
sete espécies selecionadas. Verificou-se entdo algumas condicbes que
influenciaram no rendimento da levana. A porcentagem do in6culo foi um parametro
importante para se obter melhores rendimentos de levana. A quantidade de indculo
ideal foi de 2% com 24 h de fermentagao a 30°C. Obtiveram quantidades em torno
de 8,4 mg/mL de levana.

A temperatura também demonstra ser um parametro importante para
se obter maior rendimento de levana. O comportamento da fermentacao diferenciou
consideravelmente quando a temperatura de incubacao foi variada em apenas 5°C.
Foram testadas duas temperaturas para a incubacdo: 25 e 30°C. Os dados
indicaram que a producgéo de levana, a temperaturas baixas, € muito mais favoravel
para o B. subtilis; 9,3 mg/mL a 25°C/ 24 h e 6,8 mg/mL a 30°C/24 h. O pH também
influenciou na obtencao da levana; a melhor faixa da agao enzimatica estava entre
5,3-5,5, obtendo-se aproximadamente até 27 mg/mL.

Em 1983, Park, Mortatti e Sato estudaram a produgao da levana, a
partir de sacarose, utilizando a Zymomonas mobilis. Observaram que a variagao de
apenas 5°C na temperatura de incubacdo foi o suficiente para reduzir
significativamente a producédo de levana; podendo afirmar que a levanasacarase
apresenta uma expressao termo-responsiva (LI et al., 2006).

As condi¢gdes de produgdo podem influenciar na solubilidade da
levana; paradmetro observado no processo produtivo e aplicagao industrial. Bacillus
licheniformis podem produzir uma levana, insoluvel em agua, com potencial
aplicagao na recuperacgéo de dleo. Este EPS auxilia na obstru¢ado dos poros do solo,
durante o processo de recuperacao do dleo. A insolubilidade é essencial para que o
fluxo de agua, presente no solo, ndo remova o EPS. Os parametros observados para
a produgao da levana, insoluvel em agua, foram em temperaturas menores que
55°C, pH entre 6 e 9, pressao menor que 500 atm e concentragao de sais a 4%
(RAMSAY, COOPER e NEUFIELD, 1989; GHALY et al., 2007).

Em 1991, Takahama, Kuze e Okano caracterizaram a
levanasacarase do Bacillus natto. A condi¢cao otimizada enzimatica observada foi no
pH 6,2 a 35°C, na producdo de lactosacarase. A enzima permaneceu estavel na
faixa de pH 5,5-7,0 até 35°C.

Em 1992, Han e Watson verificaram diferentes fontes de carbono na

producao da levana microbiana. Os autores utilizaram a sacarose, caldo de cana e
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melago de beterraba; utilizando o Bacillus polymyxa. O microrganismo converteu
aproximadamente 46% da frutose, no meio contendo sacarose, em levana.
Entretanto, o rendimento da levana foi muito menor nos meios que continham caldo
de cana e melaco de beterraba.

Em 1996, Euzenat, Guilbert e Combes estudaram a producao de
fruto-oligossacarideos, pela levanasacarase obtida de B. subtilis. Duas variaveis
foram avaliadas quanto a producdo de levana; a temperatura e a concentragado de
sacarose. Foram testadas duas temperaturas, 37°C e 60°C e as seguintes
concentracdes de sacarose, 1; 1,3; 1,8; 2,25 e 2,6 molar. Os melhores rendimentos
da produgéao de levana (31,7%) foram obtidos nos valores 1,8 molar de sacarose, a
37°C, com 9,5 h de fermentacido. As analises de HPLC também demonstraram que
a levanasacarase produziu simultaneamente tanto a levana quanto fruto-
oligossacarideos (GP<50).

Choi, Sung e Choi (2001) verificaram a producédo de uma substancia
viscosa numa comida tipica coreana, o chungkookjang ou soja fermentada; também
conhecida como Natto no Japao. Através de estudos de filogenia descobriu-se que o
produtor dessa substancia era o Bacillus subtilis BS62. Extratos da soja fermentada
foram precipitadas com etanol, hidrolisadas com HCI 0,1 N ou invertase; em seguida
o hidrolisado foi analisado em cromatografia de camada delgada e troca-ibnica.
Verificou-se que esta substancia viscosa se tratava da levana. Os extratos da soja
fermentada foram obtidos fermentando-se a soja a 37°C com um dia de cultivo.

Shih et al. (2005) estudaram a produgao e caracterizagao de levana,
produzida pelo B. subtilis, isolada do Natto. Foram utilizados 20% (p/p) de sacarose
com 21 h de fermentacdo. O rendimento da levana foi entre 40-50 mg/mL. O produto
consistiu em duas fragcbes com diferentes massas molares (1794 e 11 KDa); a
quantidade da levana de maior massa molar declinava com o aumento do tempo de
fermentagcdo. Porém ambas as levanas, de maior e menor massa molar, eram
produzidas simultaneamente.

Recentemente tem-se usado o planejamento fatorial e a metodologia
de superficie de resposta para a otimizagdo da producdo de metabdlitos de
interesse. Um planejamento fatorial permite avaliar as contribuicbes de multiplos
fatores em uma ou mais respostas. Pode-se realizar um delineamento fatorial
completo ou fracionado com varios fatores em diferentes niveis. A superficie de

resposta modela os fatores com a resposta obtida; o objetivo & otimizar esta



25

resposta. Rahulan et al. (2009) otimizaram a produgcdo de uma peptidase de
Streptomyces gedanensis modulando os fatores concentragao do substrato, NaCl e
pH inicial.

Oliveira et al. (2007) realizaram um planejamento fatorial para a
producao de levana, a partir de Zymomonas mobilis, utilizando fontes de baixo custo
e regionais de carboidratos. Os autores utilizaram a sacarose comercial, caldo e
melaco de cana de acgucar como fontes de carbono. Os resultados indicaram a
obtencdo de 21,7; 15,5 e 2.6 g/L de levana para a sacarose comercial, melago e
caldo de cana de agucar respectivamente. O crescimento da biomassa, no caldo de
cana de agucar, foi 2,76 vezes maior em sacarose; justificando sua escolha mesmo
com o rendimento menor. Segundo os autores, a avaliacdo de certas variaveis,
numa resposta independente, torna-se necessaria para nao ocorrer uma
suplementacao desnecessaria dos meios de culturas; minimizando custos.

Melo et al. (2007) otimizaram a producdo de levana por um
planejamento fatorial 2*" variando as condi¢cdes de fermentagdo. Todos os fatores
testados; concentragdo de sacarose, temperatura e agitagdo, influenciaram a
producao de levana.

Borsari et al. (2006) estudaram a influencia das fontes de carbono na
producdo de levana por Zymomonas mobilis. Os autores utilizaram um modelo
fatorial 2° com um total de 8 experimentos. Os fatores estudados foram o processo
de fermentacao, concentragédo de caldo de cana de agucar e de sacarose em g/L; as
suas interagbes também foram consideradas. Os resultados demonstraram que o
fator caldo de cana teve um efeito positivo nas variaveis respostas. A melhor

producao foi de 40,14 g/L em 150 g/L de sacarose em fermentacéo batelada.

3.1.2 Aplicagéo dos Exopolissacarideos

Os exopolissacarideos, produzidos por microrganismos, apresentam
ampla aplicabilidade em diferentes setores da economia. Estes polissacarideos
bacterianos e fungicos tornam-se vantajosos para o emprego industrial; pois
apresentam propriedades semelhantes as do agar e caracteristicas reolégicas que

os tornam desejaveis na industria. Grande aplicagcdo pode ser observada na
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industria alimenticia; contribuem principalmente no aumento da textura, viscosidade
e elasticidade dos alimentos (DUBOC e MOLLET, 2001).

Vinarta et al. (2006) determinaram a capacidade dos
exopolissacarideos, produzidos pelo Sclerotium rolfsii, na redugao da sinerese
experimentada por massas cozidas durante o processo de refrigeragcdo. Houve
completa inibicdo ou reducdo de 91% da sinerese com o uso dos EPS. Tais
habilidades permitem que o produto alimenticio seja conservado por mais tempo
sem comprometimento das suas propriedades funcionais e sensoriais. Esses
autores ainda avaliaram a viscosidade oferecida pelos EPS a diversos solventes.
Houve um aumento da viscosidade em solventes como a agua, leite integral e
desnatado; além da caracterizagdo de um comportamento pseudoplastico. Estas
propriedades podem ser interessantes na melhora sensorial dos alimentos.

A industria oleifera também se beneficia do uso de EPS. Shah e
Ashtaputre, 1999, avaliaram as propriedades reolégicas dos EPS, produzidos pelo
Sphingomonas paucimobilis GS1, na exploragdo de oleo. Verificaram que os EPS
podem melhorar as propriedades do fluxo do fluido, utilizado na perfuragao, durante
o processo de extracao do 6leo. Os exopolissacarideos aumentaram a habilidade de
suspensao do sedimento, perfuragdo e tixotropia do fluido de perfuracédo. Tais
propriedades permitem que a exploragao de oleo seja mais eficiente. O processo de
recuperacao do 6leo também pode ser aumentado com a aplicacdo de EPS. Bacillus
licheniformis podem produzir uma levana, insoluvel em agua, com potencial
aplicacao na recuperacao de 6leo. Este EPS auxilia na obstrugcéo dos poros do solo
durante o processo de recuperacao do doleo. A insolubilidade é essencial para que o
fluxo de agua, presente no solo, ndo remova o EPS (RAMSAY, COOPER e
NEUFIELD, 1989; GHALY et al., 2007).

Exopolissacarideos microbianos podem, ainda, ser aplicados em
técnicas de imobilizagdo enzimatica. Cavalcante, Carvalho e Cunha (2006)
imobilizaram covalentemente a tripsina sobre uma membrana produzida pela
Zoogloea sp., em melago de cana. Os resultados fornecidos pelos filmes de EPS,
obtidos da Zoogloea sp., na imobilizagao da tripsina foram satisfatorios. As enzimas
apresentaram maior estabilidade térmica quando comparada com a enzima nativa e
nao demonstraram diminuigao da atividade apds sete ciclos de reutilizacao.

O uso destes filmes, obtidos a partir de EPS, vao além da sua

aplicagdo na enzimologia. Estas peliculas podem ser incorporadas em camadas
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protetoras e em embalagens de alimentos devido a sua potencialidade em aumentar
a vida de prateleira de alimentos. Um prazo de validade maior significa maiores
chances de lucro para as industrias. Nesta perspectiva, pesquisadores aplicaram o
EPS Kefirana na fabricagdo de biofilmes e avaliaram as variaveis que influenciam
nas caracteristicas reoldgicas dos filmes (PIERMARIA et al., 2008).

A preocupacdo ambiental tem crescido enormemente, na ultima
década, com o objetivo do desenvolvimento sustentavel. Para tal, torna-se
necessario o desenvolvimento de técnicas eficientes de descontaminacao. Destaca-
se a biorremediacdo que consiste na utilizacdo de seres vivos, ou seus
componentes, na recuperacao de areas contaminadas (KALOGERAKIS, PSILLAKIS
e ALVAREZ, 2005; JORDENING e WINTER, 2005). Shah et al. (2000) produziram e
caracterizaram um exopolissacarideo produzido por uma cianobactéria marinha, a
Cyanothece sp.. Concluiu-se que o fenbmeno de gelificagédo, produzido pelo EPS,
tem potencial aplicagédo na remogao de metais de solugdes. Mais de 90% do niquel,
cobre e cobalto puderam ser removidos de solugdes contendo respectivamente 22,5;
17,5 e 5,0 mg destes metais. Os exopolissacarideos, produzidos pela Cyanothece
sp., constituem entdo uma alternativa para descontaminagao de solugdes contendo
estes metais.

Yim et al. (2007) caracterizaram o modelo de biofloculagédo do EPS p-
KGO03 da Gyrodinium impudicum. Floculantes microbianos sdo uma alternativa para
a solugdo de problemas ambientais pois promovem a agregacao de particulas e
células em sua malha polimérica e neutralizam a carga das suas moléculas. Podem
se beneficiar, para o tratamento de residuos, industrias do campo quimico,
alimenticio, processamento de minerais, bem como o tratamento da agua. O EPS p-
KGO03 apresentou, como agente biofloculante, mais de 90% de atividade floculante
em suspensodes de Kaolin 0,5 mg/L — 1,0 mg/L; mesmo em baixas concentragdes.
Além de apresentar estabilidade quimica em pH acido (3,0-6,0), ampla faixa de
temperatura (4-90°C) e na presenga de agentes catidnicos.

A levana apresenta ampla aplicagdo industrial e tecnoldgica. Grande
destaque para industria alimenticia; aonde é utilizada como estabilizante, fixador de
sabores, cores e espessante para varios alimentos, inclusive pode ser usado na
elaboracao de produtos dietéticos por ser um polimero de frutana (HARRINGTON e
HEYL, 1999).
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A aplicagéo clinica da levana remonta desde a década de 50. Mattoon
et al. (1955) realizaram a sintese bacteriana de levana de massa molar
intermediaria, para aplicagdo como extensores plasmaticos. Sete cepas
apresentaram polissacarideos com taxas adequadas de pressdao osmotica e
quociente de viscosidade para aumentar o volume plasmatico. A aplicacado clinica
tem sido cogitada diante das caracteristicas funcionais no organismo humano. Pode
ser aplicado como agente anticarcinogénico e hipocolesterolemiante; auxiliando
assim tratamentos terapéuticos convencionais (OLIVEIRA et al., 2007).

Calazans et al. (2000) relacionaram a atividade antitumoral da levana
com a massa molar do EPS. Ocorreu uma faixa de massa molar com maxima
atividade contra o tumor. Nenhuma explicacdo satisfatoria foi encontrada para
relacionar a massa molar com a atividade antitumoral.

Maciel, 2008, realizou a sintese e caracterizacdo de particulas de
levana-magnetita. Neste estudo, a levana foi utilizada como revestimento de
particulas de magnetita e caracterizada através de microscopia eletrénica de
varredura (MEV), magnetometria, difracdo de raios-X (DRX) e espectroscopia na
regido do infravermelho (1V). Particulas magnéticas como a magnetita, revestida com
polissacarideos, estdao sendo usadas em numero crescente de aplicagdes médicas
(meios de contraste, para imagem de ressonancia magnética ou o tratamento de
cancer). O revestimento da magnetita, com polimeros, confere estabilidade as
particulas magnéticas; principalmente em meio fisioldgico.

EPS tém se destacado também em aplicagcbes em dispositivos de
liberagdo modificada de farmacos, na industria farmacéutica. Estes polimeros
naturais sao preferidos, em detrimento de polimeros sintéticos, devido ao baixo
custo, alta disponibilidade e auséncia de toxicidade (BRESOLIN et al., 2003). Os
polimeros microbianos apresentam propriedades desejaveis para a industria
farmacéutica. Podem atingir altas produgcdes em condigbes adequadas, obter EPS
especificos através de técnicas genéticas, produgdo pode ser controlada e né&o
dependem de condi¢des climaticas, etc. Dentre os polissacarideos microbianos, a
gelana, xantana e escleroglucana tém sido empregadas com resultados promissores
no controle da liberagao de farmacos.

A gelana é um polimero anibnico, secretado por Pseudomonas elodea,
comercialmente disponivel (Gelrite® e Kelcogel®) (BRESOLIN et al., 2003). Kumairr,

Satish e Shivakumar (2008) elaboraram um implante para a liberacao do farmaco
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metotrexato baseado na gelana. Este medicamento € um antagonista do acido félico
interferindo na sintese de DNA,; é usado para tratamentos de cancer e doencas auto-
imunes. O implante era formado de multiplas camadas de alcool polivinilico,
quitosana e gelana. Os resultados in vivo demonstraram que o metotrexato foi
liberado vagarosamente por um periodo de trinta dias, bem como ndo houve a
formagao de capsula fibrosa ao redor do implante.

A xantana é um exopolissacarideo produzido por fermentagdo da
bactéria Xanthomana campetris. Sua estrutura primaria € composta de uma cadeia
principal de unidades de glucose unidas por ligagdes B (1> 6). Pode ocorrer a
formagdo, em unidades alternadas, de uma cadeia lateral composta de um
trissacarideo formado por unidades de B-D-manose, (3-D-acido glucurénico e a-D-
acido manurénico (BRESOLIN et al., 2003). Sankalia, Sankalia e Mashru (2008)
estudaram a liberagdo modificada da glipizida, através de uma matriz de comprimido
constituida do EPS xantana. A glipizida € um hipoglicemiante oral utilizado para
pacientes que possuem diabetes. Os resultados sugeriram que a matriz do
comprimido, constituida de xantana, promoveu uma liberagao in vitro sustentada e
constante da glipizida por 12 h.

A escleroglucana € um polissacarideo exocelular secretado pelo
Slerotium rolfsii e apresenta uma cadeia principal formada por unidades de glucose,
unidas por ligagdes B (1> 6) (BRESOLIN et al., 2003). Casadei et al., em 2007,
sintetizaram e caracterizaram um gel derivado da escleroglucana. Este gel
objetivava a liberagcado modificada do Aciclovir. O aciclovir € um agente antiviral
altamente ativo in vitro contra o virus Herpes simplex (VHS), tipos 1 e 2, e 0 virus
Varicela zoster (VVZ). Os resultados sugeriram que este gel podera ser usado para

formulagdes de uso topico e implantes in situ.

3.2 LIBERACAO MODIFICADA DE FARMACOS

A liberacdo modificada de farmacos é a area do conhecimento que
estuda dispositivos que possuem uma liberacao sustentada e/ou uma liberagao
controlada do farmaco. O objetivo da liberagdo sustentada € manter a concentragao

plasmatica do farmaco a niveis constantes, bem como por tempos prolongados. A
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liberagdo do farmaco, nestes sistemas de liberacdo sustentada, pode demorar dias
até anos (JANTZEN e ROBINSON, 1996).

Nesta perspectiva, Ughini et al. (2004) desenvolveram e avaliaram
uma matriz de liberacdo sustentada composta de xantana e galactomanana
substituida; originarias respectivamente do Xanthomonas campestris € Mimosa
scabrella. O farmaco utilizado para a avaliacdo da liberacdo sustentada foi o
diclofenaco de sodio. O sistema matricial hidrofilico formado foi testado em
comprimidos e capsulas; contendo 50 e 100 mg de diclofenaco de sodio com os
seguintes valores de pH, 1,4; 4,0; 6,8. Os autores encontraram valores interessantes
para este sistema matricial a base de EPS; 78,6% e 35,1% do farmaco foram
liberadas depois de 24h para comprimidos e capsulas respectivamente. Os autores
concluiram ainda que o mecanismo de erosdao exercesse um papel determinante
para liberacdo do farmaco, bem como a influéncia da quantidade de biopolimeros
nestas formulagdes. A quantidade do farmaco e o pH também foram variaveis
importantes; os meios acidos promoveram uma cristalizagdo intramolecular do
diclofenaco de sodio, prejudicando sua expulsdo do dispositivo de liberagéo
modificada.

A liberacao controlada objetiva definir a concentracao do farmaco
num tecido especifico; ou seja, a liberagdo € sitio-especifica (JANTZEN e
ROBINSON, 1996). Liberagdes sitio-especificos oferecem ao paciente um melhor
gerenciamento na liberacdo do farmaco com reducdo da dose, menos efeitos
adversos ao medicamento (RAM), melhores respostas terapéuticas, maior
flexibilidade posologica e melhor estabilidade quimica (OLIVEIRA, 2006). Colinet et
al. (2007) desenvolveram e avaliaram a estabilidade de géis pH-dependente
formados de escleroglucana e borato; para liberagao controlada. A escleroglucana é
um exopolissacarideo produzido principalmente por microrganismos do género
Sclerotium. A estabilidade do gel foi verificada em fungdo do pH, concentragdo do
EPS e borato. Os autores encontraram que o gel apenas se dissolvia em meios
alcalinos; dada a conformacgdo que a escleroglucana adquiria nesta faixa de pH.
Ainda segundo os autores, a erosao, um importante mecanismo na liberagao
controlada, foi facilmente modulada através da densidade da rede polimérica e pH.

Ha uma ampla variedade de sistemas de liberacdo modificada de
farmacos utilizados na industria farmacéutica. Nestes sistemas incluem-se os

lipossomas, nano e microparticulas, microesferas biodegradaveis, bombas
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osmoticas, filmes célon-especificos, sistemas transdérmicos, pré-farmacos, sistemas
poliméricos matriciais, entre outros (DELUCIA, 2007).

Pitarresi et al. (2007) prepararam e caracterizaram um modelo de
hidrogel com dextrana, proveniente de Leuconostoc spp., e derivados de
poliaspartamida para a liberagdo colon-especifica de farmacos. Dextranas sao
polimeros de glucose unidas por ligacdo glicosidicas a (1->6) e que podem ser
degradadas por dextranases produzidas pela microbiota do célon. Para reticulagéo
destes polimeros e conseguinte formagédo do hidrogel; foi preparada uma solugéo
aquosa que foi exposta a uma irradiagdo com o comprimento de onda de 313 nm. A
reticulacdo foi confirmada por anadlises de espectroscopia no infravermelho. Os
autores utilizaram o dipropionato de beclometasona, usado no tratamento de
doencas inflamatérias do célon, para estudar o perfil de liberacido do sistema; a
droga foi liberada por até 24 h, bem como apresentou-se sitio-especifica.

Coviello et al. (2005) desenvolveram e caracterizaram uma matriz
geélica contendo escleroglucana carboxilada e calcio, para liberacdo de farmacos. A
escleroglucana modificada foi capaz de formar gel na presenga do ion, pois o calcio
agiu como agente reticulante entre os grupos carregados negativamente (grupos
carboxilas) presentes nas cadeias vicinais; formando zonas de jungdo. Foram
utilizadas duas substancias modelo para a determinagao do perfil de liberagao; a
teofilina e mioglobina. A teofilina € um potente broncodilatador amplamente utilizado
em doengas pulmonares; a mioglobina € uma proteina globular transportadora de
oxigénio. Os autores, através do uso dessas substancias modelo, determinaram que
a modulagdo da liberagdo esta intimamente relacionada com as dimensdes
moleculares.

Ringe e Randuz (2006) estudaram as nanoparticulas, contendo
dextrana, para liberagdo modificada de farmacos. O autores objetivaram criar um
sistema de distribuicdo para o tratamento da transfec¢ao celular; processo na qual
células eucaridticas sao infectadas por DNA ou RNA viral. As nanoparticulas foram
obtidas por um processo de microemulsionamento éleo/agua. As microemulsdes séo
sistemas constituidos por dois liquidos imisciveis, um disperso formando a fase
continua e o outro na forma de microgoticulas. Os autores obtiveram maior
estabilidade do sistema, contendo dextrana, para o acondicionamento da

daunorubicina; um quimioterapico utilizado na reducéo de tumores.
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Dentre os dispositivos de liberagdo usados na atualidade, tem se
destacado o uso de filmes colon-especificos (WEI et al., 2008). Estes filmes de
liberacdo colon-especifica apresentam em sua composi¢cdo um polimero pH -
dependente ou tempo dependente aditivado com algum substrato que ¢é
biodegradado especificamente pela microflora colénica. A garantia que o substrato
sera atacado, apenas na regido coldnica, € que este € constituido de uma microflora
unica e complexa, abrigando mais de 500 espécies bacterianas, com crescimento
ostensivo de microrganismos anaerobicos (QUINTANILHA et al., 2007).

Mundargi et al. (2007) desenvolveram um sistema coélon-especifico
para o tratamento da amebiase; uma doenga que pode afetar o intestino, causada
pela Entamoeba hystolitica. Os autores utilizaram o Eudragit-L 100 e diversos
substratos, com destaque a goma xantana; um heteropolissacarideo obtido por
fermentacdo aerdbica do Xanthomonas campestris. O farmaco estudado neste
estudo foi o metronidazol; principal terapia em casos de amebiase. Os autores
encontram que o perfil de liberagcdo estava relacionado com a natureza e
concentracdo dos biopolimeros usados nas formulacdes. O dispositivo composto de
xantana, revestido com o copolimero goma guar-acido metacrilato, mostrou uma
liberagéo do farmaco em torno de 30-40% durante as primeiras 4-5 h; o revestimento
entérico possibilitou uma diminuicdo de 18-24% no perfil de liberacao.

Alguns biopolimeros podem trazer vantagens para os filmes. Tong,
Xiao e Lim (2008) estudaram as propriedades de filmes contendo pululano, alginato
e carboximetilcelulose. O pululano é um homopolissacarideo exocelular produzido
pelo microrganismo Aureobasidium pullulans. Os resultados sugerem que os filmes
contendo pululana foram mais fortes do que os filmes constituidos apenas de
alginato e carboximetilcelulose, principalmente na forga tensil e quebra por
alongacado. A permeabilidade ao vapor de agua foi baixa para o filme puro de
pululano (4,4.10'7 gm/ Pah m2) quando comparado a blenda polimérica contendo
plastificante glicerol (4,2.10°g m/ Pa h m?).

As condig¢des idéias, inerentes a fisiologia do ambiente colénico, que
o tornam uma regiao propicia a liberagao de farmacos sao: pH proximo do neutro,
tempo lento de transito intestinal, baixa atividade enzimatica proteolitica; bem como
a presenca de substratos anabdlicos ao metabolismo bacteriano, que fazem com
que o ambiente colonico seja amplamente diversificado, uUnico e complexo,

abrigando mais de 500 tipos de espécies bacterianas, com crescimento ostensivo de



33

microrganismos anaerébicos (TUOHY et al., 2003; MANNING e GIBSON, 2004;
QUINTANILHA, 2007). O ambiente colbnico esta situado no intestino grosso e é
responsavel pela absorgdo de agua e eletrdlitos das fezes (MOORE e DALLEY et
al., 2001).

Intestino Grosso

Colon transverso «_

ascendente

Célon__—
descendente

Colon
sigmoide

Reto”

Awisn =

Figura 5 — Diagrama representativo do célon (MERCK, 1996)

Considerando as caracteristicas fisiolégicas do ambiente coldnico,
Singh, Trombetta e Kim (2004) investigaram um dispositivo a base de gelana, para
liberagao sitio-especifica da Azatioprina. A gelana consiste em unidades repetidas
de B-(1>3) glucose, B-(12>4) — D — acido glucurbnico, B-(1->3) ramnose com
residuos de acetato, acetil e glicerato ligados a residuos de glucose adjacentes ao
4cido glucurénico. E produzida pelo Sphingomonas paucimobilis e é célon -
especifica, pois € susceptivel as galactomanases produzidas pelas bactérias do
ambiente col6nico. O sistema era constituido de um polimero pH-dependente
(Eudragit (R) S-100) e a gelana; substrato susceptivel ao ataque enzimatico da
microflora colbnica. Os dispositivos foram caracterizados quanto a morfologia,
através da microscopia eletrénica de varredura, e comportamento ante a um fluido

de simulacéao colbénica (FSC); na presenca e auséncia das galactomanases.
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Neste estudo, os autores constaram que, num periodo de 2 h de
liberacdo, houve 10% maior quantidade da droga no meio FSC contendo
galactomanases; mostrando a contribuicdo da gelana para a colon especificidade do
sistema. A Azatioprina tem suas propriedades antileucémicas e antiinflamatorias
melhoradas quando liberadas no ambiente colbnico.

Outra diferenga significativa que faz do célon uma regiao ideal para
a liberagdo de farmacos, esta no sistema venoso. A drenagem da regido distal do
TGl é realizada predominantemente pelo sistema linfatico, enquanto, na regiéo
proximal, é feito pela veia porta — hepatica e sistema linfatico. Sendo assim,
farmacos lipofilicos introduzidos na regido distal do TGI, sofrerdo menos
biotransformagao hepatica (efeito de primeira passagem) e melhorardo sua
biodisponibilidade em caso de algum tratamento sistémico (GERSHKOVICH et al.,
2007).

Biotransformagdao ou metabolismo de farmacos, segundo conceito
moderno, € toda alteragdo quimica que os farmacos sofrem no organismo,
geralmente por processos enzimaticos. O principal local de biotransformacéo, sem
duvida, é o figado; um 6&rgédo que encerra numerosas enzimas. Durante a
biotransformacdao, de regra, aparecem metabdlitos mais polares e mais
hidrossoluveis, os quais s&o facilmente excretados pelos rins. Assim,
fisiologicamente, pode-se dizer que a biotransformagdo é um mecanismo de defesa
do organismo que acelera a eliminagcédo de substancias estranhas. Quando se pode
diminuir o processo de biotransformagdo de um determinado farmaco, pode-se
aumentar o seu efeito terapéutico. O cdlon, pelas caracteristicas fisiolégicas da sua
drenagem venosa, € ideal para diminuir o processo de biotransformagao e assim
minimizar a inativagdo do farmaco pelo organismo (DELUCIA, PLANETA e FILHO
2004).

A microflora colbnica € constituida principalmente pelas
bifidobactérias e lactobacilos. Sdo responsaveis principalmente pela protecao do
célon, pois impedem a proliferagcdo de bactérias consideradas patogénicas, dentre
elas: Salmonella, Clostridium e algumas cepas de Eubactérias. A microflora colénica
apresenta um papel essencial para que um filme seja denominado colon-especifico;
pois estas bactérias sao produtoras de enzimas redutoras e hidroliticas que
participam do processo de degradacao fermentativa de algum componente presente

no filme.
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Dentre as substancias que sédo susceptiveis as enzimas redutoras e
hidroliticas, da microflora col6nica, estdo os inUmeros grupos de nutrientes como o
amido resistente, alguns oligossacarideos e polissacarideos n&o-amilaceos (JAIN,
GUPTA e JAIN, 2007; VARDAKOU et al., 2007). Nesta degradagao fermentativa
enzimatica sdo produzidos grandes quantidades de acidos graxos de cadeia curta
(AGCC). Estes AGCC podem ser absorvidos pelo epitélio do célon e serem usados
como fonte de energia (MANNING e GIBSON, 2004; OUWEHAND et al., 2005).
Outros beneficios, dos AGCC, estdo o controle do transito intestinal (volume e
frequéncia), aumento da biodisponibilidade de minerais, controle da motilidade da
mucosa, aumento da proliferagdo celular epitelial, modulacdo das fungdes
endocrinas e imunes (ROBERFROID et al., 2002).

Basan, GUmusderelioglu e Orbey (2007) avaliaram as caracteristicas
de liberagdo de um hidrogel a base de dextrana; sensivel a degradagao fermentativa
colénica. O farmaco utilizado foi a calcitonina; horménio polipeptidico composto de
32 aminoacidos. Os autores encontraram que o sistema foi conveniente para
liberagdo coblon-especifica da calcitonina, pois a dextrana apresentou
biodegradabilidade no ambiente colénico. O agente reticulante utilizado foi o
epiclorohidrina; formando o complexo dextrana-epiclorohidrina. A reticulagao foi
estudada em diferentes temperaturas, bem como na presencga ou nao de etanol. As
melhores condi¢cdes para a reticulacdo foram encontradas a 10°C na presenca de
etanol; pois a epiclorohidrina foi melhor dissolvida em etanol. As propriedades de
hidratacdo foram de grande importancia para embebedar o hidrogel com uma
solucdo aquosa de calcitonina.

Algumas patologias e respectivos tratamentos farmacoldgicos, que
podem se beneficiar pelo uso de filmes para liberagcdo modificada de farmacos,
estdo apresentados na Tabela 1. Dentre estas patologias citam-se: sindrome do
intestino irritavel (Sll), céncer colo-retal, doenca de Crohn e colite ulcerativa
(FRIEND, 2005).

Estas varias afec¢gdes podem comprometer o célon com quadros de
inflamacdes crénicas (edemas, fistulas e formagao de ulceras). Sdo acompanhadas
muitas vezes de colicas abdominais recorrentes e diarréias. A Sll é uma
perturbagdo da motilidade de todo o trato gastrintestinal que provoca dor abdominal,
prisdo de ventre e diarréia. Esta doencga tem trés vezes mais incidéncia em mulheres

do que homens. O ftrato intestinal fica sensivel a muitos estimulos (estresse,
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alimentagao, farmacos, horménios, etc). A doenca de Crohn é uma inflamacéao
crbnica da parede intestinal. Nas ultimas décadas, a incidéncia desta doenca
aumentou tanto nos paises ocidentais como nos orientais. As causas da doenca
centram-se em trés possibilidades: disfungcdo do sistema imunitario, infeccido ou
dieta alimentar. A colite ulcerativa € uma doenca crénica em que o intestino se
inflama e forma ulceras. Provocam diarréias com sangue, colicas e febre. As
complicagbes incluem hemorragia maci¢a, perfuragdo intestinal e infeccéo
generalizada (MERCK, 1996). As formulagbes farmacéuticas disponiveis atualmente,
para tratamento destas doencas sdo: formulacdes orais de liberagdo lenta ou
enemas de uso retal (Tabela 1). Estes tratamentos tradicionais nao sdao normalmente
sitio — especificos e tem alta frequéncia de efeitos colaterais (JAIN, GUPTA e JAIN,
2007).
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Tabela 5 — Principais doengas colbnicas, sintomas e tratamento farmacolégico
utilizado (JAIN, GUPTA e JAIN, 2006).

Doencas

Sintomas

Farmacos e agentes ativos

Doenca de Crohn

Colite Ulcerativa

Sindrome do intestino
irritavel (SlI)

Cancer Colo - retal

Diverticulite

Doenca de
Hirschsprung

Diarréia, dor e distensao
abdominal, ulcera, fezes
sanguinolentas, perda de
apetite e peso

Inflamacgéo e hemorragia retal

Dor e distensdo abdominal,
constipacao, diarréia,
flatuléncia, sensacao de
inchaco — pessoas com S|
podem apresentar periodos
de alternancia entre
constipacgao e diarréia

Mudang¢a nos habitos
intestinais, fezes estreitas ou
sanguinolentas, hemorragia
retal, inexplicavel perda de
peso, distensdes e gases
abdominais, dores
abdominais acompanhadas
de peristaltismo

Formacao do diverticulo no
colon devido a infeccao
bacteriana

Formas severas de
constipagdes — peristaltismo
ocorrem emtornode 1a 2
vezes por semana

Hidrocortisona, Budenosida,
Prednisolona, Sulfasalazina,
Olsalazina, Mesalazina,
Balsalazida, Infliximab

5 — Acido Amino Salicilico,
Sulfasalazina, Balsalazida,
Infliximab, Azatioprina,
Mercaptopurina

Diciclomina, Hioscina,
Propantelina, Cimetrdpio,
Mebeverina, Trimebutina,
Escopolamina, Alosetron,
Tegaserod

5 — Fluoruracil, Leucovorin,
Oxaliplatino, Irinotecano,
Bevacizumabe, Cetuximabe

Sulfametoxazol +
Trimetoprima, Metronidazol

Metronidazol, Vancomicina,
Loperamida, Toxina
botulinica

Visando o tratamento da colite ulcerativa, Varshosaz et al. (2008)

desenvolveram um dispositivo de

liberacdo cdélon especifico.

Os autores
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desenvolveram um pro-farmaco a base de dextrana. Pro-farmacos sao farmacos que
se encontram na sua forma inativa quando administrados, porém sao ativados
quando sofrem alguma biotransformacédo in vivo. A budesonida, um potente
glicocorticéide usado no tratamento da colite ulcerativa, foi conjugado com a
dextrana; susceptivel ao ataque hidrolitico pela microflora coldnica. Os autores
avaliaram que a dextrana foi altamente eficaz na promocgao da célon-especficidade
promovida a budosenida; tais farmacos apresentam baixa eficiéncia quando
administrados isoladamente. A massa molar do EPS contribuiu para o sucesso do
sistema. Dentre as massas molares testados para a dextrana (10.000, 70.000,
500.000), a dextrana de massa 70.000 mostrou-se com melhores caracteristicas de
solubilidade e melhor perfil de liberagdo. Os conjugados foram estaveis nos tampdes
HCIl 0,1N e tampao fosfato pH 6,8; a degradacdo se deu inicio em condi¢des
colbnicas; tampéao fosfato pH 7,4, 37°C com 6 h de incubacéo.

Os filmes sao formados a partir de dispersdes poliméricas aquosas.
As particulas permanecem separadas no inicio da dispersao polimérica, no entanto,
durante o processo de evaporacdo, as particulas dos constituintes soélidos das
dispersdes coalescem; formando o filme. Para o processo de evaporacao, leva-se
em conta a TMF (temperatura minima para formagao do filme polimérico) que é
responsavel pela coalescéncia individual e gradual dessas particulas.

Filmes moldados em temperaturas diferentes da TMF podem
apresentar caracteristicas indesejaveis (friavibilidade, opacidez,...). A coalescéncia
das particulas poliméricas é essencial para se obter flmes homogéneos. Os filmes
podem ser obtidos por espalhamento sobre varias superficies: teflon, vidro e folha de
aluminio (LAMIN, 2006). Além da adicdo de substratos colon-especificos, filmes
poliméricos podem ser aditivados com plastificantes trazendo uma melhora na
termodinamica do material, assim como na diminuicdo da forga tensil, aumento do
alongamento, flexibilidade dos filmes e coalescéncia (SATTURWAR et al., 2003). A
escolha do plastificante ideal é primordial para o desempenho eficiente do processo
de revestimento. Sua escolha depende da capacidade de solvatar o polimero e
alterar as interagdbes de suas cadeias. Para otimizagcdo das caracteristicas
desejadas, pode-se alterar o tipo e a concentragdo dos plastificantes usados na
fabricacdo do biofiime. O plastificante, quando n&o escolhido de forma adequada,
pode diminuir a temperatura de degradagao das amostras; diminuindo a estabilidade
térmica do material formado (LAMIM, 2006).
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Ensaios podem ser feitos, respaldados na literatura, para avaliagcao
dos filmes colon-especificos. Tem sido feito o indice de intumescimento (li), em
diferentes meios de simulagdo das condi¢des fisiologicas do trato gastrintestinal,
juntamente com o ensaio de transmissdo de vapor d'agua (TVA). Estas
metodologias sédo consideradas de baixo custo e de grande valor analitico
(OLIVEIRA, 2006). Tais metodologias sao empregadas eficientemente na
caracterizacao de filmes aditivados com substratos susceptiveis a microflora
colbénica. Os resultados destes estudos podem verificar um aumento de potencial
célon-especifico do filme aditivado (AKHGARI et al., 2006).

O intumescimento ou hidratagcdo constitui caracteristica
imprescindivel ao acesso e consequente favorecimento ao ataque do filme pela
microflora colénica. Pode variar conforme densidade da reticulagao, carater ibnico do
polimero e osmolaridade (HUANG, YU e XIAO, 2007). O intumescimento ou
hidratacdo dos filmes podem ser avaliados em diferentes meios do TGI. Filmes
célon-especificos devem possuir baixa hidratagdo em fluidos de simulagédo gastrica
(FSG) e fluidos de simulacdo intestinal (FSI). Porém devem ter um aumento
significativo da hidratagdo quando presentes em fluidos de simulagdo do cdlon
(FSC) (AKHGARI et al., 2006).

Hirsch et al. (1999) investigaram a degradag&o microbiologica de
uma dextrana modificada, a laurildextrana, e de uma galactomanana reticulada para
revestimento de substancias destinadas a liberacdo coélon-especifica. Os autores
encontraram que o revestimento reticulado obteve um indice de intumescimento
entre 309-520%, enquanto o revestimento, contendo apenas a laurildextrana com
grau de substituicdo 0,12 e 0,40, apresentou um indice de intumescimento de 50-
195%. Os autores encontraram ainda que a laurildextrana, com baixo indice de
intumescimento, exibiu baixa taxa de dissolugdo do farmaco testado, bem como a
degradabilidade colon-especifica. Os autores verificaram que a dissolugao segue as
leis de difusdo que o sistema possui em ambientes aquosos; a solubilidade do
farmaco é um fator também a ser considerado.

O ensaio TVA determina a permeabilidade do filme a agua, avalia a
efetiva mobilidade na matriz polimérica. Oferece um indice no qual € possivel avaliar
a mobilidade da membrana relacionando o espago de volume livre com as moléculas
de vapor de agua (MONDAL e YONG, 2006). A TVA esta intimamente relacionada

com a hidrofilicidade dos polimeros presentes no filme. Filmes aditivados com
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polimeros, contendo altas proporgdes de grupos hidroxilas (OH’), podem aumentar a
TVA; estes polimeros polihidroxilados formam pontes de hidrogénio com a agua. O
uso de plastificantes pode influenciar o indice de TVA de um filme. Os plastificantes
podem diminuir a TVA de uma pelicula por originar estruturas mais compactas nas
cadeias poliméricas, pois possibilitam a coalescéncia maior das particulas
poliméricas. Filmes contendo alta resisténcia a transmissao de vapor d'agua (TVA)
sao incapazes da liberagdo prematura de um farmaco revestido com uma pelicula
colon-especifica. Sendo assim, os valores do ensaio de TVA nos dao valores
valiosos para inferir o comportamento do filme contra a umidade do ambiente
fisiolégico (AKHGARI et al., 2006).

Zenkiewicz e Richert (2008) aplicaram a metodologia de TVA para
filmes nanocompdsitos a base de polilactato. Polilactatos sdo biopolimeros obtidos
da fermentagao do acido lactico, obtido por fermentacéo bacteriana da glicose. Os
autores concluiram que a TVA esta ligado a hidrofilicidade, estrutura e tamanho
molecular dos biopolimeros.

Outras areas do conhecimento aplicam exopolissacarideos em
filmes. O campo de tecidos modificados tem se desenvolvido rapidamente desde a
década passada, e muitas pesquisas caminham para criar uma vasta variedade de
tecidos vivos de substituicdo; trazendo novas alternativas de aplicagéo clinica. Estes
tecidos sdo baseados na associacdo de polimeros sintéticos condutores e
exopolissacarideos. O compdsito resultante apresentara a habilidade de estimulagao
elétrica, conferida pelo polimero sintético, com a atividade bioldgica, conferida pelo
EPS. Dentre as atividades biolégicas desejadas estdo o aumento da angiogénese
(desenvolvimento de vasos sanguineos). Neste sentido, Franga (2007) estudou a
producdo de filmes automontados, constituidos por polianilina, aditivados com o
exopolissacarideo botriosferana; uma glucana caracterizada como (1->3; 1->6)-B-D-
glucana (BARBOSA et al.,, 2003). O autor obteve resultados satisfatérios na
producdo do filme; constatando uma boa associacdo do polimero ao
exopolissacarideo.

Filmes aditivados com exopolissacarideos também sao usados na
industria alimenticia; constituem uma alternativa para o acondicionamento de
alimentos. Estes biomateriais contribuem para o aumento da vida de prateleira dos
alimentos, bem como minimizam as consequéncias ambientais. Nesta perspectiva,

Piermaria et al. (2009) desenvolveram e caracterizaram um filme baseado na
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kefirana. A kefirana € uma glucogalactana obtida a partir da fermentagao de graos
de kefir. A kefirana foi apta para formar filmes nas concentragdes de 5 a 10 g/Kg. Os
filmes foram caracterizados quanto as suas caracteristicas reologicas, fisico-
quimicas (umidade, atividade de agua, espessura e transparéncia), caracterizagéo
da micro-estrutura (microscopia eletrénica de varredura e grau de cristalinidade),
permeabilidade do vapor de agua e propriedades mecanicas. Os filmes também
apresentaram comportamento pseudoplastico.

Além de EPS, fiimes tém sido aditivados com peptideos
denominados de pediocinas, provenientes do Pediococcus sp.; tais filmes podem
apresentar atividade antimicrobiana e trazer assim melhores perspectivas no
acondicionamento de frios (SANTIAGO-SILVA et al., 2009).

Considerando as citagdes de que a levana apresenta caracteristicas
fisico-quimicas para aplicagao biotecnoldgica e a alta produgao por microrganismos,
aliado a sua aplicabilidade em filmes colon-especificos para liberagcdo modificada de
farmacos, este trabalho produziu levana de B. subtilis NATTO para desenvolvimento

de filmes célon-especificos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Microrganismo

O microrganismo Bacillus subtilis, utilizado neste estudo, foi isolado
do alimento japonés Natto pelo Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina. Sua identificacdo foi realizada pelo Instituto
André Tosello — Campinas, SP (ANEXO A).

4.1.2 Meios de Cultura

4.1.2.1 Meio de preservacao (Agar nutriente)

Constituinte Concentracao
Peptona 5049
Extrato de carne 3,09
Agar 20g

Agua destilada 1000 mL




4.1.2.2 Meio para obtencgao do pré — indculo (CALAZANS et al., 2000)
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Constituinte Concentracao
Sacarose 100,0 g
Extrato de levedura 20g9
KH2PO4 2049
(NH4)2SO4 1 ,0 g
MgS0O,4.7H,0O 0,59

Agua destilada (qgsp) 1000 mL

4.1.2.3 Meio de fermentacao (EUZENAT, GUILBERT e COMBES, 1996)

Constituinte Concentracao
Sacarose 400,0g
Extrato de levedura 20g9
KH2PO4 1,09
(NH4)2SO4 3,0 g
MgS0O,4.7H,0O 0,06 g
MnSO, 0,02 g

Agua destilada (gsp) 1000 mL
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4.1.3 Ensaios de Citotoxicidade e Mutagenicidade

4.1.3.1 Cultivo celular

Foram utilizadas, para os ensaios de mutagenicidade e
citotoxicidade, células de ovario de Hamster chinés, CHO-K1, fornecidos pelo
Laboratério de Mutagénese da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo. As células foram cultivadas como monocamada em

frascos de cultura de tecidos de 25 cm?.

4.1.3.2 Meio de cultura

Foi utilizado, como meio de cultura das células CHO-K1, 1 pacote do
F-12 Nutrient Mixture (DMEM) fabricado pela GibcoBRL®.

Constituinte Concentracao
Meio de cultura 1 pacote
NaHCO3 1,29

Solugao Antibidtica-antimicética GibcoBRL® cat.: 15240-096 1mL

Agua destilada q.s.p. 1000 mL




Observacgdes:

cultura das células CHO-K1.

4.1.3.3 Solucdo salina balanceada (PBS) livre de Ca*? e Mg®*
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Foi adicionado 10% de soro bovino fetal (GibcoBRL®) no meio de

Constituinte Concentracao
KCI 029
KH2P04 0,2 g

NaCl 804
N32HPO4 1,15 g

H,O deionizada q.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 7,4.

4.1.3.4 Solucdo balanceada salina de Hanks sem Ca*?e Mg?*

Constituinte Concentracao
KCI 044
KH2P04 0,06 g

NaCl 8,049
NaHCO3 0,35g
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Na;HPO,4.7 H,0 0,099
D-Glucose anidra CeH1206 109
Fenol Vermelho 0,0012 g
H,O deionizada q.s.p. 1000 mL

O pH foi ajustado para 7,4.

4.1.3.5 Tripsina EDTA 0,025%

Adicionar a 1000 mL de Solugao salina de Hanks:

Constituinte Concentracao
EDTA — Titriplex C10H14N2N8206.2 Hzo 0,1 g
Tripsina (1:250) GibcoBRL car.: 27250-042 0,25¢

4.1.3.6 Solugdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bomidico)
(Sigma®) 3,33 g/mL

0,005 g de MTT foi solubilizado em 5 mL de PBS. A solugao foi
encaminhada para filtragem em papel filtro. Em seguida, foi adicionado meio de

cultura sem soro bovino fetal.



4.1.3.7 Citocalasina 300ug/mL

47

Constituinte Concentracao
Citocalasina 2mg/mL (Sigma®, CAS:14930-96-2) 300 pL

PBS 1,7 mL
4.1.3.8 Solucdo Hipotonica de Citrato de Sédio 3,4.10% M

Constituinte Concentracao
Na3C6H507.2H20 10 g

H,O deionizada q.s.p. 1000 mL
4.1.3.9 Fixador Metanol-Acido Acético 3:1

Constituinte Concentracao
Metanol 30 mL

Acido Acético glacial 10 mL




4.1.4.0 Tampao de Sorensen
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Constituinte Concentracao
KH2P04 5,26 g
N32HPO4 8,65 g

H,O deionizada q.s.p. 1000 mL
Ajustado o pH para 7,0

4.1.4.1 Giemsa

Constituinte Concentracao
Giemsa 3,09
Glicerina 162 mL
Observacoes:

Em frasco ambar, o giemsa foi misturado a glicerina em banho-maria

60°C overnight. Posteriormente,

homogeneizado.

adicionado 252 mL de metanol e
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4 .1.4.2 Corante final de Giemsa 5%

Constituinte Concentracao
Tampao de Sorensen 50 mL
Giemsa 2,5mL

4.1.5 Materiais para Formacao e Analise dos Filmes

Os materiais que foram usados s&o: Eudragit® RS 30D (copolimero
acrilato-metacrilato com grupos amoénio quaternario tipo B, USP/NF/R6hm Pharma,
Darmstadt — Alemanha), Eudragit® FS 30D (copolimero aniénico baseado no
acrilato-metacrilato, metil-metacrilato e acido metacrilito, Evonik®), Citrato de trietila
(TEC) (Morflex® — EUA), Fluido de Simulacédo Gastrica (FSG) e Fluido de Simulagéo

Intestinal (FSI) preparado de acordo com a farmacopéia americana USP 23°edicao.

4.2 METODOS

4.2.1 Preservagao do Microrganismo

A preservagao do B. subtilis foi realizada no meio 4.1.2.1, a uma
temperatura de 37 °C. Apés crescimento, as culturas foram mantidas a temperatura

de 4 °C sendo repicados a cada 45 dias. A pureza foi verificada por teste de gram.
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4.2.2 Pré — In6culo

O pré — indculo foi obtido através de fermentacdo por batelada, em
erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio de fermentacéo (4.1.2.2) durante
48 horas a 37 °C. Para o processo de inoculagao, o pré — indculo foi centrifugado a
4300 g por 20 min. O precipitado de células foi re-suspenso em NaCl 0,9% e a
concentracido das células foi calculada por turbidimetria a 400 nm comparada a uma

curva padrao de biomassa. Todos os in6culos foram padronizados em 0,2 g/L.

4.2.3 Producdo de Levana através do Planejamento Fatorial e Analise por

Metodologia de Superficie de Resposta (MSR)

Para otimizar as condi¢cées de producdo de levana, pelo B. subtilis
NATTO, foi aplicado um planejamento fatorial e andlise por metodologia de
superficie de resposta (BOX, HUNTER e HUNTER,1976). A significancia dos efeitos
das variaveis independentes: tempo de cultivo e concentracdo de sacarose, na
producdo de levana, foram avaliadas em cultivos submersos, no meio descrito
4.1.2.3; variando-se a concentragado de sacarose conforme planejamento proposto.
Foi utilizado um planejamento fatorial completo com dois fatores em trés niveis de
variagdo 2°, para identificar os efeitos das variaveis na producdo de levana. Os
valores das variaveis independentes, pontos fatoriais e centrais, para o tempo de
cultivo (X1) foram 12, 24 e 36 horas e para a concentragdo de sacarose (X2) foram
100, 200 e 300 g/L (Tabela 2). As fermentacdes foram realizadas em erlenmeyers
de 250 mL com 50 mL de meio a 37°C e 150 rpm. A concentracdo de levana,
inferida pela concentracdo de unidades de frutose, foi escolhida como variavel
dependente e dosada do sobrenadante apds interrupcdo da fermentacdo com

proteases e conseguinte filtragao.
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Tabela 6 — Delineamento fatorial completo 32 para avaliar os efeitos das variaveis
tempo de cultivo (X1) e concentragdo de sacarose (Xz) na producéo de
levana por B. subtilis NATTO.

*) Variaveis codificadas Variaveis Originais
Ensaios
X1 X2 Tempo Concentracao
(h) (/L)

1 -1 -1 12 100

2 1 -1 36 100

3 -1 1 12 300

4 1 1 36 300

5 0 1 24 300

6 0 -1 24 100

7 1 36 200

8 -1 0 12 200
9(C) 0 24 200

(*) Os ensaios foram aleatorizados

Apos obtencédo das respostas do primeiro planejamento fatorial, foi
realizado o steepest ascent (caminho da maxima inclinagado ascendente), seguido de
um planejamento fatorial fracionado de segunda ordem (2%) com dois pontos centrais
localizados e pontos estrela (Tabela 3). As mesmas variaveis do delineamento
fatorial estatistico inicial foram testadas. A analise estatistica dos dados foi realizada

utilizando-se o software Statistic 6.0.
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Tabela 7 — Delineamento fatorial fracionario 22 com pontos estrela para avaliar os
efeitos das variaveis tempo de cultivo (X1) e concentragdo de sacarose
(X2) na producao de levana por B. subtilis NATTO.

*) Variaveis codificadas Variaveis Originais
Ensaios
X1 X2 Tempo Concentracgao
(h) (/L)
1 -1 -1 8 200
2 -1 1 8 600
3 1 -1 24 200
4 1 1 24 600
5 -1,8 0 1°36™ 400
6 1,8 0 30°24™ 400
7 0 -1,8 16 40
8 0 1,8 16 760
9(C) 0 0 16 400
10 (C) 0 0 16 400

(*) Os ensaios foram aleatorizados

4.2.4 Fermentagao em Escala Maior

Fermentagdes na obteng¢ao da levana foram realizadas em batelada
a partir do ponto 6timo observado no planejamento fatorial e superficie de resposta
(meio descrito em 4.1.2.3). A sacarose utilizada foi a comercial. A pré-inoculagao foi
realizada conforme item 4.2.2. Foram usados erlenmeyers de 2 L com volume de
trabalho de 500 mL. As condi¢cdes de fermentacédo foram: temperatura de 37°C, 16
h, a 150 rpm em mesa agitadora. A interrupgdo da fermentagdo foi realizada

conforme item 4.2.5.



53

4.2.5 Tratamento do Fermentado com Protease

Ao final das fermentagdes, o pH dos cultivos foi corrigido para 8,5
com NaOH 2N. Posteriormente, foram adicionados 20 mg de protease a cada 500
mL de meio fermentado. As amostras foram incubadas por 60 minutos a 60°C com
agitagdo de 30 segundos a cada 15 minutos. A inativagdo da enzima foi realizada
em banho fervente por 10 minutos. As amostras foram entéo filtradas retirando-se a

biomassa.

4.2.6 Precipitagéo e Liofilizagdo da Levana

O volume total da fermentacgao, isenta de células, foi precipitado com
etanol 95% (1:3). A levana precipitada foi lavada com agua destilada, liofilizada e
verificada a contaminagédo de proteinas conforme reagcao de Ninhidrina (MOORE e
STEIN, 1948).

4.2.7 Quantificacdo da Levana

Para determinacio espectrofotométrica da levana, 0,3 mL do filtrado
e 0,9 mL de etanol 95% foram misturados, seguindo de agitagdo em vortex, para a
precipitagdo do EPS. A mistura foi armazenada a 4°C por 12 horas e centrifugada a
14000 rpm por 30 minutos. No precipitado (levana) foi adicionado 1 mL de HCI 0,1N
e deixado a 100°C durante 1 hora; em seguida neutralizada com 0,1 mL de NaOH a
2M (Ananthalaksmy e Gunasekaran, 1999). O EPS foi determinado pelo método de
Somogy-Nelson através da quantificagdo dos agucares redutores totais presentes
apo6s hidrolise. Uma curva padrao foi confeccionada com frutose, variando-se a
concentragéo de 0 a 100 ug/ml e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro

no comprimento de onda - A=540 nm (ANEXO B).
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4.2.8 Estimativa da Massa Molar da Levana por Cromatografia de Excluséo

Molecular

A levana precipitada do meio de fermentacéo foi submetida a uma
cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sepharose 6B. Este gel é de
agarose a 6%, com particulas de diametro de 45-165 um; apresenta intervalo de
fracionamento para polissacarideos 10* — 10° Da. (COLLINS, BRAGA e BONATO
1995). O gel foi empacotado numa coluna de 1,6 cm de didmetro com 40 cm de
comprimento, volume de 80,43 mL.

O eluente foi o tampéao fosfato 50 mM em pH 7,0, previamente
desaerado em sistema a vacuo. A vazao do eluente foi de 14mL/h, controlada por
bomba peristaltica. Os volumes coletados foram de 3,5 mL a cada 15 minutos. As
amostras de 0,5 mL foram aplicadas a 4 mg/mL. Os agucares eluidos foram dosados
pelo método fenol-sulfurico.

A partir dos padroes de dextrana de Leuconostoc mesenteroides, foi
confeccionada a curva de calibragcdo com os padrbes de 50.000, 410.000 e 670.000
Da (ANEXO C).

4.2.9 Composicao dos Monossacarideos da Levana por Cromatografia Liquida de

Alta Pressdo em Coluna de Troca Anidnica (HPAEC)

Para avaliagao da composicido dos monossacarideos da levana uma
amostra do EPS hidrolisado, contendo 40,0 ug/mL de agucares totais, foi analisada.
A amostra foi hidrolisada pela adigdo de 1,0 mL de HCI 0,1 N em ampola de vidro
fechada hermeticamente e submetida a 100°C por 1 h. O acido foi neutralizado com
NaOH 0,1N (Ananthalaksmy e Gunasekaran, 1999). A mesma concentragdo do
acido foi utilizada para as condigdes 60°C/1 h e 100°C/2 h, para avaliagdo das
condicdes de hidrdlise.

Para fins comparativos, utilizou-se como padrdao uma mistura
contendo 20 ug/mL de cada um dos seguintes monossacarideos: L-frutose, L-

glucose e 20 ug/mL de sacarose.
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Os monossacarideos foram quantificados por cromatografia liquida
de troca ibnica de alta presséo, consistindo de um sistema Dionex DX 500 e um
Detector de Amperometria Integrada (IAD). Os cromatogramas foram registrados em
um integrador modelo 4600. Os agucares foram separados isocraticamente (NaOH
14mM) usando uma coluna analitica CarboPac PA1 (4x250mm) equipada com uma
pré-coluna PA1 a velocidade de fluxo de 1,0 mL/min. As condi¢des de eluigdo foram
produzidas usando H,O deionizada (eluente 1) e NaOH 200mM (eluente 2),
preparada a partir de solugdo de NaOH 50%. A coluna foi regenerada ap6s 25 min.
de corrida com 100% do eluente 2, por 10 min., seguida pelo retorno de agua

deionizada.

4. 2. 10 Determinacéao da Viscosidade da Levana Produzida pelo B. subtilis NATTO

Para determinacdo da viscosidade, foi utilizado um viscosimetro
modelo LVDV-I+ - Brookfield ®. A levana foi produzida conforme item 4.1.2.3 nas
seguintes condigdes de fermentacdo: temperatura de 37°C, 16 h, a 150 rpm em
mesa agitadora. A viscosidade foi avaliada em solugéo 33,1 % baseado no peso da
levana néo liofilizada. As leituras foram anotadas quanto torques (%), rotacdes (rpm)

e centipoise (cP).

4.2.11 Meio de Cultura para Células de Ovario de Hamster Chinés (CHO-K1) nos

Testes de Toxicidade da Levana

Para os testes de citotoxicidade e mutagenicidade, o meio foi
preparado em baldo volumétrico de 1000 mL. O meio de cultura (4.1.3.2) foi
solubilizado em 500 mL de agua destilada e acrescentado posteriormente o
bicarbonato de sddio e solugdo antibidtica-antimicotica. Em seguida o conteudo foi
homogeneizado e completado o volume para 1000 mL com agua destilada. A
agitacao foi realizada por cerca de 15 minutos protegido da luz direta. O pH foi

corrigido para 7,2 e, em seguida, filtrado em membrana de 0,22 um em condi¢des
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estéreis. O meio foi guardado em frascos esterilizados. Foi adicionado 10% de soro

bovino fetal conforme os frascos aliquotados iam sendo utilizados.

4.2.12 Descongelamento das células CHO-K1

As células estocadas em nitrogénio liquido, apds descongelamento,
foram transferidas para o frasco de cultura com 10 mL de meio de cultura (4.2.11).

Em seguida foram incubadas a 37°C por 24 h.

4.2.13 Repique e Manutencgao das Células

Para repique e manutencédo das células CHO-K1, foi descartado o
meio de cultivo do frasco da cultura descongelada. As células foram entao lavadas
duas vezes com 5 mL de PBS e o excesso de PBS foi retirado com o auxilio de
pipeta Pasteur. As células foram tratadas com a adi¢cdo de 0,5 mL de tripsina por 2
min., seguida pela adicdo de 1,5 mL de meio de cultura. Formou-se entdo a
suspensao celular. Para manutencéo, foi utilizado 2 gotas da suspensao celular para
cada frasco de cultura contendo 10 mL de meio de cultura. O frasco de repique, ou
pré-frasco, foi obtido adicionando-se 10 gotas da suspensao celular em 5 mL de

meio de cultura.

4.2.14 Citotoxicidade: Teste do Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) (MTT)

Para os testes de citotoxicidade utilizaram-se trés placas de Elisa
com 100 pL do meio de cultura (4.2.11) e com 2,5.10* células CHO-K1 em cada
poco. Foi reservado duas colunas para o branco, uma linha para o metilmetano

sulfanato (3,33.10° mol/mL) (indutor) e uma linha para o controle. Apés 24 h de
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incubacao a 37°C (para estabilizagao da cultura), foi retirado o meio de cultura dos
pocos e adicionado 200 uL da levana em diferentes concentragcdes. Para os testes
foram utilizados 5 tratamentos, com adi¢cado de levana nas seguintes concentragdes
80,160,240, 320 e 400 pg/mL. O meio de cultura, nesta etapa, foi sem a adi¢cao de
soro bovino fetal. Cada placa, apds o tratamento com diferentes concentracdes de
levana, foi incubada a 37°C por 24 h. Apds a incubacdo, foram retirados os
tratamentos e adicionado 150 yL de MTT (3,33 g/mL) em cada pogo por 4 h. Em
seguida o MTT foi retirado e foi adicionado 150 pyL de dimetil sulfoxido. As leituras

foram a 550 nm em Microelisa readers.

4.2.15 Mutagenicidade: Teste do Micronucleo

1) Tratamento

Para os testes de mutagenicidade os cultivos das células CHO-K1,
apos 72 h de crescimento, foram tratados com tamp&o fosfato salino (PBS),
tripsinizados, misturados e distribuidos na concentragdo de 0,95.10° células CHO-K1
em 4 frascos de tratamento contendo 5 mL de meio de cultura e incubados por 24 h
a 37°C.

Apos 24 h de estabilizagdo, o meio de cultura foi descartado e as
células foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS em temperatura ambiente. O
excesso de solugcdo foi removido com pipeta Pasteur e foram iniciados os
tratamentos, adicionando-se 5mL de meio de cultura contendo 400 ug/mL e 1200
pg/mL de levana. Para controle positivo, ou indutor, foi utilizado o metiimetano
sulfato (2.10* M); o controle negativo continha apenas as células CHO-K1 com o
meio de cultura.

Os tratamentos foram incubados por 24 h a 37°C. Terminado o
periodo de incubacdo, As culturas foram lavadas duas vezes com 5 mL de PBS em
temperatura ambiente. Foi adicionado meio de cultura novo e 50 pL de citocalasina
B 300 pg/mL por 24 h. Apds tratamento com citocalasina, os frascos foram

encaminhados para a colheita de micronucleo.
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2) Colheita de Micronucleos para Células CHO-K1

Foram reservados o meio de cultura dos frascos-tratamento e
controle positivo e negativo. As células foram entédo lavadas duas vezes com 5 mL
de PBS e 0 excesso removido com pipetas de Pasteur. As células foram entado soltas
com a adi¢cdo de 0,5 mL de tripsina 0,025%. A inativagcdo da enzima foi realizada
com a adigdo do meio de cultura reservado anteriormente. Apds inativagao, foi
adicionado uma gota de formol, homogenizado e centrifugado (1250 rpm por 5
minutos). Apos centrifugacao, foi desprezado o sobrenadante, deixando 1,5 mL de
meio de cultura, e adicionado 1,5 mL citrato de sédio em temperatura ambiente pela
parede do frasco. Novamente o conteudo foi homogeneizado e centrifugado (1250
rom por 5 minutos) seguindo com o descarte total do sobrenadante. Em seguida o
sedimento foi suspendido em PBS q.s. Apds suspensao, foi adicionado 5 mL de
fixador metanol/acido acético e rapidamente homogeneizado e centrifugado (1250
rpm/ 5minutos). O sobrenadante foi descartado. A adicdo de fixador foi realizada
novamente obtendo-se a diluicao desejada g.s.

Em seguida foi depositada uma gota da suspensao de células sobre
a lamina limpa e gelada contendo um filme de agua. Apds secagem em temperatura
ambiente, as laminas foram coradas cobrindo-as com cerca de 5 mL de Giemsa 5%
durante 5 minutos. Apds coloragdo, o corante foi removido em agua corrente. As
laminas foram secadas em temperatura ambiente e levadas para estudos no
microscopio. As laminas foram analisadas contando-se 1000 células binucleadas por

tratamento, contabilizando as células binucleadas portadoras de micronucleos.

4.2.16 Preparacao dos Filmes

Os filmes foram preparados a partir de dispersdes em base aquosa,
inclusive a solubilizacdo da levana. Foi utilizado o método convencional para
polimeros termoplasticos e termorrigidos, denominado evaporagdo ou “casting
process” (SIPOS et al., 2008; TARANTILI e KOUMOULQOS, 2008). A dispersao

polimérica de base aquosa foi preparada em quatro diferentes concentracdes
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variando a concentragado de levana. A massa polimérica final sera sempre de 4%
(p/v) ou 4g/100 mL. As diferentes proporgcdes poliméricas estdo expressas conforme
Tabela 4. Os filmes a base de Eudragit® RS e FS 30D foram confeccionados
separadamente, embora, para simplificacéo, estejam agrupados na mesma tabela. O
plastificante escolhido foi o citrato de trietila (TEC), adicionado na concentragéo de
20% em relagdo, exclusivamente, a massa do polimetacrilato Eudragit® RS 30 D
(ABBASPOUR, SADEGHI e GAREKANI, 2008). Para o polimero Eudragit® FS 30D,
foi usado uma dispersao 5% de monoestearato de glicerila (MEG) e 2% de tween 80
como agente deslizante (IBEKWE et al., 2006).

Tabela 8 — Quantidade de polimeros e levana usados para um volume de 100 mL
de filme.

Eudragit®RS30D

Levana

ou
Eudragit®FS30D (©)

(9)
4,0 (100%) 0,0 (0%)
3,8 (95%) 0,2 (5%)
3,6 (90%) 0,4 (10%)
3,2 (80%) 0,8 (20%)

As dispersdes contendo o Eudragit® RS 30 D e FS 30D, acrescidas
do TEC a 20% e MEG 5% respectivamente, foram deixadas sob agitagdo magnética
por um periodo de 30 minutos em temperatura ambiente (TE= 25°C + 2.0). Apds
completa homogeneizagdo das dispersbdes, foram adicionadas suavemente, as
quantidades variaveis da levana. A solugao foi mantida sob agitagdo magnética por
mais 60 minutos em temperatura ambiente. Durante todo o processo de
homogeneizagéao foi utilizada bomba de vacuo visando evitar a incorporacéo de ar e

formagado de bolhas as misturas poliméricas. Apés completa homogeneizagdo das
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diferentes dispersdes, amostras de 10 mL, de cada dispersao, foram vertidas sobre
os orificios previamente demarcados na placa de Teflon®. Esta placa foi nivelada e
mantida a 50°C (temperatura minima para formagédo dos filmes) por periodo de
aproximadamente 24 horas até a formacao dos filmes (CAVALCANTI et al., 2002).

4.2.17 Caracterizagdo Morfolégica Macroscopica e Determinagdo da Espessura dos

Filmes

Foram selecionados filmes que ndo possuiam rachaduras, bolhas de
ar ou quaisquer imperfeicdes que poderiam interferir na reprodutibilidade dos
ensaios propostos. A uniformidade de espessura foi provada, utilizando um
Micrémetro (Mitutoyo®), a partir de 5 pontos escolhidos aleatoriamente na superficie
de cada filme. As membranas selecionadas foram acondicionadas em dissecador
(contendo silica gel) até o momento de realizar os testes posteriores (OLIVEIRA e
CAVALCANTI, 2007; YE et al., 2007).

4.2.18 Transmissao de Vapor d agua (TVA)

O estudo de TVA foi desenvolvido em conformidade com método “B”
da ASTM (American Society for Testing and Materials) designado E96-66.
Inicialmente, no interior de cada cupula de permeabilidade (modelo Payne
permeability cup, Bélgica), foram adicionados 10,0 mL de agua destilada. Em
seguida, os filmes candidatos a investigacdo, com area de 9,62 cm2, foram fixados
as cupulas individualmente. O conjunto (cupula + dgua destilada + amostra filme) foi
pesado no tempo zero e armazenado em dissecador contendo silica-gel. As cupulas,
em triplicata, de cada filme, foram pesadas nos intervalos de 0, 24, 48, 72, 96 e 120
horas, respectivamente. A cada intervalo de tempo pré-estabelecido, a silica-gel foi
trocada por outra desidratada (50°C/24h). Os pesos perdidos pelas cupulas nos

respectivos intervalos de tempo foram registrados e aplicados na Equagao 1. Esta
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equacao forneceu a taxa de transmissao de vapor d’agua transportada através dos

filmes isolados.

TVA Z QX 24 oo, Equacéo (1)

txa

Onde, g é a perda de peso em gramas, t € tempo em horas e a a

area do filme.

4.2.19 Determinacéo do indice de Intumescimento (1i%)

Os filmes das diferentes associacbes propostas foram
minuciosamente cortados com tesoura cirurgica (modelo Professional F/1) em
aproximadamente 1,0 cm?. A seguir foram distribuidos no interior de placas de Petri
devidamente identificadas. Posteriormente, as placas de Petri foram colocadas em
estufa a 50°C, por aproximadamente 24 horas, atingindo perda total da umidade.
Apods este tempo, as placas foram retiradas e mantidas em dissecadores durante a
realizacdo do experimento. As amostras secas das diferentes associacbes foram
pesadas em balanga analitica, imediatamente imersas em recipientes contendo
Fluido de Simulagdo Gastrica (FSG) para filmes a base de Eudragit FS 30D/Levana
e Fluido de Simulacéao Intestinal (FSI) e FSG para filmes a base de Eudragit RS
30D/Levana, sem a presenga de enzimas, e mantidas por diferentes intervalos de
tempo a temperatura ambiente. Tais fluidos foram feitos segundo a 23% Farmacopéia
dos Estados Unidos (USP XXIIlI). Cumpridos os intervalos de tempo pré-
estabelecidos, as amostras foram removidas dos meios com auxilio de pinga e
cuidadosamente enxugadas entre duas folhas de papel de filtro e repesadas. O
mesmo procedimento foi adotado para todas as outras amostras mantidas por
periodos correspondentes aos intervalos de 1 a 10, 30, 60, 75, 90, 105 e 120
minutos de imers&o. Para o calculo do indice de intumescimento (1i%) foi utilizada a

Equacéao 2 segundo Blanchon et al., 1991.
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[1% = (P1 =P S) X100 ..corrrrrrririiriiiiiiiieeeeeeeenn, Equacéo (2)
Ps

Onde Pi é o peso do filme intumescido e Ps é o peso do filme seco.

4.2.20 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Para as analises de DSC, uma pequena quantidade das amostras (6
mg), padrao e associag¢des, foram aprisionadas em cadinho de aluminio com tampa
furada e submetidos a programa de aquecimento controlado. Os ensaios foram
realizados em calorimetro diferencial de varredura marca Netzsch modelo DSC —
204 em uma atmosfera com fluxo de nitrogénio gasoso de 10 mL/min. A faixa de
temperatura foi de 0 - 600°C a uma taxa de aquecimento de 10°C por minuto. Antes
disso, foi aplicada uma isoterma de 100 °C por 15 minutos objetivando a perda total
da umidade. A diferenca de fluxo de calor da amostra e do padrao foi controlada
pela variagdo da entalpia e demonstrada em grafico por picos endotérmicos e

exotérmicos.

4.2.21 Analise Termogravimétrica (TGA)

Foram conduzidos experimentos para investigar a estabilidade
térmica, por termogravimetria, tanto dos polimeros sintéticos quanto das diferentes
associacbes candidatas, utilizando aparelho Netzsch modelo DSC-204. Foram
utilizadas aproximadamente 10 mg em uma atmosfera de fluxo de nitrogénio gasoso
de 10 mL/min. A faixa de temperatura foi de 0 - 500°C a uma taxa de aquecimento

de 10°C por minuto.
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4.2.22 Analise Estatistica

As anadlises estatisticas foram usadas para determinar o nivel de
significancia existente entre os valores obtidos em todos os ensaios envolvendo os
filmes. As analises estatisticas de producédo da levana bem como do planejamento
fatorial e superficie de resposta, foram realizadas pelo programa Statistic® (verséo
6.0, 2001).

As anadlises de citotoxicidade e mutagenicidade (4.2.14 e 4.2.15)
foram analisados pelo programa GraphPad InStat (versao 3.02, 1998) pelo teste de
Tukey para multipla comparac&o das meédias.

Os demais ensaios foram analisados pelo programa GraphPad
Prism® (versdo 2.01, 1996). Os diferentes resultados referentes aos coeficientes de
indice de intumescimento e transmissao de vapor d’agua, que foram obtidos nas
diferentes circunsténcias (meio de simulagdo do TGl), foram inicialmente avaliados
usando analise de variancia (ANOVA), sendo os resultados sempre significativos
quando p<0,05. Quando o conjunto desses valores forneceu parametros
significativos, foi realizada aplicagdo das médias dos dados obtidos no teste de
multipla comparagcdo de Tukey. Esta analise comparara o efeito das diferentes

composic¢des poliméricas. A significancia foi quando p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 PRODUCAO DA LEVANA

A producdo de levana, por B. subtilis, € influenciada por diversos
fatores; dentre eles as condicbdes especificas de crescimento celular e composi¢ao
do meio de cultura. A composicdo correta do meio de cultura € de grande
importancia para a produgdo de levana; haja vista que a produgdo metabdlica da
levana acompanha o crescimento da biomassa (SHIH et al., 2005). Nesta
perspectiva, pesquisas foram realizadas para se obter as melhores composigdes do
meio cultivo, para producdo de levana; objetivando um bom crescimento da
biomassa bacteriana. Os trabalhos de Calazans et al. (2000) e Euzenat, Guilbert e
Combes (1996) foram uteis para fornecer tais informagdes.

Fatores de estresse também foram necessarios na produgcao de
Levana. Singh e Fett (1995) afirmaram que o aumento da osmolaridade e a
desidratagcdo sdo importantes fatores na produgéo de EPS; em especial o alginato e
a levana. A adigcdo de NaCl e etanol, visando o aumento da osmolaridade e
desidratacdo no meio de cultura, aumentaram a capacidade de producao de levana
na Pseudomonas pv. phaseolicola. Shih et al. (2005) estudaram a producédo e
caracterizagcao de levana, produzida pelo B. subtilis, isolada do Natto. Os autores
utilizaram, com a finalidade de aumentar a osmolaridade e assim o estresse, um
meio saturado a 20% (p/p) de sacarose.

De acordo com tais observacdes, este trabalho guiou-se utilizando o
aumento de osmolaridade como fator de estresse para a producéo de levana por B.
subtilis. Ainda segundo Abdel-Fattah, Mahmoud e Esawy (2005), a levanasacarase é
produzida de modo induzivel, pelo Bacillus subtilis NRC 33a, quando usado
sacarose como fonte de carbono. Sendo assim, justifica-se o uso do aumento da
osmolaridade, com altas concentragdbes de sacarose, para a indugcdo da
levanasacarase na produgdo de levana. No mesmo estudo foi verificada a

importancia do tempo de fermentacido no rendimento da levana.
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Outros estudos também sugeriram a importancia do tempo de cultivo
na producao levana; Shih et al. (2005) verificaram a importancia do tempo de cultivo
na producao de levana de alta massa molar por B. subtilis isolado do Natto.

Considerando a importancia dos fatores concentracdo de sacarose e
tempo de cultivo, na producédo de levana, realizou-se uma otimizagdo de producao
de levana através do planejamento fatorial e analise por metodologia de superficie

de resposta.

Os resultados serdo apresentados na forma de artigos cientificos:

ARTIGO A —-CARACTERIZACAO DA LEVANA E OTIMIZACAO DA SUA
PRODUCAO PELO BACILLUS SUBTILIS NATTO. EFEITO DA
TEMPERATURA E CONCENTRAGCAO DE SACAROSE, SUBMETIDO
A “FOOD MICROBIOLOGY” (NORMAS DE PUBLICACAO NO
ANEXO E). PG. 66

ARTIGO B —LEVANA NO DESENVOLVIMENTO DE NOVO MATERIAL
POLIMERICO: AVALIACAO DA PERMEABILIDADE, HIDRATACAO
E ANALISES TERMICAS EM FILMES ISOLADOS DE EUDRAGIT
FS30D®, SUBMETIDO A “WORLD JOURNAL OF MICROBIOLOGY
AND BIOTECHNOLOGY” (NORMAS DE PUBLICACAO NO ANEXO
F). PG. 90

ARTIGO C —AVALIACAO DA PERMEABILIDADE, HIDRATAGCAO E ANALISES
TERMICAS DE FILMES ISOLADOS DE EUDRAGIT RS 30D®
ADITIVADOS COM LEVANA DE BACILLUS SUBTILIS NATTO.
MATERIAL CANDIDATO AO REVESTIMENTO FARMACEUTICO,
SUBMETIDO A APPLIED MICROBIOLOGY AND BIOTECHNOLOGY
(NORMAS DE PUBLICACAO NO ANEXO F). PG. 107
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ARTIGO A —CARACTERIZACAO DA LEVANA E OTIMIZACAO DA SUA
PRODUCAO PELO BACILLUS SUBTILIS NATTO. EFEITO DA TEMPERATURA E
CONCENTRACAO DE SACAROSE, SUBMETIDO A “FOOD MICROBIOLOGY”
(NORMAS DE PUBLICACAO NO ANEXO E). PG. 66

Leandro Freire dos SANTOS', Sandra Regina LEPRI, Wagner José Martins
PAIVA, Maria Antonia Pedrine Colabone CELLIGOI
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CARACTERIZACAO DA LEVANA E OTIMIZACAO DA SUA PRODUCAO PELO
BACILLUS SUBTILIS NATTO. EFEITO DA TEMPERATURA E CONCENTRACAO
DE SACAROSE, SUBMETIDO A “FOOD MICROBIOLOGY” (NORMAS DE
PUBLICACAO NO ANEXO E). PG. 66

Leandro Freire dos SANTOS", Sandra Regina LEPRI?, Wagner José Martins
PAIVA?, Maria Antonia Pedrine Colabone CELLIGOI*

Resumo

Exopolissacarideos tém ganhado grande destaque, nesta ultima década, na
industria alimenticia. A levana, um exopolissacarideo a base de frutose, tem sido
utilizada como estabilizante, fixador de sabores, cores e espessante para varios
alimentos. Condigdes otimizadas de producdo fazem-se necessarias para melhor
aplicagao industrial. Este trabalho objetivou otimizar a producdo de levana,
produzida pelo B. subtilis isolado do Natto, por planejamento fatorial e analise por
metodologia de superficie de resposta, bem como caracteriza-la quanto a massa
molar, comportamento reoldégico e toxicidade. Diante das variaveis independentes
pesquisadas, o delineamento experimental apresentou os melhores resultados em
400 g/L de sacarose/ 16 h de tempo de cultivo; com o rendimento de 111,6 g/L de
levana. Nestas condicdes otimizadas a amostra apresentou, conforme quantidade
total de acgucares eluidos, levana de duas massas moleculares, aproximadamente
568.000 Da e < 50.000 Da; nas quantidades 13,39 e 86,61% respectivamente.
Conforme avaliagdo da viscosidade, mediante variagdo da taxa de cisalhamento, a
levana apresentou um comportamento Newtoniano. A levana nao se apresentou
toxica ou genotoxica. De acordo com a citotoxicidade, nenhum dos tratamentos
mostrou-se citotoxico para as células CHO-K1 (p>0,05), bem como nenhum
tratamento aumentou a freqUéncia de micronucleos para células CHO-K1 quando
comparado com o controle; ndo apresentando potencial mutagénico.

Palavras-chave: Levana. Produgdo. Planejamento fatorial. Caracterizagdo. Massa
molar. Citotoxicidade. Micronucleo

' Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de
Londrina, SC 86051-990 Londrina, Brasil. *Corresponding author. Tel.: +55 44 9989 2982 E-mail
address: leandrofreire@onda.com.br (L.F. Santos)

2 Departamento de Biologia Geral, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de Londrina,
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1 INTRODUCAO

A levana é um polissacarideo extracelular constituida
predominantemente por residuos de D-frutose unidos por ligagdes glicosidicas f3-
(2->6); podendo ainda apresentar pontos de ramificagbes B-(2>1) e um residuo de
glucose terminal (Arvidson et al. 2006).

A levana apresenta ampla aplicagéo industrial e tecnolégica. Grande
destaque na industria alimenticia; aonde é utilizada como estabilizante, fixador de
sabores, cores e espessante para varios alimentos; sendo utilizada também na
elaboragao de produtos dietéticos (Duboc e Mollet, 2001).

Diante das aplicagbes vindouras e atuais da levana, faz-se
necessario pesquisar fontes alternativas de produgdo, bem como otimiza-la.
Diversos microrganismos, nesta ultima década, tém sido propostos como potenciais
produtores de levana. Oliveira et al. (2007) concluiram a Zymomonas Mobilis como
potencial produtor de levana; obtendo, em condigbes otimizadas por planejamento
fatorial e metodologia de superficie de resposta, até 21,68 g/L de levana.

A caracterizacdo da massa molar da levana finda-se como
importante etapa na correta aplicagao das condi¢gdes otimizadas de producgao; sabe-
se que determinadas fungdes ou atividades bioldgicas s&o estritas a certas faixas de
massa molar. Calazans et al. (2000) relacionaram a atividade antitumoral da levana
com a massa molar do exopolissacarideo (EPS). Ocorreu uma faixa de massa molar
com maxima atividade contra o tumor. Ammar et al. (2002) afirmaram que a levana
de alta massa molar possui efeitos benéficos nos niveis séricos de colesterol e
triacilglicerideos em humanos e animais.

A caracterizagao reolégica da levana torna-se imprescindivel para
sua aplicabilidade industrial principalmente na area alimenticia. Existem poucos
dados na literatura sobre a caracterizagao reoldgica da levana produzida pelo bacilo
isolado do Natto. O comportamento da viscosidade da levana, mediante variacdo da
taxa de cisalhamento, € um importante teste no ambito de metodologias para
caracterizagao reologica; haja vista a possivel variagdo da viscosidade e
escoamento de liquidos nao-Newtonianos frente as mudancas na taxa de
cisalhamento (Bae et al., 2008).

Caracterizacbes do ambito toxicolégico também devem ser

realizadas na producao de substancia com possivel aplicagdo humana. Os testes
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de toxicidade celular fornecem as primeiras informagdes sobre a seguranca dos
compostos em teste. Muitas moléculas promissoras podem ser descartadas, logo no
inicio, devido a sua citotoxicidade. Assim o teste de citotoxicidade utilizando o
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) (MTT) foi aplicado para
verificar a seguranga da aplicagdo da levana na industria alimenticia. A
genotoxicidade, por meio da metodologia de micronucleo, também se faz necessario
para prognosticar uma potencial atividade mutagénica e/ou carcinogénica (Miranda
et al., 2008).

Um B. subitilis, isolado do alimento japonés Natto pelo Departamento
de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina e identificado
pela Fundacdo André Tosello, mostrou-se em testes prévios, estimada producao de
levana. Diante disso, este estudo objetivou, primordialmente, os estudos iniciais de
otimizagdo da produgdo de levana. Amparando este objetivo principal, estudos
adicionais no que diz respeito a massa molar, caracterizagcdo reoldgica e dados
toxicologicos da levana produzida foram realizados com o intuito de ampliar sua

aplicabilidade industrial.

2 METODOS

2.1 PRODUCAO DE LEVANA

2.1.1 Microrganismo e Condi¢des de Fermentagao

O B. subtilis, isolado do alimento japonés Natto pelo Departamento
de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de Londrina e identificado
pela colegdo de culturas tropicais André Tosello — Campinas SP, foi mantido em
meio de cultura contendo em g/L: Peptona 5,0; Extrato de carne 3,0 e Agar 2,0. O
meio foi autoclavado a 121°C por 15 min. As culturas foram mantidas a 4°C e
renovadas a cada 45 dias. O meio para o pré-inéculo continha 100 g/L de sacarose e
sais conforme Calazans et. al (2000). A concentracéo de células foi padronizada em
0,2 g/L. A concentragdo de células foi determinada por turbidimetria a 400 nm.
Fermentagbes em batelada forma conduzidas utilizando frascos erlenmeyers de 250

mL com 50mL de meio de fermentagcao a 37°C, 150 rpm.
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2.1.2 Meio de Fermentacgao

Foram utilizados, no meio de cultura, sacarose comercial conforme
planejamento fatorial proposto. Demais sais utilizados foram em g/L: Extrato de
levedura 2,0; KH,PO4 1,0; (NH4)2SO4 3,0; MgS0O4.7H,0 0,06; MnSO4 0,02 e agua

destilada qsp. Todos os sais sao de grau analitico.
2.1.3 Planejamento Fatorial

Inicialmente foi utilizado um planejamento fatorial completo com dois
fatores em trés niveis de variagdo 23, para identificar os efeitos das variaveis tempo
de cultivo (x4) e concentragdo de sacarose (xz) na produgdo de levana (Tabela 1).
Apds obtencdo das respostas do primeiro planejamento fatorial, foi realizado o
caminho da maxima inclinacdo ascendente, seguido de um planejamento fatorial
fracionado de segunda ordem (2%) com dois pontos centrais localizados e pontos
estrela (Tabela 2). A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o

software Statistic 6.0.
2.1.4 Métodos Analiticos

Ap6s cada fermentacao, foram adicionadas proteases (40,0 mg.L™;
pH 8,5) aos meios de fermentacdo e consequente filtragcdo para interrupgao da
fermentacdo. A levana (LEV) foi precipitada do extrato livre de células com etanol
absoluto (1:3) gelado (5°C). Contaminagéo protéica foi verificada conforme reacéo
de Ninhidrina (Moore e Stein, 1948). O rendimento de levana foi inferida pela
quantidade de acgucares redutores por Somogyi (1952) e Nelson (1944) apods
hidrélise com 1 mL de HCI 0,1N (100°C, 1 h).
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2.2 CARACTERIZACAO DA LEVANA DE B. suBTILIS NATTO

2.2.1 Analise da Composi¢do Monossacaridica por Cromatografia Liquida de Alta

Pressado em Coluna de Troca Aniénica (HPAEC)

A levana, ap6s precipitacdo e hidrolise, foi avaliada quanto a
composicdo dos monossacarideos. Os monossacarideos foram quantificados por
cromatografia liquida de troca ibnica de alta pressdo, consistindo de um sistema
Dionex DX 500 e um Detector de Amperometria Integrada (IAD). Os cromatogramas
foram registrados em um integrador modelo 4600. Os agucares foram separados
isocraticamente (NaOH 14mM) usando uma coluna analitica CarboPac PA1
(4x250mm) equipada com uma pré-coluna PA1 a velocidade de fluxo de 1,0 mL/min.
As condi¢des de eluigdo foram produzidas usando H,O deionizada (eluente 1) e
NaOH 200mM (eluente 2), preparada a partir de solugdo de NaOH 50%. A coluna foi
regenerada apos 25 min de corrida com 100% do eluente 2, por 10 min., seguida

pelo retorno de agua deionizada.

2.2.2 Estimativa da Massa Molar da Levana por Cromatografia de Excluséo

Molecular

A levana precipitada das fermentacdes foi submetida a uma
cromatografia de exclusdao molecular em coluna de Sepharose 6B (Sigma). O gel foi
empacotado numa coluna de 1,6 cm de didmetro com 40 cm de comprimento,
volume de 80,43 mL. O eluente foi o tampéao fosfato 50 mM em pH 7,0, previamente
desaerado em sistema a vacuo. A vazao do eluente foi de 14mL/h, controlada por
bomba peristaltica. Os volumes coletados foram de 3,5 mL a cada 15 minutos. As
amostras de 0,5 mL foram aplicadas a 4 mg/mL. Os agucares eluidos foram dosados
pelo método fenol-sulfurico. A partir dos padrées de dextrana de Leuconostoc
mesenteroides, foi confeccionada a curva de calibracdo com padrdes de 50 K, 410 K
e 670 K Da.



72

2.2.3 Determinagao da Viscosidade da Levana

Para determinacdo da viscosidade, foi utilizado um viscosimetro
modelo LVDV-I+ - Brookfield ®. A viscosidade foi avaliada em solugdo 33,1 %
baseado no peso da levana nao liofilizada. As leituras foram anotadas quanto

torques (%), rotagdes (rpm) e centipoise (cP).
2.2.4 Avaliagao da Citotoxicidade

Para este teste foi utilizado trés placas de Elisa com 100 yL do meio
de cultura DMEM - F12 GibcoBRL®, suplementado com 10% de soro bovino fetal,
adicionados de 2,5.10* células de ovario de hamster chinés (CHO-K1) (doadas pela
Universidade Federal de Sao Carlos) em cada pogo. Foram reservadas duas
colunas para o branco, uma linha para o metiimetano sulfanato MMS (3,33.10°
mol/mL) (indutor) e uma linha para o controle. Apos 24 h de incubagéo a 37°C (para
estabilizacdo da cultura), foi retirado o meio de cultura dos pogos e adicionado 200
ML da levana em diferentes concentragdes (80,160,240, 320 e 400 pg/mL). O meio
de cultura, nesta etapa, foi sem a adicdo de soro bovino fetal. Cada placa, apés o
tratamento com diferentes concentragdes de levana, foi incubada a 37°C por 24 h.
Apoés a incubacgao, foram retirados os tratamentos e adicionado 150 pyL de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium bomidico - Sigma®) (3,33 g/mL) em cada
poco por 4 h. Em seguida o MTT foi retirado e foi adicionado 150 yL de dimetil

sulféxido. As leituras foram a 550 nm em Microelisa readers.
2.2.5 Avaliagao da Mutagenicidade: Micronucleo com Bloqueio de Citocinese

As células CHO-K1 cresceram em DMEM — F12 GibcoBRL® por 24
h antecipadamente a adicdo dos tratamentos para estabilizacdo da cultura. Os
tratamentos foram realizados nos seguintes termos: a) controle contendo apenas
meio de cultura b) agente indutor de dano de DNA (MMS - 2.10* M) ¢) levana 400
pg/mL e d) levana 1200 ug/mL. Apds tratamento as culturas foram incubadas por 24
h, 37°C. Terminado o periodo de incubacao, as culturas foram lavadas duas vezes
com 5 mL de tampé&o salino fosfato (PBS) em temperatura ambiente. Foi adicionado

meio de cultura novo e 50 uL de citocalasina B 300 upg/mL por 24 h. Os
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procedimentos de colheita e fixagao das células foram realizados conforme Menoli et
al. (2001). O critério utilizado para determinagcdo dos micronucleos em células

binucleadas foram estabelecidas conforme Fenech (2000).
3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 PLANEJAMENTO FATORIAL E METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

O delineamento experimental foi planejado para avaliar a influéncia
de dois fatores (variaveis independentes), tempo de cultivo (X1) e concentracéo de
sacarose (X2), na obtengédo da levana do B. subtilis NATTO. O primeiro passo foi
estabelecer os niveis das variaveis independentes a serem testados; os valores
foram baseados nos dados da literatura (Shih et al., 2005).

A composicdo do meio de cultura, tempo e temperatura da
fermentagcdo foram fixadas conforme Euzenat, Guilbert e Combes (1996) e
resultados obtidos previamente do planejamento fatorial completo, para producéo de

levana por B. subtilis.

Tabela 1 — Planejamento fatorial completo (3%) para investigar o efeito do tempo de
cultivo (X1) e a concentragdo de sacarose (Xz) na produgdo de levana
por B. subtilis NATTO

™ Variaveis
Ensaios
(X1) (X2) (Y)
Tempo Concentracao Levana
(h) (g/L) (/L)
1 12 100 12,93
2 24 100 8.7
3 36 100 34
4 12 200 50,16
5 24 200 35,24
6 36 200 7.79
7 12 300 73,79
8 24 300 82,02
9 36 300 76,69
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A analise dos efeitos para o primeiro planejamento fatorial (Tabela 2)
demonstrou que a sacarose (X2) teve efeito linear positivo na produgao de levana,
com uma significancia (p=0,035). Estes resultados indicaram que, para se maximizar

a producédo de levana, deve-se aumentar a concentracdo de sacarose.

Tabela 2 — Analise de variancia (ANOVA) e o efeito da concentragao de sacarose
(X4) e tempo de fermentacao (Xz) na producdo de levana por B. subtilis

NATTO

Fator Efeito p
X1 (L) -6,13 0,73
X1(Q) 1,11 0,97
X2 (L) 58,98 0,035
X2 (Q) 33,94 0,31
X1X2 -9,09 0,68

Com base nestes resultados, foi realizado o caminho de maxima
inclinagao ascendente (steepest ascent) com o objetivo de localizar a regidao de

maxima producao de levana e os resultados estdo da Tabela 3 e a superficie obtida
na Figura 1.
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Figura 1 — Superficie de resposta mostrando os efeitos do tempo (h) e concentragdo de
sacarose (g/L) na producao de levana por B. subtilis NATTO.
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Tabela 3 — Delineamento central composto e estrela para avaliar a produgao de
levana (g/L) por B. subtilis NATTO

™ Variaveis Variaveis Originais Levana (g/L)
Ensaios codificadas
Tempo Concentracao
X1 X2 (h) (g/L)

1 -1 -1 8 200 17,41

2 -1 1 8 600 13,7

3 1 -1 24 200 40

4 1 1 24 600 23

5 -1,8 0 1°36" 400 4,96

6 1,8 0 30724 400 80,2

7 0 -1,8 16 40 7,8

8 0 1,8 16 760 7,6
9 (C) 0 0 16 400 112,09
10 (C) 0 0 16 400 1111

A analise dos efeitos do segundo planejamento fatorial revelou que
os resultados obtidos estdo praticamente no maximo ja que o termo linear referente
a concentragdo de sacarose nao foi significativa (p=0,83) e o termo quadratico
significativo (p=0,025). O valor de R? ajustado foi considerado aceitavel (p=0,80) e a
falta de ajuste do modelo mostrou-se nao significativa (p=0,55). A escolha
conveniente da amplitude da variagcdo (a = %1,8) foi necessaria para garantir a
ortogonalidade dos blocos.

A condicao 6tima para a producgao de levana, a partir de B. subtilis,
foi obtida utilizando-se 400 g/L de sacarose com 16 h de tempo de cultivo; com uma
producado média de 111,6 g/L (Tabela 2). Shih et al. (2005) encontraram que 200 g/L
de sacarose produziram de 40-50 g/L de levana do B. subtilis isolado do natto; o que
foi similar se relativamente comparado a concentragao de sacarose utilizada neste
estudo.

Oliveira et al. (2007) realizaram um planejamento fatorial para a
producao de levana, a partir de Zymomonas mobilis, utilizando fontes de carboidrato
de baixo custo e regionais. Um dos planejamentos fatoriais realizados foi a avaliagéo
da variavel dependente (rendimento de levana) com as mesmas variaveis utilizadas

neste trabalho; concentracdo de sacarose e tempo de cultivo. Os autores
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conseguiram 21,7 g/L de levana na condicao otimizada; 250 g/L de sacarose em 24
h de cultivo.

Abdel-Fattah et al. (2005) afirmaram que concentragbes de agucar,
acima de 10%, podem criar problemas na cultura devido a alta viscosidade
produzida pelo polimero. Porém o uso de sacarose a 40% pelo B. subtilis NATTO,
neste estudo, ndo impediu que a cultura se desenvolvesse e ocorresse uma alta

producao de levana.

3.2 CARACTERIZACAO DA LEVANA DE B. suBTILIS NATTO pPOoR HPAEC

Os cromatogramas obtidos da levana hidrolisada do B. subtilis
NATTO apresentaram respectivamente picos de glucose (21%) e frutose (79%)
(Figura 2). Estes resultados corroboram com Bekers et al. (2005) que também
encontraram mondmeros de glucose e frutose em todas as levanas testadas apos
hidrolise com acido cloridrico quanto com acidos orgéanicos (lactico, acético e
glucbnico). Abdel-Fattah et al. (2005) verificaram a presenga de frutose e fruto-
oligossacarideos nos hidrolisados de levana. Estes oligossacarideos eram
constituidos basicamente de frutose; com quantidades pequenas de glucose. Shih et
al. (2005) encontraram altas quantidades de frutose quando a levana havia sido
hidrolisada com acido oxalico 0,5%. Tais estudos, que abordam a hidrdlise da
levana, indicam como possiveis produtos da hidrdlise tanto monossacarideos de
glucose e frutose; como fruto-oligossacarideos apresentado frutose e glucose em
sua composi¢cdo. Os produtos dependerdo do lugar de clivagem, durante hidrolise,
na cadeia de levana; além de outras variaveis que precisam ser estudadas mais
profundamente como o tipo de acido usado e grau de ramificacdo da levana

produzida.
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Figura 2 — Analise dos hidrolisados de levana de B. subtilis NATTO por cromatografia
liquida de alta pressdo em coluna de troca aniénica (HPAEC).

3.3 ESsTIMATIVA DA MASSA MOLAR DA LEVANA POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO

MOLECULAR

A levana obtida na melhor condigdo de fermentagdo, determinada
pelo delineamento fatorial e metodologia de superficie de resposta, foi precipitada,
liofilizada e submetida a cromatografia de permeagdo em gel. A amostra apresentou
levanas de duas massas molares, aproximadamente 568 K Da e < 50 K Da; nas
quantidades 13,39 e 86,61% respectivamente. Tais resultados sugerem que a
natureza polimérica de grande parte do material formado era composta
principalmente de levana de baixa massa molar ou fruto-oligossacarideos. Abdel-
Fattah et al. (2005) estudaram a sintese enzimatica de levana e fruto-
oligossacarideos a partir do Bacillus subtilis NRC 33a. Assim como neste estudo, a
levana de maior massa molar encontrada, pelos autores, foi 568 K Da. Porém os
autores apenas conseguiram produzir levana, nesta faixa de peso molecular, quando
aumentaram a concentracdo da levanasacarase, no processo de producao de
levana, de 5 para 1000 ug/mL. De acordo com tais observacgdes, sugere-se que a
levana de baixa massa molar, e demais fruto-oligossacarideos, obtidos neste
trabalho, foi produzido com 16 horas de fermentacéo; haja vista o carater induzivel

da levanasacarase. Euzenat et al. (1996) afirmaram que o tamanho da cadeia da
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levana diminui com o aumento da concentragcdo de sacarose; o que explica a
predominancia de levana de baixa massa molar nos tempos iniciais de fermentagao,
devido as altas concentragdes de sacarose testada (400 g/L de sacarose).

A partir dessas observacoées, infere-se que a massa molar da levana
esta atrelada as suas condicdes de fermentacao e, devido ao carater dinamico de
alteracao constante do meio de cultura durante a fermentagao, obtém-se levana de

diferentes massas molares.
3.4 DETERMINACAO DA VISCOSIDADE DA LEVANA DE B. suBTILIS NATTO

A levana, obtida do B. subtilis Natto, na concentragao de 33,1 % em
solugdo aquosa, baseada no peso da levana néao liofilizada, foi submetida a
avaliagdo da sua viscosidade. A solucdo do exopolissacarideo apresentou no
spindle S 1: 546,5 (cP) de viscosidade com aplicacéo de 50 rpm e 90,0% de torque.
Outras viscosidades foram medidas variando-se a taxa de cisalhamento;
observando-se leituras que se situaram entre 70-90% de torque entre os spindles S
1 e 2. A Figura 3 mostra os resultados das medidas e conclui-se que a viscosidade
(cP) permaneceu praticamente constante durante as diferentes taxas de
cisalhamento (s); apresentando um comportamento Newtoniano (viscosidade
independente da taxa de cisalhamento). Estes resultados corroboram com Arvison et
al. (2006) que estudaram regimes de concentracédo de solug¢des de levana obtida de
Bacillus sp. Neste estudo, os autores encontraram um comportamento Newtoniano

também por volta de 30%.
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Figura 3 — Viscosidade de solugao aquosa de levana (33,1%) de B. subtilis NATTO a 25°C.
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3.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

O sal de tetrazolium ou MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazdlio) desenvolve um ensaio colorimétrico quantitativo para sobrevivéncia e
proliferacdo de células de mamiferos; inferindo uma possivel citotoxicidade. Segundo
Mosmann (1983) e Slater et al. (1963), o anel de tetrazdlio, presente no MTT, € clivado
por enzimas desidrogenases de mitocOndrias ativas, que somente ocorrem em células
vivas de mamiferos, formando cristais de formazana de cor azul escuro intenso. A
obtengdo de cores azuis menos intensas podem ser indicios da diminuicdo da
sobrevivéncia e proliferagcdo de células de mamiferos. Os resultados do teste do MTT,
para levana do B. subtilis NATTO, podem ser vistos na Figura 4; diferentes
concentracdes de levana foram testadas avaliando-se a atividade mitocondrial.

De acordo com os resultados, nenhum dos tratamentos mostrou-se citotoxico
para as células CHO-K1. Estes resultados sdo comparaveis aos descritos em Kang et
al. (2009) que avaliam a citotoxicidade da levana frente linhagens celulares de
fibroblastos e queratindcitos humanos. A levana nao apresentou citotoxicidade contra
estas linhagens celulares incubadas com 100 pg/mL e 1 mg/mL de levana
respectivamente. Nestes estudos, os testes de citotoxicidade também foram avaliados
por MTT.

Calazans et al. (1997) também avaliaram a toxicidade in vivo da levana produzida
por cepas de Zymomonas mobilis. Nenhuma mortalidade ou efeito adverso foram
observados pelos pesquisadores apds administragao intraperitonial de levana, bem

como nao foi possivel determinar a LDso.
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Incubacédo pdés-tratamento (24 h)

Figura 4 — Citotoxicidade das células de ovario de hamster chinés (CHO-K1) frente a
diversos tratamentos de levana seguido por 24 h de incubacéo.
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3.6 AVALIACAO DA MUTAGENICIDADE: MICRONUCLEO COM BLOQUEIO DE CITOCINESE

Segundo Coutand et al. (2009) e Bonassi et al. (2007), os
micronucleos sédo pequenos corpos de DNA localizados no citoplasma. Séao
resultados de fragmentos acéntricos (originado de quebras isocromatidicas ou
cromatidicas do cromossomo) ou de disfungdes no fuso mitético. Estes danos
genéticos podem sugerir um potencial mutagénico da substéncia teste dada a sua
genotoxicidade, bem como se encontram entre os multiplos passos da
carcinogénese pois sao responsaveis pela ativagao de proto-oncogenes e inativagéo
de genes supressores tumorais. Os resultados de mutagenicidade, para levana do

B. subtilis NATTO, estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Avaliacdo da mutagenicidade da levana, produzida por B. subtilis
NATTO, em células de ovario de hamster chinés (CHO-K1)

Tratamentos Numero de células Frequéncia de
binucleadas analisadas micronucleos (%)
Controle 1000 1,0 %
MMS 1000 57 %
Levana 200,0 pg/mL 1000 0,9 %
Levana 1,2 mg/mL 1000 0,9 %
Levana 2,0 mg/mL 1000 0,9 %

Controle (PBS pH 7,4); Indutor - MMS — metilmetanosulfonato 2.10™* M

De acordo com os resultados, nenhum tratamento com levana
aumentou a frequéncia de micronucleos para células CHO-K1 quando comparado
com o controle; ndo apresentando potencial mutagénico. Assim estes resultados
confirmam que a levana é segura do ponto de vista toxicolégico e mutagénico,
podendo ser utilizada como aditivo alimentar; o que ja vem ocorrendo no Japao
(Kang et al., 2009).

Estudos revisados demonstraram apenas a atividade antimutagénica
da levana; ndo sendo mencionada sua capacidade em gerar cancer. Yoon et al.
(2004) avaliaram a atividade antimutagénica da levana, produzida pela
Microbacterium laevaniformans KCTC 9732, em diversos tipos de carcinomas;

dentre eles o hepatico, ovariano e o colo retal. Resultado semelhante foi encontrado
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por Yoo et al. (2004) que avaliaram a atividade antitumoral da levana, produzida pelo
Zymomonas mobilis, Rahnella aquatilis e Microbacterium laevaniformans, também
sobre diversos tipos de carcinomas.

A producdo de exopolissacarideos com diversas aplicagdes
tecnolégicas e clinicas, em especial a levana de B. subtilis NATTO, apresenta-se
como desafio a comunidade académica que objetivam a obtencdo de processos
biotecnolégicos com altos rendimentos de producgdo. Pelos resultados apresentados
podem-se verificar a alta e promissora capacidade do B. subtilis NATTO em produzir
levana; permitindo que pesquisas, para sua aplicagao industrial, sejam viabilizadas

por processos biotecnoldgicos eficientes.



82

REFERENCIAS

Abdel-Fattah, A. F., Mahmoud, D. A. R., Esawy, M. A. T., 2005. Production of
levansucrase from Bacillus subtilis NRC 33a and enzymic synthesis of levan and
fructo-oligosaccharides. Current Microbiology. 51, 402-407.

Ammar, Y. B., Matsubara, T., Ito, K., lizuka, M., Limpaseni, T., Pomgsawasdi, P.,
Minamiura, N., 2002. Characterization of a thermostable levansucrase from Bacillus
sp. TH4-2 capable of producing high molecular weight levan at high temperature.
Journal of Biotechnology. 99, 111- 119.

Arvidson, S. A., Rinehart, B. T., Gadala-Maria, F, 2006. Concentration regimes of
solutions of levan polysaccharide from Bacillus sp. Carbohydrate Polymers. 65, 144—
149.

Bae, l. Y., Oh, I. K, Lee, S., Yoo, S. H., Lee, H. G., 2008. Rheological
characterization of levan polysaccharides from Microbacterium laevaniformans.
International Journal of Biological Macromolecules. 42, 10-13.

Bekers, M., Upite, D., Kaminska, E., Laukevics, J., Grube, M., Vigants, A., Linde, R.,
2005. Stability of levan produced by Zymomonas mobilis. Process Biochemistry. 40,
1535-1539.

Bonassi, S., Znaor, A., Ceppi, M., Lando, C., Chang, W. P., Holland, N., Kirsch-
Volders, M., Zeiger, E., Ban, S., Barale, R., Bigatti, P., Bolognesi, C., Cebulska-
Wasilewska, A., Fabianova, E., Fucic, A., Hagmar, L., Joksic, G., Martelli, A.,
Migliore, L., Mirkova, E., Scarfi, M. R., Zijno, A., Norppa, H., Fenech, M., 2007. An
increased micronucleus frequency in peripheral blood lymphocytes predicts the risk
of cancer in humans. Carcinogenesis. 28(3), 625-631.

Calazans, G. M. T, Lopes, C. E., Lima, R. M. O. C., Franga, F. P., 1997. Antitumour
activities of levans produced by Zymomonas mobilis strains. Biotechnology Letters.
19 (1), 19-21.

Calazans, G. M. T, Lima, R.C., Franga, F. P., Lopes, C. E.,2000. Molecular weight
and antimour activity of Zymomonas mobiles levans. Biological Macromolecules. 27,
245-247.

Coutand, M., Deydier, E., Cyr, M., Mouchet, F., Gauthier, L., Guilet, R., Bernues
Savaete, L., Cren, S., Clastres, P., 2009. Evaluation of laboratory and industrial meat
and bone meal combustion residue as cadmium immobilizing material for remediation
of polluted aqueous solutions: “Chemical and ecotoxicological studies”. Journal of
Hazardous Materials. 166, 945-953.

Duboc, P., Mollet, B.,2001. Applications of exopolysaccharides in the dairy industry.
International Dairy Journal.11, 759-768.

Euzenat, O., Guilbert, A., Combes, D.,1996. Production of fructo-oligosaccharides by
levansucrease from Bacillus subtilis C4. Process Biochemistry.32 (3), 237-243.

Fenech, M.,2000. The in vitro micronucleus technique. Mutation Research.455, 81—
95.



83

Kang, S. A,, Jang, K. H., Seo, J, W., Kim, K. H., Kim, Y. H., Rairakhwada, D., Seo, M.
Y., Lee, J. O.,, Ha, S. D., Kim, C. H., Rhee, S. K. Levan: Applications and
Perspectives. In: Rehm, B. H. A.;2009. Microbial Production of Biopolymers and
Polymer Precursors. Horizon Scientific Press, cap.6, 152,155.

Menoli, R.C.R.N.M., Mantovani, M. S., Ribeiro, L. R., Speit, G., Jordao, B. Q., 2001.
Antimutagenic effects of the mushroom Agaricus blazei Murrill extracts on V79 cells.
Mutation Research.496, 5-13.

Miranda, C.C.B.O., Dekker, R. F. H., Serpeloni, J. M., Fonseca, E. A. |, Cdlus, |. M.
S., Barbosa, A. M., 2008. Anticlastogenic activity exhibited by botryosphaeran, a new
exopolysaccharide produced by Botryosphaeria rhodina MAMB-05. International
Journal of Biological Macromolecules.42, 172-177.

Moore, S., Stein, W. H., 1948. Photometric ninhydrin method for use in the
chromatography of amino acids. The journal of Biological Chemistry. 176, 367-388.

Mosmann, T., 1983. Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival:
Applicatoin to Proliferation and Cytotoxicity Assays. Journal of Immunological
Methods.65, 55-63.

Nelson, N., 1944. A photometric adaptation of the Somogy method for determination
of glucose. Biochemistry.84, 375-380.

Oliveira, M. R,, Silva, R. S. S. F., Buzato, J. B., Celligoi, M. A. P. C., 2007. Study of
levan production by Zymomonas mobilis using regional low-cost carbohydrate
sources. Biochemical Engineering Journal. 37, 177-183.

Shih, I. L., Yu, Y. T., Shieh, C. J., Hsieh, C. Y., 2005. Selective production and
characterization of levan by Bacillus subtilis (natto) Takahashi. Journal of Agricultural
and Food Chemistry.53, 8211-8215.

Slater, T. F., Sawyer, B., Strauli, U., 1963. Studies on succinate tetrazolium
reductase systems. Ill. Points of coupling of four different tetrazolium salts.
Biochemistry Biophysics Acta.77, 383-393.

Somogy, M., 1952. A new reagent for determination of sugar. Journal Biology
Chemistry.160, 61-68.

Yoo, S. H., Yoon, E. J., Cha, J., Lee, H. G., 2004. Antitumor activity of levan
polysaccharides from selected microorganisms. International Journal of Biological
Macromolecules.34, 37—41.

Yoon, E. J., Yoo, S. H., Cha, J., Lee, H. G., 2004. Effect of levan's branching
structure on antitumor activity. International Journal of Biological Macromolecules.34,
191-194.



84

ARTIGO B — LEVANA NO DESENVOLVIMENTO DE NOVO MATERIAL
POLIMERICO: AVALIACAO DA PERMEABILIDADE, HIDRATACAO E ANALISES
TERMICAS EM FILMES ISOLADOS DE EUDRAGIT FS30D®

Leandro F. dos SANTOS', Edgardo A. G. PINEDA, Maria Antonia P. C.
CELLIGOI, Osvaldo A. CAVALCANTI



85

LEVANA NO DESENVOLVIMENTO DE NOVO MATERIAL POLIMERICO:
AVALIACAO DA PERMEABILIDADE, HIDRATACAO E ANALISES TERMICAS EM
FILMES ISOLADOS DE EUDRAGIT FS30D®

Leandro F. dos SANTOS", Edgardo A. G. PINEDA?, Maria Antonia P. C.
CELLIGOI}, Osvaldo A. CAVALCANTI®

Resumo

A levana é um polissacarideo extracelular constituida predominantemente por
residuos de D-frutose, unidos por ligagdes glicosidicas B-(2->6); apresentando-se
como prebidtico. Filmes célon-especificos, a base de Eudragit FS 30D, podem ter
maior controle na liberagédo do ativo quando aditivados de um prebidtico; melhorando
a terapéutica de patologias coldnicas. Este trabalho teve o objetivo de apresentar a
levana como candidata na elaboracdo de um novo material polimérico
conjuntamente com o Eudragit FS 30D®. Filmes de Eudragit FS 30D, aditivados com
levana, foram confeccionados por “casting process” e em seguidas caracterizados
quanto a permeabilidade, hidratagcéo, calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
termogravimetria (TGA). A levana aumentou a permeabilidade dos filmes (p<0,001)
entretanto nao influenciou no indice de intumescimento das formulagdes;
apresentando p>0,05. As analises térmicas dos filmes indicaram a temperatura de
transicao vitrea aproximada de 47°C e decomposicdo em torno de 400°C. Os
resultados deste estudo indicaram que o exopolissacarideo levana, produzido pelo
B. subtilis (NATTO), quando incorporado ao Eudragit FS 30D® na formagao de filmes
isolados, forneceu subsidios iniciais promissores quanto a perspectiva de aplicagao
deste novo material no desenvolvimento de sistema voltado a liberacdo colon-
especifica.

Palavras-chave: Levana. Filmes poliméricos. Liberacdo modificada. Eudragit FS
30D.

INTRODUCAO

Nesta ultima década inumeras patologias oriundas do padrdo de

vida moderno, especialmente aquelas provenientes da alimentacao industrializada,
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tém ganhado interesse na pesquisa médica e farmacéutica. Estas doencas tém
fortemente acometido o segmento distal do trato gastrintestinal, o célon. Dentre
estas patologias, destacam-se a sindrome do intestino irritavel, cancer colon-retal,
doenca de Crohn e colite ulcerativa (Jain et al., 2007; Friend, 2005). Polimeros tém
sido desenvolvidos para o revestimento de comprimidos ou capsulas objetivando a
liberagao do farmaco especificamente neste local de acao.

Dentre os polimeros desenvolvidos estd o Eudragit FS30D® que é
um copolimero aniénico composto de metil acrilato, metilmetacrilato e acido
metacrilico que apresenta propriedades de dissolugdo em ambiente ligeiramente
neutro (pH= 6,8) o que é encontrado no intestino grosso (Beckert, 2000). Esse
polimero tem sido aplicado em sistemas de revestimentos farmacéuticos destinados
a via oral, e constitui importante estratégia para a liberacdo colon-especifica,
fundamentada nas variagbes de pH que o trato gastrintestinal possui em condi¢des
fisiol6gicas normais (Beckert, 2000; Gupta et al., 2001).

Adicionar mecanismos adicionais, além da pH-dependéncia, poderia
diminuir as falhas destes sistemas colon-especificos; haja vista que certas patologias
como a colite ulcerativa podem tornar o célon mais acido (Gupta et al.,, 2001;
Nungent et al., 2001).

A enzimo - especificidade € um dos possiveis mecanismos a serem
convergidos para os filmes célon-especificos; esta especificidade é dada por uma
microflora colénica uUnica, complexa, anaerdbica e produtora de enzimas
glucosidases (Vardakou et al., 2007). A susceptibilidade enzimatica, que certos
substratos possuem frente a microflora uUnica do colon, oferece imensuraveis
expectativas de associagdo, num unico sistema, de mecanismos enzimo e pH-
dependente (Quintanilha et al., 2007; Akhgari et al., 2006).

Dentre os atuais substratos, com potencial para convergir a enzimo-
especificidade para um revestimento coélon-especifico, estdo os polissacarideos
microbianos extracelulares (EPS). Estes EPS apresentam-se como potenciais
alternativas aos polissacarideos vegetais tradicionalmente utilizados na aditivagéo
de filmes cdélon-especificos, haja vista o alto rendimento e a facil bioseparacédo que
apresentam aos processos extrativos vegetais (Oliveira et al., 2007). Os EPS séo
produzidos por diferentes microrganismos e sdo conhecidos pelo seu efeito
prebiodtico; onde sofrem degradacédo enzimatica pela microflora colénica (Rastall et
al., 2002).
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A levana, exopolissacarideo constituida predominantemente por
residuos de D-frutose unidos por ligagbes glicosidicas B-(2->6); podendo ainda
apresentar pontos de ramificagdes B-(2->1) e um residuo de glucose terminal (Paula
et al., 2008), apresenta-se como candidata a aditivacéo de filmes célon especificos

dada ao seu efeito prebidtico.

A liberagao controlada do farmaco no célon oferece ao paciente um
melhor gerenciamento na liberagdo do medicamento; melhorando a resposta
terapéutica de substancias farmacologicamente ativas, bem como a redugdo dos
seus efeitos adversos (Oliveira e Cavalcanti, 2007).

Outras substancias, além dos farmacos utilizados no tratamento de
doencas colbnicas, se beneficiardo da liberacdo colon-especifica como o hormdnio
do crescimento, insulina, endorfinas e calcitonina. Estas substancias ndao suportam o
ambiente indspito das regides proximais do trato gastrointestinal; estbmago e
intestino delgado fazendo do colon um local ideal para sua absor¢éo (Katsuma et al.,
20006).

Sendo assim, a levana de B. subtilis NATTO que apresenta
susceptibilidade as enzimas da flora colénica se torna uma candidata na elaboracéo
de um novo material polimérico, conjuntamente com o Eudragit FS 30D®, para o
desenvolvimento de um sistema enzimo e pH-dependente para liberacdo de

substancias farmacologicamente ativas.
MATERIAIS E METODOS
Materiais

Eudragit FS30D® (copolimero anidnico composto de metil acrilato,
metilmetacrilato e acido metacrilico, Evonik Industries®, Pharma Polymers, S&o
Paulo, Brasil) e levana obtida do B. subtilis isolado no alimento japonés Natto
(Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da Universidade Estadual de
Londrina, Brasil). Todos os demais materiais utilizados nos ensaios foram de grau

analitico.
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Producéo da levana

As fermentagdes, para obtengdo da levana do B. subtilis (NATTO),
foram realizadas em erlenmeyers de 2L com volume de trabalho de 500 mL nas
seguintes condigdes: 16 h, 37°C e 150 rpm no seguinte meio em g/L; sacarose
400,0; extrato de levedura 2,0; KH,PO4 1,0; (NH4)2.SO4 3,0; MgS0O4.7H,O 0,06;
MnSQO4 0,02 e agua destilada.

Preparacao dos filmes

Os filmes foram obtidos a partir de dispersdes poliméricas de base
aquosa preparadas em quatro diferentes concentragdes, fazendo variar a
concentracdo do pseudolatex e/ou da levana, permanecendo sempre a massa
polimérica final de 4% (p/v) (Bunhak et al., 2007). As proporgdes testadas foram
100:0 (Eudragit FS30D®: Levana), 95:05, 90:10 e 80:20. Foi utilizado ainda, como
agente deslizante, uma dispersdo de 5% de monoestearato de glicerila (MEG) e 2%
de tween 80 (Ibekwe et al., 2006). As dispersbdes contendo inicialmente o Eudragit
FS30D® acrescidas do agente deslizante foram deixadas sob agitacdo por um
periodo de 30 minutos a 25 £ 2,0 °C. Apdés completa homogeneizagdo, foram
adicionadas as solugdes de levana (5, 10 e 20% respectivamente), as quais foram
deixadas sob agitagdo por mais 60 min a 25 + 2,0 °C. Durante todo o processo de
homogeneizacao foi utilizada bomba a vacuo visando evitar a incorporagao de ar e
formacdo de bolhas as misturas poliméricas. 10 mL das diferentes associacdes
foram vertidas sobre moldes de teflon®, previamente demarcados e fixados numa
placa de nylon com uma area de 28,27 cm?, devidamente nivelada e levada ao
aquecimento em estufa a 50 °C por 24 h; condigdes de tempo e temperatura minima
para a formacéo de filmes isolados adotados nesta investigacdo. Em seguida, foi
realizada analise macroscoépica dos filmes buscando selecionar amostras dos
materiais com auséncia de rachaduras, bolhas de ar ou quaisquer imperfeicbes que
pudessem interferir nos ensaios. Concomitantemente, foi realizada a determinagao
das espessuras dos filmes isolados (5 amostras para cada formulagdo) usando
micrometro (Mitutoyo®) com sensibilidade de 0,01 mm em cinco pontos aleatorios
da superficie. As membranas selecionadas foram acondicionadas em dissecador até

o momento de realizar os testes posteriores (Cavalcanti et al., 2002).
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Determinacdo da transmisséo de vapor d"agua

O estudo de transmiss&o de vapor d"agua (TVA) foi desenvolvido em
conformidade com método “B” da ASTM (American Society for Testing and
Materials) designado E96-66. Inicialmente, no interior de cada cupula de
permeabilidade (modelo Payne permeability cup, Bélgica) foram adicionados 10,0
mL de agua destilada. Em seguida, os filmes candidatos a investigacdo, com area de
9,62 cm2, foram fixados as cupulas individualmente. O conjunto (cupula + agua
destilada + amostra filme) foi pesado no tempo zero e armazenado em dissecador
contendo silica-gel. As cupulas, em ftriplicata, para cada filme, foram pesadas nos
intervalos de 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h. A cada intervalo de tempo pré-estabelecido, a
silica-gel era trocada por outra desidratada (50 °C/24 h). A diferenca de massa das
cupulas em cada intervalo de tempo foi registrada e aplicada na Equagao [1] para

calcular a taxa de transmissao de vapor d’agua através dos filmes isolados.

TVA=gx24 (1)
txa

Onde, g é a perda de massa em gramas, t € tempo em h e a a area

do filme em m?.
Determinacéo do indice de intumescimento

Os filmes das diferentes associagdes foram minuciosamente
cortados com tesoura cirurgica (modelo Professional F/1) em aproximadamente 1,0
cm?, sendo em seguida distribuidos no interior de placas de Petri devidamente
identificadas. Posteriormente, as placas de Petri foram colocadas em estufa a 50 °C,
por aproximadamente 24 h, atingindo massa constante. Apos este tempo, as placas
foram retiradas e mantidas em dissecadores durante a realizagdo do experimento.
Amostras dos filmes secos representantes das diferentes composicbes foram
pesadas em balancga analitica, e imediatamente imersas em recipiente por diferentes
intervalos de tempo a temperatura ambiente, contendo Fluido de Simulagado Gastrica
(FSG) preparado conforme a 232 ed. Farmacopéia dos Estados Unidos da América,

sem a presenca de enzimas. Em cada intervalo de tempo pré-estabelecido as
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amostras (em ftriplicata) foram removidas dos meios com auxilio de pinga e
cuidadosamente enxugadas, entre duas folhas de papel de filtro, e repesadas
retirando o excesso de fluido. Foram retiradas amostras nos intervalos de 1, 10, 30,
60, 75, 90, 105 e 120 min de imers&o. Para o calculo do indice de intumescimento

(1i%) foi utilizada a Equacéo [2] (Blanchon et al., 1991) a seguir:

li% = Pi - Ps x 100 (2)

Ps

Onde Pi é o peso do filme intumescido, no tempo correspondente, e

Ps é o peso do filme seco.

Calorimetria diferencial de varredura

A calorimetria diferencial de varredura foi realizada utilizando-se 6
mg das diferentes associacbes com um calorimetro Netzch DSC-204 em uma
atmosfera com fluxo de nitrogénio gasoso de 10 mL/min. As amostras foram
aprisionadas em cadinho de aluminio com tampa furada e submetidas a um
programa de aquecimento controlado; 0-600°C a uma taxa de aquecimento de 10°C
por minuto. Antes disso foi aplicada uma isoterma de 100°C por 15 min objetivando
a perda total de umidade. A diferenca de fluxo de calor da amostra e do padrao foi
controlada, verificando-se a perda ou ganho de energia da amostra pela variagao da
entalpia esbogada em graficos por picos endotérmicos e exotérmicos (Cavalcanti et
al., 2004).

Analise termogravimétrica

Foram conduzidos experimentos para investigar a estabilidade
térmica, por termogravimetria, das diferentes associagbes candidatas, utilizando-se
um aparelho Netzsch TGA-204. Foram utilizadas aproximadamente 10 mg de
amostra em uma atmosfera de fluxo de nitrogénio gasoso de 10 mL/min. A faixa de
temperatura foi de 0-600°C a uma taxa de aquecimento de 10°C por minuto
(Cavalcanti et al., 2004).
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Andalise estatistica

As analises estatisticas foram usadas para determinar o nivel de
significancia existente entre os valores obtidos em todos os ensaios envolvendo os
filmes. Estas analises foram realizadas com ajuda do programa GraphPad Prism ©
(versdo 2.01, 1996). Os diferentes resultados referentes aos coeficientes de 1i% e
TVA, obtidos em FSG, foram inicialmente avaliados usando analise de variancia
(ANOVA), sendo os resultados considerados significativos quando p<0,05. Quando o
conjunto desses valores forneceu parametros significativos, foi realizada aplicagéao
das médias dos dados obtidos no teste de multipla comparacéo de Tukey, visando
comparar o papel das diferentes composicbes poliméricas. Também sendo
considerados significativos os valores registrados para p<0,05 (Cavalcanti et al.,
2002; Cavalcanti et al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracterizacdo Morfolégica Macroscopica e determinacdo da espessura dos

filmes

A caracterizagdo morfolégica macroscoépica dos filmes, bem como a
determinacdo da sua espessura, sdo etapas criticas para se garantir a
reprodutibilidade dos ensaios propostos (Oliveira e Cavalcanti, 2007; Cavalcanti et
al., 2002).

Os filmes obtidos por evaporacao (casting process) em placas de
Teflon®, a partir de dispersdes poliméricas de base aquosa, ndo apresentaram
rachaduras ou bolhas de ar, bem como nao apresentaram evidéncias de
incompatibilidades entre o polimero sintético Eudragit FS30D ® e alevana.

A compatibilidade que certos polissacarideos possuem, frente a
polimeros polimetacrilatados, sdo amplamente divulgados pela literatura cientifica.
Oliveira e Cavalcanti (2007) verificaram que ndo houve incompatibilidades entre a-
gluco-oligossacarideo e o polimero polimetacrilatado utilizado. Cavalcanti et al.
(2002) avaliaram a permeabilidade e hidratacdo de filmes polimetacrilatados
aditivados com o polissacarideo inulina. Nao houve incompatibilidades entre os

polimeros polimetacrilatados e a inulina; quimicamente muito semelhante a levana
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(Jain et al., 2007). Pelos resultados & possivel sugerir que a levana nao apresenta
incompatibilidade com o polimero polimetacrilatado Eudragit FS30D; reforcando a
sua aplicabilidade em filmes isolados.

Os filmes obtidos, com a adicdo de levana, apresentaram
homogeneidade na espessura entre as varias formulagcbes testadas (p=0,114).
Entretanto, o aumento da concentracdo da levana diminuiu a transparéncia e a
flexibilidade dos filmes isolados. Bunhak et al. (2007) também obtiveram diminuigédo
da flexibilidade e transparéncia conforme aumento do sulfato de condroitina nos
seus filmes polimetacrilatados; embora neste caso a flexibilidade e transparéncia

ainda permaneceram adequadas.

Transmisséao de vapor d agua

A transmissdo de vapor d'agua (TVA) avalia a hidrofilia dos
polimeros presentes nos filmes, bem como oferece um indice na qual & possivel
relacionar a mobilidade da matriz polimérica frente as moléculas de vapor de agua
(MONDAL e YONG, 2006). Os resultados revelam que a levana alterou a
permeabilidade dos filmes. O ensaio de TVA, para os filmes Eudragit FS30D® (EF) e
levana (L), pode ser visto na Figura 1. A levana aumentou a permeabilidade dos
filmes (p<0,001), embora n&o haja diferenga estatistica entre as formulagées EFL
95:05 e EFL 90:10 (p=0,069); e sim uma leve tendéncia de TVA maior no EFL 90:10.
O indice de TVA foi aumentado consideravelmente na formulagdgo EFL 80:20
(p<0,001).

Estes resultados sdo semelhantes aos de Bunhak et. al (2007) que
analisaram a transmissao de vapor de agua de filmes isolados polimetacrilatados
aditivados com o polissacarideo sulfato de condroitina. Os autores encontraram que
0 aumento da concentracédo do polissacarideo gerou aumento proporcional na taxa
de transmissao de vapor d agua; fendbmeno que pdde ser explicado pelo aumento da
hidrofilicidade do sistema, causado pela adicdo do polissacarideo. A levana, assim
como o sulfato de condroitina, apresenta grande quantidade de grupos funcionais
hidroxilas (OH") que s&o capazes de aumentar a hidrofilia do sistema e demonstrar
comportamento semelhante. Os indices de TVA foram proporcionais a concentragao

da levana nos filmes isolados.
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Figura 1 — Transmissao do vapor de agua dos filmes nas diferentes associacées — Eudragit
FS30D e levana (n=3) de B. subtilis NATTO.

Determinac&o do indice de Intumescimento (1i%)

O intumescimento permite avaliar a hidrofilia dos polimeros
constituintes do filme isolado através do seu comportamento de hidratacéo inferida
pelo indice de intumescimento. Segundo Oliveira e Cavalcanti (2007) uma hidrofilia
moderada, avaliada por intumescimento em fluidos fisiolégicos, fornece uma forte
expectativa da garantia do acesso ao célon das bactérias existentes na porgao distal
do TGI. Neste estudo aplicou-se o indice de intumescimento de filmes isolados
polimetacrilatados, aditivados com a-gluco-oligossacarideo, para se avaliar a
hidrofilia do sistema. Os indices de intumescimento, para as formulagdes EFL,
podem ser vistas na Tabela 1. Os desvios padrdes foram considerados adequados;
haja vista que estudos anteriores apresentaram desvios padrées maiores que 0
nosso (>20) neste mesmo tipo de metodologia (AKHGARI et al., 2006). O Eudragit
FS30D®, devido ao seu comportamento pH-dependente, ndo foi imerso em FSI
(BECKERT, 2000).
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Tabela 1 — indice de intumescimento das formulacdes EFL em fluido de simulacgéo
gastrico (média dos dados £ S.D.; n=3)

Formulacao indice de intumescimento, li (%)
FSG

EF 100% 33,71 £ 7,57

EFL 95:05 42,10 + 7,81

EFL 90:10 33,05+3,4

EFL 80:20 32,27 £ 1,07

Os resultados demonstram que a levana néao influenciou no indice
de intumescimento das formulagdes EFL; apresentando p>0,05. Estes resultados
foram comparaveis com Akhgari et al. (2006). Esses pesquisadores encontraram
que a inulina, nas concentragbes 10-20-30%, n&o influenciou o intumescimento de
filmes isolados contendo Eudragit FS30D®, o mesmo polimero sintético utilizado

neste modelo.
Andalises térmicas

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) permite a analise do
perfil energético das amostras num intervalo especifico de temperatura. Estudos
costumam evidenciar eventos endotérmicos largos (35°C-160°C) atribuidos a perda
de agua, bem como eventos endotérmicos referentes a sua fusdo; eventos endo e
exotérmicos também podem corresponder a decomposicdo térmica dos produtos
(CAVALCANTI et al., 2004). As curvas de DSC, para os filmes a base de Eudragit

FS30D°, podem ser vistos na Figura 2 respectivamente.
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Figura 2 — Curvas da calorimetria diferencial de varredura das diferentes associacoes
Eudragit FS 30D: Levana a) EF100% b) EFL 95:05 c) EFL 90:10 d) EFL 80:20

Os resultados, das curvas de DSC para EFL, indicaram apenas uma
temperatura de transi¢do vitrea (tgmax ~ 47°C) indicando compatibilidade entre os
materiais, bem como a miscibilidade da mistura polimérica em todas as formulagdes.
Esses resultados sdo compativeis com as especificagdes da Evonik Industries que
indicaram, como tg do Eudragit FS30D, a temperatura aproximada de 48°C.
Também nao houve diferengas significativas entre a formulagdo controle e as outras
formulagbes aditivadas com levana (DP=1,51); inferindo-se que o exopolissacarideo
nao influenciou a transicao vitrea. Entretanto as formulagcbes EFL 80:20
apresentaram, logo apés a transi¢ao vitrea, um pico exotérmico referente a uma
relaxagao (td=120,6°C). Segundo Sakamoto et al. (2003) o pico de relaxagdo, que
esta associada a temperatura de transicdo, € devida a uma movimentagao das
cadeias poliméricas ocasionando uma assimetria na distribuicdo de cargas
eletrbnicas em torno de suas moléculas; ou devido ainda a presenga de cargas
espaciais.

O pico endotérmico da decomposi¢cao nao foi influenciado pela
levana, nas formulagcdes EFL; ficando em torno de 400°C. Estes resultados estdo em
similitude com outros estudos. Rabito (2009) analisou por DSC filmes isolados, a
base de Eudragit FS30D, aditivados com a arabinoxilana. Os resultados

demonstraram que tanto os filmes EF 100%, como em todas as concentragdes de
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arabinoxilanas utilizadas, o pico da decomposi¢cao também foi observado em torno
de 400°C; o plastificante e a concentragao utilizada foram as mesmas.

Os perfis termogravimétricos (TGA) das formulagdes EFL podem ser
vistos na Figura 3. As curvas termogravimétricas derivadas (DTG) podem ser
verificadas na Figura 4. As analises termogravimétricas avaliam a estabilidade
térmica dos compostos (Cavalcanti et al., 2004). Ainda segundo Cavalcanti et al.
(2004), a derivada das curvas de TGA facilita a observacao de diferentes estagios de
degradagédo. As curvas de TGA e DTG, para as formulagbées EFL, indicaram perdas
de massa entre 405,9°C e 419,6°C; confirmando altas temperaturas de degradacgao.
Em média, 90,8% da massa foi perdida entre 300 e 450°C. Nao foram observadas
diferencas significativas na perda de massa, entre as diferentes formulagdes
contendo Eudragit FS30D, para temperaturas de até 100°C (EF 99,4310,62;
EFL95:05 99,331+0,68; EFL90:10 98,77+1,07; EFL80:20 99,06+0,88). A levana
aumentou proporcionalmente, conforme participagdo crescente nas diferentes
formulacgdes, a perda de massa entre 100 e 350°C. As formulagbes, com maiores
concentracdées de levana, apresentaram menores perdas de massa durante o
ensaio; 97,52% e 97,89% para EFL 90:10 e 80:20 respectivamente, e 99,40% e
99,15% para EF e EFL 95:05.

—EF 100
110 - —— EFL 95:05
] — EFL 90:10
— EFL 80:20

100 3
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60
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Figura 6 — Curvas de termogravimetria dos filmes isolados Eudragit FS30D® aditivados com
levana de B. subtilis NATTO.
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Figura 4 — Curvas termogravimétricas derivadas das diferentes associacdoes de filmes
Eudragit FS 30 D: Levana: a) EF 100, b)EFL 95:05, c) EFL 90:10 e d) EFL 80:20.

Estes resultados foram considerados positivos haja vista que o novo
material polimérico, aditivado com levana, apresentou altas temperaturas de
degradacao; bem como a levana néo influenciou na estabilidade térmica do material

até 100°C.
Conclusodes

A aplicacado de polissacarideos, principalmente aqueles produzidos
por microrganismos, permanece como grande desafio na area de excipientes
farmacéuticos. Os resultados deste estudo indicaram que o exopolissacarideo
levana, produzido pelo B. subtilis NATTO, quando incorporado ao Eudragit FS 30D®

na formacao de filmes isolados, forneceu subsidios iniciais promissores quanto a
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perspectiva de aplicacdo deste novo material no desenvolvimento de sistema voltado
a liberacao colon-especifica.

A levana e o Eudragit FS 30D foram quimicamente compativeis; n&o
apresentando separacao de fases durante a fabricagcao do filme. A mobilidade das
cadeias poliméricas do Eudragit FS 30 D foi aumentada consideravelmente nas
formulagcées EFL 80:20 pela acao da levana; sendo consideradas moderadas nas
formulagbes EFL 95:05 e EFL 90:10. Os filmes também apresentaram alta
estabilidade térmica (até 100°C).

Estes resultados nos permitem sugerir que os filmes isolados
produzidos neste trabalho poderao, apos estudos complementares, serem utilizados
para revestimento de comprimidos ou capsulas para liberagao colon-especifica de

farmacos.
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AVALIACAO DA PERMEABILIDADE, HIDRATACAO E ANALISES TERMICAS DE
FILMES ISOLADOS DE EUDRAGIT RS 30D® ADITIVADOS COM LEVANA DE
BACILLUS SUBTILIS NATTO. MATERIAL CANDIDATO AO REVESTIMENTO

FARMACEUTICO.

Leandro F. dos SANTOS", Edgardo A. G. PINEDA? Maria Antonia P. C. CELLIGOLI,
Osvaldo A. CAVALCANTP®

Resumo

Membranas metacrilatadas tempo-dependentes, contempladas com a aditivagao de
prebidticos como a levana, oferecem destacada liberacdo controlada célon-
especifica. Estas novas barreiras, com uma cinética de liberacdo diferenciada,
apresentam combinacdo de mecanismos tempo e enzimo-dependentes; sendo uma
nova alternativa de revestimento para tratamentos de doencas colbnicas. Este
trabalho teve o objetivo de apresentar a levana, de B. subtilis NATTO, como
candidata na elaboragdo de um novo material polimérico conjuntamente com o
Eudragit RS 30D®. Filmes de Eudragit RS 30D, aditivados com levana, forma
confeccionados por “casting process” e em seguida caracterizados quanto a
permeabilidade, hidratacdo, calorimetria diferencial de varredura (DSC) e
termogravimetria (TGA). As formulagdes Eudragit RS 30D:Levana (ERL) 95:05 e
ERL 80:20 tiveram um aumento da transmissao de vapor d'agua (TVA) condizente
ao aumento da participacdo do exopolissacarideo nos filmes isolados; p<0,001. A
levana influenciou no indice de intumescimento das formulagdes ERL 95:05 e 90:10
em fluido de simulagdo gastrica (FSG); sendo relativamente proporcional a
participacdo do exopolissacarideo no filme. Em fluido de simulagao intestinal (FSI),
apenas a formulacdo ERL 90:10 apresentou significativamente diferente ao controle
(p<0,001). Nas formulagdes ER 100% e ERL 80:20, o intumescimento foi maior em
FSI do que em FSG; respectivamente p=0,028 e p=0,0012. Em média, 94,08% da
massa foi perdida entre 150°C e 450°C; periodo de maior degradagao térmica. O
novo material polimérico apresentou-se promissor para revestimento de farmacos
em que se deseja liberagao colbnica.

Palavras-chave: Levana. Filmes poliméricos. Liberagdo modificada. Eudragit RS
30D.

' Departamento de Bioquimica e Biotecnologia, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de
Londrina, SC 86051-990 Londrina, Brasil. Autor para correspondéncia: leandrofreire@onda.com.br
2 Departamento de Quimica, Centro de Ciéncias Exatas, Universidade Estadual de Maringa, SC

87020-900 Maringa, Brasil
® Departamento de Farmacia e Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual
de Maringa, SC 87020-900 Maringa, Brasil



103

INTRODUCAO

Desenvolver “medicamentos inteligentes” que saibam dirigir-se as
regides especificas do organismo, liberando ativo exatamente onde este devera
atuar, evitando distribuicdo aleatéria, aliado a extingdo dos longos esquemas
posologicos, constitui grande desafio para pesquisadores académicos e industriais.

Dentre as pesquisas envolvendo esses sistemas terapéuticos,
destacam-se formulagdes destinadas a liberacdo modificada de farmacos as quais
oferecem efetivo gerenciamento na disponibilizagdo dos farmacos, seja temporal
e/ou espacial. Tais sistemas melhoram a resposta terapéutica de substancias
farmacologicamente ativas, bem como reduzem os seus efeitos adversos (Sinha et
al., 2004).

A Biotecnologia tem contribuido neste campo de pesquisa aonde
exopolissacarideos, por exemplo, tém sido aplicados em implantes subcutaneos,
matrizes de comprimido e hidrogéis (Pitarresi et al., 2007). Estes exopolissacarideos
sdao polimeros ou carboidratos amplamente produzidos por diferentes
microrganismos com potencial de aplicagdo ndo sé junto ao mercado industrial
farmacéutico, como em diversos segmentos industriais, pois apresentam grande
produtividade e séo de facil purificagdo quando comparados a compostos de origem
vegetal (Oliveira et al., 2007).

Embora seja notéria a potencial aplicabilidade  dos
exopolissacarideos neste contexto, pouco se tem estudado sobre sua insergao
direta em dispositivo especifico. Filmes poliméricos destinados a aplicagcdo no
processo de revestimento de solidos orais para liberagdo de farmacos, em geral,
apresentam na sua composi¢ao polimero pH - dependente ou tempo -dependente,
podendo contemplar a presenca de substrato vulneravel especificamente pela
microflora colénica auxiliando na liberagao do farmaco no colon.

Mecanismo pH ou tempo - dependente aliado ao enzimo-
dependente sdo estratégias que podem auxiliar no tratamento de inumeras
patologias existentes no célon. Dentre as patologias, que podem se beneficiar pelo
uso destes materiais poliméricos, estdo a sindrome do intestino irritavel, cancer
célon-retal, doenca de Crohn e colite ulcerativa (Cavalcanti et al., 2002).

As formulagcbes farmacéuticas disponiveis atualmente para

tratamento dessas patologias envolvem sistemas orais pH dependentes ou enemas.
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Estes tratamentos tradicionais ndo sao sitio — especificos e podem falhar com alta
freqUéncia, prioritariamente devido as variagdes das condicdes fisioldgicas, aliado a
restricdo do acesso do farmaco a regido lesada.

A levana € um exopolissacarideo constituido predominantemente
por residuos de D-frutose que apresenta susceptibilidade especifica as enzimas do
ecossistema colénico e apresenta-se como candidata a aditivagdo de filmes
poliméricos tempo-dependente como o Eudragit RS 30D (De Paula et al., 2008). O
presente trabalho teve por objetivo adicionar a levana, polissacarideo extracelular
produzido pelo B. subtilis NATTO, na fabricacdo de filmes poliméricos isolados do
Eudragit RS 30D®, avaliando a influéncia da levana na permeabilidade, hidratacéo e

analises térmicas destes filmes.
MATERIAIS E METODOS
Materiais

Eudragit RS 30D® (copolimero metacrilato de aménio, tipo B,
USP/NF/Rém Pharma, Darmstadt - Alemanha) e levana obtida do B. subtilis isolado
do alimento japonés Natto (Departamento de Bioquimica e Biotecnologia da
Universidade Estadual de Londrina, Brasil). Todos os demais materiais utilizados nos

ensaios foram de grau analitico.
Producéo da levana

As fermentagdes, para obtencao da levana do B. subtilis (NATTO),
foram realizadas em erlenmeyers de 2L com volume de trabalho de 500 mL nas
seguintes condigdes: 16 h, 37°C e 150 rpm no seguinte meio em g/L; sacarose
400,0; extrato de levedura 2,0; KH2PO4 1,0; (NH4).SO4 3,0; MgS0O4.7H,0O 0,06;
MnSQO4 0,02 e agua destilada.
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Preparacéo dos filmes

Os filmes foram obtidos a partir de dispersdes poliméricas de base
aquosa preparadas em quatro diferentes concentragdes, fazendo variar a
concentracdo do pseudolatex e/ou da levana, permanecendo sempre a massa
polimérica final de 4% (p/v) (Bunhak et al., 2007). As proporgdes testadas foram
100:0 (Eudragit RS 30D®: Levana), 95:05, 90:10 e 80:20. Para obtengdo das
peliculas foi usado o agente plastificante citrato de trietila a 20% (Abbaspour et al.,
2008). As dispersdes contendo inicialmente o Eudragit RS30D® acrescidas do
agente plastificante foram deixadas sob agitacdo por um periodo de 30 minutos em
temperatura ambiente (TA=25°C + 2,0). Apos completa homogeneizag¢ao, seguindo
as proporgdes citadas anteriormente, foram adicionadas quantidades variaveis da
solugdo de levana (5, 10 e 20% respectivamente), as quais foram deixadas sob
agitacdo por mais 60 min em TA. Durante todo o processo de homogeneizagao foi
utilizada bomba a vacuo visando evitar a incorporacdo de ar e formagao de bolhas
as misturas poliméricas. Apés completa homogeneizagdo, as diferentes
associacdoes foram amostradas e vertidas no volume de 10,0 mL sobre moldes de
teflon®, previamente demarcados e fixados numa placa de nylon com uma area de
28,27 cm?, devidamente nivelada e levada ao aquecimento em estufa a 45 °C por 24
h; condi¢cdes de tempo e temperatura minima para a formacédo de filmes isolados
adotados nesta investigagao. Transcorridas as 24 h os filmes foram cuidadosamente
removidos do substrato. Em seguida, foi realizada analise macroscépica dos filmes
buscando selecionar amostras dos materiais com auséncia de rachaduras, bolhas de
ar ou quaisquer imperfeicdes que pudessem interferir nos ensaios propostos.
Concomitantemente, foi realizada a determinacdo das espessuras dos filmes
isolados (5 amostras para cada formulagdo) usando micrémetro (Mitutoyo®) com
sensibilidade de 0,01 mm em cinco pontos aleatorios da superficie. As membranas
selecionadas foram acondicionadas em dissecador até o momento de realizar os

testes posteriores (Cavalcanti et al., 2002).
Determinacéo da transmissao de vapor d"agua (TVA)

O estudo de TVA foi desenvolvido em conformidade com método “B”
da ASTM (American Society for Testing and Materials) designado E96-66.
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Inicialmente, no interior de cada cupula de permeabilidade (modelo Payne
permeability cup, Bélgica) foram adicionados 10,0 mL de &agua destilada. Em
seguida, os filmes candidatos a investigacdo, com area de 9,62 cm2, foram fixados
as cupulas individualmente. O conjunto (cupula + agua destilada + amostra filme) foi
pesado no tempo zero e armazenado em dissecador contendo silica-gel. As cupulas,
em triplicata, para cada filme, foram pesadas nos intervalos de 0, 24, 48, 72, 96 e
120 h. A cada intervalo de tempo pré-estabelecido, a silica-gel era trocada por outra
desidratada (50 °C/24 h). A diferenga de massa das cupulas em cada intervalo de
tempo foi registrada e aplicada na Equacao [1] para calcular a taxa de transmissao

de vapor d’agua através dos filmes isolados.

TVA=gx24 (1)
txa

Onde, g é a perda de massa em gramas, t € tempo em h e a a area

do filme em m?.
Determinacéo do indice de intumescimento

Os filmes das diferentes associagdes foram minuciosamente
cortados com tesoura cirurgica (modelo Professional F/1) em aproximadamente 1,0
cm?, sendo em seguida distribuidos no interior de placas de Petri devidamente
identificadas. Posteriormente, as placas de Petri foram colocadas em estufa a 50 °C,
por aproximadamente 24 h, atingindo massa constante. Apos este tempo, as placas
foram retiradas e mantidas em dissecadores durante a realizagdo do experimento.
Amostras dos filmes secos representantes das diferentes composicbes foram
pesadas em balancga analitica, e imediatamente imersas em recipiente por diferentes
intervalos de tempo a temperatura ambiente, contendo Fluido de Simulagado Gastrica
(FSG) e Fluido de Simulagdo Intestinal (FSI) preparado conforme a 232 ed.
Farmacopéia dos Estados Unidos da América, sem a presenca de enzimas. Em
cada intervalo de tempo pré-estabelecido as amostras (em ftriplicata) foram
removidas dos meios com auxilio de pinga e cuidadosamente enxugadas, entre duas
folhas de papel de filtro, e repesadas retirando o excesso de fluido. Foram retiradas

amostras nos intervalos de 1, 10, 30, 60, 75, 90, 105 e 120 min de imersdo. Para o
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calculo do indice de intumescimento (1i%) foi utilizada a Equacgao [2] (Blanchon et al.,

1991) a sequir:
[i% = Pi-Ps x 100 (2)

Ps

Onde Pi é o peso do filme intumescido, no tempo correspondente, e

Ps é o peso do filme seco.

Calorimetria diferencial de varredura

A calorimetria diferencial de varredura foi realizada utilizando-se 6
mg das diferentes associagdes com um calorimetro Netzch DSC-204 em uma
atmosfera com fluxo de nitrogénio gasoso de 10 mL/min. As amostras foram
aprisionadas em cadinho de aluminio com tampa furada e submetidas a um
programa de aquecimento controlado; 0-600°C a uma taxa de aquecimento de 10°C
por minuto. Antes disso foi aplicada uma isoterma de 100°C por 15 min objetivando
a perda total de umidade. A diferenca de fluxo de calor da amostra foi controlada,
verificando-se a perda ou ganho de energia da amostra pela variagdo da entalpia
esbocada em graficos por picos endotérmicos e exotérmicos (Cavalcanti et al.,
2004).

Analise termogravimétrica

Foram conduzidos experimentos para investigar a estabilidade
térmica, por temogravimetria, das diferentes associagbes candidatas, utilizando-se
um aparelho Netzsch TGA-204. Foram utilizadas aproximadamente 10 mg de
amostra em uma atmosfera de fluxo de nitrogénio gasoso de 10 mL/min. A faixa de
temperatura foi de 0-600°C a uma taxa de aquecimento de 10°C por minuto
(Cavalcanti et al., 2004).

Andlise estatistica

As analises estatisticas foram utilizadas para determinar o nivel de

significancia existente entre os valores obtidos em todos os ensaios envolvendo os
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filmes. Estas analises foram realizadas com ajuda do programa GraphPad Prism ©
(versdo 2.01, 1996). Os diferentes resultados referentes aos coeficientes de 1i% e
TVA, obtidos em FSG e FSI, foram inicialmente avaliados usando anadlise de
variancia (ANOVA), sendo os resultados considerados significativos quando p<0,05.
Quando o conjunto desses valores forneceu parametros significativos, foi realizada
aplicagao das medias dos dados obtidos no teste de multipla comparacao de Tukey,
visando comparar o papel das diferentes composi¢des poliméricas. Também sendo
considerados significativos os valores registrados para p<0,05 (Cavalcanti et al.,
2002; Cavalcanti et al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Caracterizacdo Morfolégica Macroscopica e determinacdo da espessura dos

filmes

A caracterizagdo morfolégica macroscépica dos filmes, bem como a
determinacdo da sua espessura, sdo etapas criticas para se garantir a
reprodutibilidade dos ensaios propostos (Cavalcanti et al., 2002). Deve-se atentar
para a presenca de rachaduras, bolhas de ar, homogeneidade de espessura ou
quaisquer outras imperfeicées. Os filmes obtidos por evaporagéo (casting process)
em placas de Teflon®, a partir de dispersdes poliméricas de base aquosa, nao
apresentaram rachaduras ou bolhas de ar, bem como n&o apresentaram evidéncias
de incompatibilidades entre a levana e o polimero sintético Eudragit RS30D®. A
compatibilidade que certos polissacarideos possuem, frente a polimeros
polimetacrilatados, sdo amplamente divulgados pela literatura cientifica. Cavalcanti
et al. (2002) avaliaram a permeabilidade e hidratagdo de filmes polimetacrilatados
aditivados com o polissacarideo inulina. Nao houve incompatibilidades entre os
polimeros polimetacrilatados e a inulina; quimicamente muito semelhante a levana
(Jain, Gupta e Jain, 2007). Pelos estudos revisados foi possivel sugerir que a levana
provavelmente ndo apresentaria incompatibilidade com o polimero polimetacrilatado
Eudragit RS30D®; reforgando a sua aplicabilidade em filmes isolados. Os filmes
obtidos, com a adigéo de levana, apresentaram homogeneidade na espessura entre
as varias formulagdes testadas do grupo (p=0,119). Os filmes aditivados com levana

apresentaram apenas opacidade; ndo sendo detectadas alteragdes de flexibilidade.
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Transmissdao de vapor d"agua (TVA)

A transmissdo de vapor d'agua (TVA) avalia a hidrofilia dos
polimeros presentes nos filmes, bem como oferece um indice na qual & possivel
relacionar a mobilidade da matriz polimérica frente as moléculas de vapor de agua
(MONDAL e YONG, 2006). Os resultados revelam que a levana alterou a
permeabilidade dos filmes quando comparados entre si, incluindo o controle 100%.

O ensaio de TVA, para os filmes Eudragit RS30D® (ER) e levana (L),

pode ser visto na Figura 1.

500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

—+— TVA R3300 100%

WA

—&— TVA RS30D+Lev.(95:05)
—i— TVA RS30D+Lev.(90:10)

—®— TVA RS300+Lev.(B0:20)

0 50 100 150
Tempo (h)

Figural— Transmissao do vapor de agua dos filmes nas diferentes associacdoes —
Eudragit RS30D e levana de B. subtilis NATTO (n=3).

As formulagbes ERL 95:05 e ERL 80:20 tiveram um aumento do
TVA condizente ao aumento da participacdo do exopolissacarideo nos filmes
isolados; p<0,001 . O maior TVA foi obtida na formulacdo ERL 80:20; devido a maior
participacdo do polissacarideo. A levana apresenta grande quantidade de grupos
funcionais hidroxilas (OH") que pode aumentar a hidrofilia do sistema (Bunhak et al.,
2007). Entretanto, na formulacdo ERL 90:10, a densidade da matriz polimérica
aumentou, restringindo a difusdo de moléculas de vapor de agua pela diminui¢gdo do
volume livre (Mondal e Young, 2006). Este aumento da densidade da malha
polimérica pode ser inferido pelas alteracbes de cristalinidade e interagcbes inter

cadeias evidenciada pela caracterizagao térmica.
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Determinac&o do indice de Intumescimento (1i%)

O intumescimento permite avaliar a hidrofilia dos polimeros
constituintes do filme isolado através do seu comportamento de hidratacao inferida
pelo indice de intumescimento. Segundo Cavalcanti et al. (2002) uma hidrofilia
moderada, avaliada por intumescimento em fluidos fisiolégicos, fornece uma forte
expectativa da garantia do acesso ao célon das bactérias existentes na porgao distal
do TGI. Os indices de intumescimento, para as formulagées ERL, podem ser vistas
na Tabela 1 respectivamente. Os desvios padrbes foram considerados adequados;
haja vista que estudos anteriores apresentaram desvios padrées maiores que 0

nosso (>20) neste mesmo tipo de metodologia (Akhgari et al., 2006).

Tabela 1 — indice de intumescimento das formulagdes ERL em fluido de simulacéo
gastrico (FSG) e intestinal (FSI) (média dos dados + S.D.; n=3)

Formulacéao indice de intumescimento, li (%)
FSG FSI

ER 100% 21,63 +£7,85 34,13 £ 10,70

ERL 95:05 48,87 + 19,45 43,10 + 16,40

ERL 90:10 60,05 + 26,70 67,85 + 14,24

ERL 80:20 18,66 + 10,45 43,72 + 11,77

Conforme a Tabela 1, a levana influenciou no indice de
intumescimento das formulagdes ERL 95:05 e 90:10 em FSG; sendo relativamente
proporcional a participacdo do exopolissacarideo no filme. Entretanto, a formulacao
ERL 80:20 nado apresentou diferengas estatisticas quando comparado ao controle
ER 100% em FSG (p=0,074). A levana, em maiores concentra¢des, pode alterar as
interagbes intercadeias e consequentemente alterar a densidade da malha
polimérica das formulagdes; resultando numa hidratagdo n&o significativa como na
formulagcdo ERL 80:20. Esta alteracao de cristalinidade pode ser verificada nos
ensaios de mobilidade das cadeias poliméricas e caracterizagao térmica. Em FSI,
apenas a formulacdo ERL 90:10 apresentou significativamente diferente ao controle

(p<0,001). Nas formulagdes ER 100% e ERL 80:20, o intumescimento foi maior em
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FSI do que em FSG; respectivamente p=0,028 e p=0,0012. Tal comportamento pode
ser explicado pela presenca de grupos amoénio quaternario no Eudragit RS30D que
estdo na forma de sal cloridrico. A dissociagdo destes grupos é responsavel pelo
intumescimento dos filmes poliméricos. O FSG apresenta anions cloridrico que
apresentam menor seletividade por trocas idnicas ao fosfato presente no FSI.
Consequentemente ocorre menor hidratacdo dos filmes em FSG quando
comparados aos filmes imersos em FSI (Akhgari et al., 2006). Embora possa ocorrer
dissociagdo dos grupos de aménio quaternario, também se pode esperar que nao

ocorram diferengas significativas entre as formulagdes imersas em FSG e FSI.

Andlises térmicas (DSC e TGA)

A calorimetria diferencial de varredura permite a analise do perfil
energético das amostras num intervalo especifico de temperatura. Estudos
costumam evidenciar eventos endotérmicos largos (35°C-160°C) atribuidos a perda
de agua, bem como eventos endotérmicos referentes a sua fuséo; eventos endo e
exotérmicos também podem corresponder a decomposicdo térmica dos produtos
(CAVALCANTI et al., 2004). As curvas de DSC, para os filmes a base de Eudragit

RS30D®, podem ser vistos na Figura 2 respectivamente.

Heat Flux

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperature ( °C)

Figura 2 — Curvas da calorimetria diferencial de varredura das diferentes associacoes
Eudragit RS 30D: Levana a) ER 100% b) ERL 95:05 c) ERL 90:10 d) ERL 80:20
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O pico endotérmico da decomposicdo foi deslocado conforme a
participacdo crescente da levana nas formulagcbées ERL 90:10 e 80:20. Segundo
Kanis et al. (2006), alteragbes na temperatura de decomposigao podem ser devidas
as mudancas na cristalizagdo das cadeias. Ainda segundo o autor, as alteragcdes na
cristalizacdo da cadeia ocorrem conforme mudanga na interacido intercadeias do
sistema polimérico. A temperatura de transi¢ao vitrea (tg), para as formulagcbées ERL,
ficou aproximadamente em 49°C.

Estes resultados corroboram com Abbaspour, Sadeghi e Garekani
(2007) que especificaram a temperatura vitrea do Eudragit RS como 50°C. Ainda
segundo Haines e Wilburn (1995) estas variacbes nas tg podem ser devidas as
diferencas nos equipamentos e condicdes de analise. E importante destacar que a
formacao do filme é beneficiada por valores de tg baixo (WEI et al., 2009). Nenhuma
diferenga significativa foi observada entre as formulagdes ER controle e aquelas
aditivadas com levana (DP=3,28); inferindo que a levana nao influenciou na
transicéo vitrea destas formulag¢des. Os perfis termogravimétricos podem ser vistos

na Figura 3 e as curvas termogravimétricas derivadas podem ser verificadas na

Figura 4.
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Figura 3 — Curvas da termogravimetria dos filmes isolados Eudragit RS30D® aditivados
com levana de B. subtilis NATTO.
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Figura4 — Curvas de termogravimetria derivada das diferentes associacbes de filmes
Eudragit RS 30 D: Levana: a)ER 100, b)ERL 95:05, c)ERL 90:10 e d)ERL
80:20.

As analises termogravimétricas avaliam a estabilidade térmica dos
compostos enquanto a derivada das curvas de TGA facilita a observagéo de
diferentes estagios de degradacado. As curvas de TGA e DTG, para as formulag¢des
ERL, indicaram perdas de massa entre 218,9°C e 241,5°C, e 381,1°C e 409,4°C;
portanto dois estagios de degradagao em altas temperaturas. Em média, 94,08% da
massa foi perdida entre 150°C e 450°C; periodo de maior degradacgao térmica. Nao
foram observadas diferencas significativas na perda de massa, entre as diferentes
formulagbes contendo Eudragit RS30D e levana, para temperaturas de até 150°C
(ER 98,64+0,83; ERL95:05 98,97+0,84; ERL90:10 98,42+1,01 e ERL80:20
97,9941,13). As formulagbes, com maiores concentragdes de levana, apresentaram
menores perdas de massa durante o ensaio; 97,43% e 96,95% para ERL 90:10 e
80:20 respectivamente, e 99,09% e 99,15% para ER e ERL 95:05.

Estes resultados foram considerados positivos haja vista que o novo

material polimérico, aditivado com levana, apresentou altas temperaturas de
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degradacao; bem como a levana néo influenciou na estabilidade térmica do material
até 150°C.

Conclusodes

A elaboragdo de “medicamentos inteligentes” através do uso de
produtos oriundos da biotecnologia certamente estabelece imensuraveis desafios no
desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos, prioritariamente célon-especificos.

Os resultados deste estudo sugerem que o exopolissacarideo
levana, produzido pelo B. subtilis NATTO, quando incorporado ao Eudragit RS 30D®
na formacao de filmes isolados, forneceu subsidios iniciais promissores quanto a
perspectiva de aplicacdo deste material no desenvolvimento de sistema voltado a
liberacdo célon-especifica.

A levana e o Eudragit RS 30D foram compativeis, ndo ocorrendo
separacao de fases durante o processo de fabricagdo do filme. A levana também
influenciou na mobilidade das cadeias do Eudragit RS 30D nas formulagbes ERL
95:05 e ERL 80:20, entretanto a densidade da matriz polimérica aumentou na ERL
90:10. Em concentragbes mais baixas, a levana aumentou o intumescimento do
sistema. O novo material polimérico também apresentou altas temperaturas de
degradacéo (entre 150°C e 450°C).

Estes resultados nos permitem sugerir que os filmes isolados
produzidos neste trabalho poderdo, apds estudos complementares, ser utilizados
para revestimento de sélidos orais destinados ao tratamento de patologias que a

acometem o colon.
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CONCLUSOES

A producdo de levana, a partir de B. subtilis NATTO, foi favorecida
principalmente pelo aumento da concentragao de sacarose. A condicdo 6tima
para a producao de levana, a partir de B. subtilis, foi obtida utilizando-se 400
g/L de sacarose com 16 h de tempo de cultivo; com uma produgéo de 111,6
g/L e produtividade de 6,975 g/L.h.

As amostras apresentaram duas faixas de massas molares,
aproximadamente 568 K Da e < 50 K Da; nas quantidades 13,39% e 86,61%
respectivamente.

A levana, produzida pelo B. subtilis NATTO, apresentou um comportamento
Newtoniano (viscosidade independente da taxa de cisalhamento).

A levana mostrou-se nao citotdéxica para as células CHO-K1, bem como
nenhum tratamento aumentou a frequéncia de micronucleos para células
CHO-K1 quando comparado com o controle; ndo apresentando potencial
toxicolégico e mutagénico.

Os filmes nao apresentaram evidéncias de incompatibilidades entre os
polimeros sintéticos e a levana. A levana, devido aos seus grupos hidroxilas,
pode aumentar a hidrofilia do sistema refletindo em aumento do
intumescimento e TVA. O novo material polimérico apresentou altas
temperaturas de degradacdo; bem como a levana nao influenciou na

estabilidade térmica do material até 100°C.
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ANEXO A

Relatério Técnico: Identificagdo de microrganismos - colegao de culturas tropicais —

André Tosello — Campinas, SP

Relatorio Técnico

Servigo: Identificacdo de microrganismos Relatério: 080120rf

Interessado: Universidade Estadual de Londrina Data de Recebimento: 16/10/2008

Servigo No. | Amostra
080120-1 Amostra : Bacillus |solado do Natto

1. Objetivos:
Identificago de microrganismos por taxonomia convencional.

2. Metodologia utilizada:
° Identificacdo de bactérias por Taxonomia classica convencional.

Avaliagdo de caracteristicas fisiolégicas e metabolismo bioquimico pela taxonomia classica
convencional, associada o sistema de testes rapidos de identificagéo.

A Identificacdo é baseada na anélise comparativa de caracteristicas diferenciais de morfologia, ﬂ_siclogia
e metabolismo bioquimico da linhagem teste com dados das espécies de referéncia descritas na

literatura.
3. Resultados:
Servigo No. Amostra Resultados
080120-1 Amostra : Bacillus Isolado do Natto Bacillus subtilis; (Ehrenberg 1835)
Cohn 1872
4. Bibliografia:
DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuituren disponivel em:

http://www.dsmz.de/

Gordon, R.E.; Haynes, W.C. and Pang, C.Hor-Nay. The Genus Bacillus. Agriculture Handbook N? 427,
Washington, D.C.: U.S. Department of Agriculture, 1973.

Holt J.G., Krieg, N.R., Sneath, P.H.2, Stanley J.T., Williams, S.T. Bergey’s manual of determinative
bacteriology. 9" ed. The Williams & Wilkins, Baltimore, 1994.



Sneath, P.H.? Endospore-forming Gram positive rods and cocci. In: Sneath P.H.#?; Mair, N.S.; Sharpe, M.E.
and Holt, J.G. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Baltimore: Williams & Wilkins, 1986. Vol.2,.

Slepecky, R.? and Hemphill, H.E. The genus Bacillus — Nonmedical. In: Ballows, A; Triiper, H.G.; Dworkin,
M.; Harder, W. and Schleifer, K.H. (Ed.) The Prokaryotes. 2™ ed. New York: Springer-Verlag, 1992.
Vol.ll

Observacgoes:

As analises foram realizadas nos laboratérios da Colecgéo de Culturas Tropical, Fundagdo André Tosello.

Os resultados tém significacédo restrita e se aplicam somente as culturas recebidas para analise.

As culturas ser8o mantidas em nosso laboratério por um periodo de um més a partir desta data. Apds este
periodo elas serdo descartadas.

Data Emitido por
07/Nov/2008 Aline de Souza Lopes
Identificagbes/Testes e Ensaios - CCT/FAT
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FICHA DE IDENTIFICACAO

No. SERVICO:

Tabela Bacillus

Meio de cultura

NA

Temperatura

Caracteristica da Colénia

Caracteristica da Célula

Cor Creme Forma Bastonete
Forma Irregular Gram Positivo
Margem Irregular Rearranjo Isolado e aos pares
Superficie Plana Presenga de Esporos Sim
Textura Friavel Forma do Esporo Elipsoidal
Brilho/Opacidade Opaca Local onde esta na célula Central e subterminal

Méveis

sim

Requerimento de Oxigénio

Aerdbico

Testes Preliminares

Catalase + Citrato +

Oxidase - Uréia =

Indol - Hidrolise de Arginina =

Redugao de Nitrato + Hidrolise de Lisina -

Metabolismo fermentativo e Inerte Hidrolise de Ornitina =
oxidativo

Crescimento a 30°C + Proprionato +

Crescimento a 37°C + Esculina +

Crescimento a 50°C + Fenilalanina >

Tsl Acidifica glicose Voges Proskauer +
H;S - Amido +
Tirosina - Gelatina *

Crescimento em pH5,7 - SDA

+
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Vitek API
SUC -sacarose |+ | TRE —trealose * GLY - glicerol INO - inositol INU - inulina
TZR -vermelho |- PLA - + ERY - eritritol MAN — D-manitol MLZ -D-
de tetrazolio palatinosio melezitose
TAG —tagatose | - SOR - sorbitol + DARA -D- SOR - D-sorbitol RAF -D-
arabinose rafinose
GLU - glicose + | NAG - N-acetil- + LARA - L- MDM - metil-alfa- AMD - amido
D-glucosamina arabinose D-manopiranosido
INO- inositol - AMY — + RIB- D-ribose MDG - metil-alfa-D- GLYG -
amilopectina glucopiranosido glicogénio
GAL - - | KCN- tiocianato + | DXYL - D-xilose NAG - N-acetil- XLT -xilitol
galactose de potassio glucosamina
ARA - + | NCL-cloretode |+ | LXYL - L-xilose AMY —~ amigdalina GEN -
arabinose sodio 7% | gentiobiose
XYL — xilose - MEN - acido + ADO - D- ARB - arbitina TUR-D-
mandélico adonitol turanose
MAN — manitol + OLD - - MDX — metil- ESC - esculina LYX - D-lixose
oleandomicina | beta-D- citrato de ferro
| xilopiranosidio
RAF - rafinose - | NAA — acetato de |+ GAL -D- SAL - salicina TAG -D-
sodio galactose tagatose
SAL - salicina - ARB - arabitol - | GLU -D-glicose CEL — D-celibiose DFUC -D-
fucose
AGA - - | PAS — poliamido- |+ | FRU - D- frutose MAL - D-maltose LFUC - L-fucose
amigdalina higroestreptina
INU —inulina + NAE - acido - | MNE - D-manose LAC - D-lactose DARL -D-
nalidixico (origem bovina) arabitol
RIB - ribose - ESC —esculina + | SBE - L-sorbose MEL - D-melibiose LARL -L-
arabitol
MLT - maltose + | THRM ~terméfilo |- RHA - L- SAC - D-sacarose GNT - glucanato
raminose de potassio
DUL - dulcitol TER - D-trealose 2KG - 2-
cetoglucanato
de potassio
5KG - 5-
cetoglucanato
de potassio

Resultado da identificagéo

Identificacdo foi realizada com testes bioquimicos, sistema de identificacéo Vitek (porcentagem de
identificacéo de 81%), API ( porcentagem de identificacdo de 98,3%)e comparagdo com a literatura,

resultando: Bacillus subtilis
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ANEXO B
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Curva de Calibragdo da Solugao Padrao de Frutose por Somogyi (1954) e Nelson

(1944) em 540 nm

Absorvancia

0,2 1

Curvade calibragao - Frutose

y = 0,0059x - 0,0595
R? = 0,9979

20 40 60 80 100

Concentragdo Padrdo Frutose (ug/mL)
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ANEXO C

Curva de Calibragcdo da Cromatografia de Exclusdo Molecular com Padrdes de
Leuconsotoc mesenteroides Sigma de 50.000, 410.000 e 670.000 Da

Curvade calibracéo - Eluicdo dos padrdes de
Leuconostoc mesenteroides

800

y =-77,588x + 1111,2
700 +

R? = 0,9939
600 -

500 -
400 - \¢
300 ~

Massa Molar (KDa)

200 -
100

5 7 9 11 13 15

Tubo de eluicdo
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ANEXO D

Perfil de eluicdo da amostra

A amostra de levana obtida da condicdo ideal, determinada pelo
delineamento fatorial e metodologia de superficie de resposta, foi precipitada,
liofilizada e submetida a cromatografia de permeacdo em gel. Os acgucares totais
foram medidos pelo método de fenol-sulfurico e estdo em porcentagem sobre o total

de acucares eluidos. Cada tubo de eluicdo corresponde a 3,5 mL/15’.

30

25

20

15

%

10

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Tubo de eluigéo

Figura — Perfil cromatografico da amostra de levana obtida
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ANEXO E

Instru¢gées e normas para o encaminhamento e publicagado do Artigo no periodico

Food Microbiology

Guide for Authors

Original research papers for Food Microbiology should be written in English and normally not exceed
6000 words. Short research notes describing interesting but limited studies are welcome, but the same
rigorous review process will be applied. Short research notes will not normally exceed 3500 words. Short
reviews on matters of immediate interest and longer, definitive reviews will be published; authors
should discuss proposed topics with the editor before preparing a manuscript. Book reviews and letters

to the editorare welcome.
Submission of Papers

Submission for all types of manuscripts to Food Microbiology proceeds totally online. Via the Elsevier
Editorial System (EES) website for this journal, E+http://ees.elsevier.com/fm , you will be guided step-
by-step through the creation and uploading of the various files. When submitting a manuscript via EES,
authors need to provide an electronic version of their manuscript. For this purpose only original source
files are allowed, so PDF files are not permitted. Once the uploading is done, the system automatically
generates an electronic proof, which is then used for reviewing. All correspondence, including the Editor's
decision and request for revisions, will be by e-mail. Authors may send queries concerning the

submission process, manuscript status, or journal procedures to authorsupport@elsevier.com.

Questions regarding content of a proposed submission may be sent to the Chief Editor:

M.L. Tortorello

US Food and Drug Administration

National Center for Food Safety and Technology
6502 S. Archer Road

Summit-Argo, IL 60501, USA

Fax: +1(708) 728 4177

E-mail: mit@cfsan.fda.gov

It is the author's responsibility to ensure that papers are written in clear and comprehensible English.
Authors whose native language is not English are strongly advised to have their manuscripts checked by
an English-speaking colleague prior to submission. Language Polishing: For authors who require
information about language editing and copyediting services pre- and post-submission please visit G+
http://www.elsevier.com/locate/languagepolishing or contact authorsupport@elsevier.com for more

information. Please note Elsevier neither endorses nor takes responsibility for any products, goods or
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services offered by outside vendors through our services or in any advertising. For more information
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publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the
responsible authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published
elsewhere in the same form, in English or in any other language, without the written consent of the

Publisher.

Preparation of Manuscripts

Manuscripts should be typewritten, double spaced, with one-inch (2.5 cm) margins. A font size of 12 or
10 pt is required. Other than the cover page, every page of the manuscript, including the title page,
references, tables etc. should be numbered; however, in the text no reference should be made to page
numbers. Lines must be numbered consecutively throughout the manuscript. The corresponding author
should be identified with an asterisk and footnote, and must provide an e-mail address for
correspondence. Full postal addresses must be given for all co-authors. All other footnotes (except for
table footnotes) should be identified with superscript Arabic numbers. The title of the paper should
unambiguously reflect its contents. Where the necessary title exceeds 40 characters, a suggestion for an

abbreviated running title should be given.

The first page should contain only the title, names of authors, address of laboratory where the work
originated, full postal address to which correspondence should be sent, a running title if necessary, and

current addresses of authors if different from the above correspondence address.

The second page should contain the summary/abstract only, which will not normally exceed 200 words.
The text of the paper should normally follow the sequence: Introduction, Methods, Results, Discussion,
Acknowledgements, References, Tables, Legends to Figures. In appropriate cases (e.g. Short Notes),

Results and Discussion sections may be combined.

References in text should be cited as follows: Hobson and Wallace (1969) or (Hobson and Wallace 1959).
If a paper has more than two authors, use the form (Hobson et al. 1963). When more that one paper by
the same author is cited in a given year, the references should be distinguished in the bibiography and
the text by letters a, b, etc. after the year citation (e.g. 1963a, 1963b, 1963a,b). References in the
bibliography at the end of the paper should be quoted in alphabetical order, except for those with more
than two authors, which should be listed in chronological order after any other papers by the first author.
References should include the title of the paper as well as both initial and final page numbers. References

to books should include the year of publication, the title, town of publication and publisher.

The following formats should be used:

Baresi, L., Mah, R. A., Ward, D. M. and Kaplan, I. R., 1978. Methanogenesis from acetate: enrichment



139

studies. Appl. Environ. Microbiol. 36, 186-197.

Mah, R. A., Hungate, R. E. and Ohwaki, K., 1977a. Acetate, a key intermediate in methanogenesis.

In:Schlegel, H.G., Barnea, J. (Eds.), Microbial energy conversion. Pergamon Press, Oxford, pp. 97-106.

Abbreviations and Units
Non-standard abbreviations should be kept to a minimum and on first use should be defined by a

footnote to the test. Sl units are recommended, but conventional ones will be accepted if unambiguous.

Nomenclature and Descriptions of Organisms

The correct name of the organism must be used, conforming with international rules of nomenclature:
synonyms may be added in brackets when the name is first mentioned. Names of bacteria must conform
with the current Bacteriological Code of Botanical Nomenclature. The species name should be underlined
in the typescript and written in full at first mention, but subsequently the name of the genus may be
abbreviated, single letter abbreviations being used where they are not ambiguous. To facilitate further
studies the journal supports the view that important strains should be deposited in a recognized culture

collection.

Tables

Tables should be indicated with Arabic numerals and should be comprehensible without reference to the
text; titles should be brief and explanatory material should be referenced with lower case superior letters
and listed in footnotes. Appropriate indications of replication and variability should be included. Each

table should occupy a separate sheet in the manuscript.

Illustrations

Photographs, charts and diagrams are all to be referred to as "Figure(s)" and should be numbered in
Arabic numbers consecutively in the order to which they are referred. They should accompany the
manuscript, but should not be included within the text. All illustrations should be clearly marked with the
figure number and the author's name. All figures are to have a caption. Captions should be supplied on a
separate sheet.

If, together with your accepted article, you submit usable colour figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in colour on the web (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. For colour
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please note: Because of technical complications which can arise by converting colour
figures to 'grey scale' (for the printed version should you not opt for colour in print) please submit in

addition usable black and white prints corresponding to all the colour illustrations.

Preparation of electronic illustrations

General points

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



140

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

= Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times, Symbol.

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

= Use a logical naming convention for your artwork files.

= Provide all illustrations as separate files

« Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version. A detailed guide on electronic artwork is

available on our website: B+http://www.elsevier.com/artworkguidelines You are urged to visit this site.

Supplementary material submission

Elsevier now accepts electronic supplementary material (e-components) to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the Author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background datasets, sound clips
and more. Supplementary files supplied will be published on-line alongside the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: E+http://www.sciencedirect.com. In order to
ensure that your submitted material is directly usable, please ensure that data are provided 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 the Author Gateway at B+

http://www.elsevier.com/artworkguidelines

. Proofs

When your manuscript is received at the Publisher it is considered to be in its final form. Proofs are not
to be regarded as 'drafts'. One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the
corresponding author, to be checked for typesetting/editing. No changes in, or additions to, the accepted
(and subsequently edited) manuscript will be allowed at this stage. Proofreading is solely your
responsibility. A form with queries from the copy editor may accompany your proofs. Please answer all
queries and make any corrections or additions required. The Publisher reserves the right to proceed with
publication if corrections are not communicated. Return corrections within two working days of receipt of
the proofs. Should there be no corrections, please confirm this. Elsevier will do everything possible to get
your article corrected and published as quickly and accurately as possible. In order to do this we need
your help. When you receive the (PDF) proof of your article for correction, it is important to ensure that
all of your corrections are sent back to us in one communication. Subsequent corrections will not be
possible, so please ensure your first sending is complete. Note that this does not mean you have any less
time to make your corrections, just that only one set of corrections will be accepted. Return proofs by e-

mail to proofcorrections@elsevier.com.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-mail or,
alternatively, 25 free paper offprints. 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. If colour is paid for within an article then 100 extra offprints will be supplied at no extra charge.



141

Additional offprints and copies of the issue can be ordered at a specially reduced rate using the order
form sent to the corresponding author after the manuscript has been accepted. Orders for reprints

(produced after publication of an article) will incur a 50% surcharge.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to transfer copyright (for more information on
copyright see E+http://www.elsevier.com/authorsrights). This transfer will ensure the widest possible
dissemination of information. A letter will be sent to the corresponding author confirming receipt of the
manuscript. A form facilitating transfer of copyright will be provided. If excerpts from other copyrighted
works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit
the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: contact
Elsevier, Global Rights Department, P.O. Box 800, Oxford, OX5 1DX, UK; phone: (+44) 1865 843830,

fax: (+44) 1865 853333, e-mail: permissions@elsevier.com

Author Enquiries A submission checklist can be found at =+
http://www.elsevier.com/locate/guidepublication. Register for free to receive email updates from the
article tracking service at Ehttp://www.elsevier.com/trackarticle. If you are interested in submitting a
book in this area go to E+http://www.elsevier.com/bookauthors. Do not contact the editors - they do not

have access to this information. Food Microbiology carries no page charges.



142

ANEXO F

Instru¢gdes e normas para o encaminhamento e publicagdo do Artigo no periodico
Applied Microbiology and Biotechnology e World Journal of Microbiology and
Biotechnology

Aims and SCOPE - Applied Microbiology and Biotechnology

The journal publishes two categories of articles: (i) Original Papers (preferred length of 6-8 printed pages), (ii)
Mini-Reviews (preferred length of 5-6 printed pages).

Mini-Reviews are short reviews critically summarizing the current state of and providing perspectives on
biotechnological processes, products, microbial genomes, methods and equipment.

Papers should deal with the following aspects of applied microbiology and biotechnology:

Biotechnological products and process engineering

Established and in pipe technologies of biotechnological processes using prokaryotic or eukaryotic cells or
enzymes and other proteins for production, conversion, degradation and detection of substances including
bioreactor design.

Biotechnologically relevant enzymes and proteins
Characterization of hitherto undescribed, biotechnologically relevant enzymes and proteins or of known proteins
with novel properties and purification of proteins on a technical scale.

Applied genetics and molecular biotechnology
New vectors and methods for genetic transformation and all aspects of strain improvement employing
recombinant DNA technology including metabolic engineering and enzyme engineering.

Genomics and proteomics
Characterization and analyses of genomes, transcriptomes and proteomes.

Applied microbial and cell physiology
Physiological studies on biosynthesis, catabolism and biotransformation of biotechnologically relevant
compounds.

Environmental biotechnology
All aspects of environmental processes using microorganisms and biodegradation of hazardous chemicals.

Methods
Novel methods and techniques or significant modifications of already described methods. Their novelty and
reliability must be concisely presented.

Aims and SCOPE - World Journal of Microbiology and Biotechnology

World Journal of Microbiology & Biotechnology publishes research papers, short communications, technical
communications and review articles on all aspects of applied microbiology and biotechnology. Virological topics
however are outside the scope of the journal. The Journal provides a forum for research work directed towards
microbiological and biotechnological solutions to global problems encouraging contributions from all scientists
from all across the globe who have an interest in tackling them. As many global issues, for example improving
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crop productivity, public health and waste management, have more acute consequences in the developing world,
the Journal emphasizes the role of biotechnological advances, for and from developing regions.

Short Communications should not normally exceed four printed pages (about 2000 words) which may include up
to three figures and/or tables, and no more than 20 references. Technical communications should consist of
descriptions of new or modified techniques with examples of their application and should not exceed three printed
pages.

The Journal also publishes selected review articles on the social and educational aspects of biotechnology and its
applications if these address relevant policy or scientific issues or novel pedagogical practices. In addition, topical
Commentaries, often derived from significant scientific meetings are published. Typically, these are
commissioned, but suggestions will be considered upon communication with the appropriate Editor. All articles
published in the Journal are independently refereed.

Manuscript submission

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not under
consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-authors, if any, as
well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.
The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere are
required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to include
evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material received without
such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission
Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial

processing and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit online”
on the right and upload all of your manuscript files following the instructions given on the screen.

Title Page

Title Page
The title page should include:

The name(s) of the author(s)
A concise and informative title
The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract
Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any undefined abbreviations or
unspecified references.

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
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Text

Text Formatting
Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.
Note: If you use Word 2007, do not create the equations with the default equation editor but use the Microsoft
equation editor or MathType instead.

Save your file in doc format. Do not submit docx files.

Word template

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference included in the
reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never include the
bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript lower-case
letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the
article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the reference list.
The names of funding organizations should be written in full.

References

Citation
Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).
This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995; Kelso and Smith 1998; Medvec et al.
1993).
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Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or
accepted for publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in the text.
Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of each work.

Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect of high intensity
intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi:
10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists will also be
accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med 965:325-329

Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol Med.
doi:10.1007/s001090000086

Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics, 3rd edn. Wiley,
New York, pp 230-257

Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List of Title Word Abbreviations,
see
www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php

Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.
Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form of a reference at the end of
the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values
and other statistical data) and included beneath the table body.

Languages

Articles and abstracts must be in English or in the journal's official language(s), but the journal accepts additional
abstracts in other languages of the author’s choice (for instance in the author’s first language, if not English or the
journal's official language). Such abstracts are optional. Authors would need to supply such abstracts themselves,
certify that they are a faithful translation of the official abstract, and they must be supplied in Unicode (see
www.unicode.org for details), especially if they are using non-roman characters.

http://www.unicode.org

Such abstracts in other languages will carry a disclaimer:

"This abstract is provided by the author(s), and is for convenience of the users only. The author certifies that the
translation faithfully represents the official version in the language of the journal, which is the published Abstract
of record and is the only Abstract to be used for reference and citation."



